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STRESZCZENIE

Choroba Alzheimera (AD) jest najczestszg postacig demencji na Swiecie, ktéra stanowi
od 60 do 80% wszystkich jej przypadkéw. Niestety, wraz z wydtuzaniem sie Sredniej
dtugosci zycia rosnie rowniez liczba przypadkow demencji, dla ktorej wiek jest
najwazniejszym czynnikiem ryzyka. Obecnie AD jest uwazana za jedno
z najpowazniejszych wyzwan spotecznych i ekonomicznych wymagajgcym pilnej
interwencji. Przez wiele dekad w dziedzinie badan nad AD dominowata hipoteza
kaskady amyloidu, ktéra wskazywata na gtowny udziat ztogéw peptydu amyloidu-8 (AB)
obecnych w mdézgu w patofizjologii AD, jednak wyniki ostatnich lat w znaczacy sposob
zmienity ten poglad. Obecnie AD uwazana jest nie tylko za chorobe neurodegeneracyjng
mozgu, ale rowniez za chorobe uktadows, poniewaz dotyka zaréwno osrodkowego
uktadu nerwowego jak i procesow ogolnoustrojowych, a zmiany w odpowiedzi zapalnej
w mozgu, jak rowniez w adaptacyjnej i wrodzonej odpowiedzi immunologicznej wydaja
sie kluczowe dla petnego zrozumienia jej przyczyn.

Dodatkowym zrodtem czgsteczek zapalnych w mdézgu moga byc¢ infekcje, w tym
te obejmujgce jame ustng, takie jak zapalenie przyzebia (paradontoza, PeD).
W rezultacie PeD i zmiany w sktadzie mikrobioty jamy ustnej moga odgrywac kluczowag
role w patogenezie AD. Ze wzgledu na bliskie potozenie anatomiczne jamy ustne;j
i mozgu istnieje mozliwosc infiltracji mozgu przez periopatogeny jak rowniez ich
metabolity. Przyczynia sie to do powstawania stanu zapalnego w mozgu,

a w konsekwencji aktywacji rezydujgcych komaorek odpornosciowych, akumulacje
patologicznych biatek, w tym AR, $mierci neurondw oraz neurodegeneracji. Wstepne
badania potwierdzaja, ze stan zapalny wywotany przez periopatogeny moze byc¢ jednym
z czynnikow przyspieszajacych rozwoj AD, ale nadal zwigzek tych dwdch zaburzen nie
zostat w petni wyjasniony, co uzasadnia potrzebe dalszych badan w tym obszarze. AD
jest przyczyng najwyzszej Smiertelnosci wsrod ludzi na catym Swiecie, dlatego
poszerzenie wiedzy na temat roli mikrobiomu jamy ustnej i odpowiedzi
immunologicznej w patogenezie AD ma kluczowe znaczenie.

Gtownym celem tego badania byta kompleksowa analiza wspotzaleznosci miedzy

AD i PeD na poziomie klinicznym, funkcjonowania obwodowych komodrek

odpornosciowych, molekularnym oraz mikrobiologicznym. Zrozumienie tych



mechanizmow jest istotne w celu opracowania nowych, skutecznych terapii
zatrzymujgcych lub opdzniajgcych rozwoj choroby. Okreslenie zwigzku miedzy PeD,
aktywacja zapalna i parametrami klinicznymi w AD przeprowadzono z wykorzystaniem
modelu izolowanych leukocytow krwi obwodowej (PBLs) ex vivo, ktére poddawano
ocenie aktywacji i odpowiedzi odpornosciowej na antygeny bakteryjny i wirusowy.
W badaniach wykorzystano LPS-u pochodzacy z periopatogenu - Porphyromonas
gingivalis (LPS-PG) oraz wirus indykatorowy VSV (vesicular stomatitis virus), za pomoca
ktérego okreslono poziom wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Nastepnie
przeprowadzono analize czagsteczek pro- i przeciwzapalnych, a takze poziomu ekspresji
gendw zwigzanych z aktywacjg i regulacja odpowiedzi zapalnej. Zbadano rowniez
zwigzek miedzy parametrami klinicznymi w AD i polimorfizmami genéw zwigzanych
z odpowiedzig immunologiczng (fenotyp hiper zapalny) w AD oraz sktad gatunkowy
mikrobioty jamy ustnej.

Na podstawie analizy parametrow klinicznych stwierdzono, ze istnieje Scisty zwigzek
miedzy wystepowaniem AD i paradontozy, a obcigzenie stanem zapalnym przyzebia
u pacjentow demencyjnych co moze istotnie wptywa¢ na pogarszanie sie funkcji
poznawczych iprogresje AD. Przeprowadzone badania pozwolity ustali¢, ze w przebiegu
AD dochodzi do istotnych zmian w sktadzie obwodowych komdrek odpornosciowych,
co moze byC zwigzane z ostabieniem odpornosci wrodzonej pacjentow. W wyniku
zakazenia komorek wirusem indykatorowym VSV pacjenci z AD charakteryzowali sie
istotnie nizszymi stezeniamiwydzielonych cytokin prozapalnych w zwigzku z tym mozna
przypuszczac, ze cechujg sie oni ogolnie nizsza odpornoscig wrodzong niz osoby
zdrowe. Nie stwierdzono natomiast, aby obcigzenie stanem zapalnym przyzebia byto
zZwigzane z poziomem wrodzonej odpornosci u 0séb zdrowych poznawczo. Na
poziomie molekularnym obwodowe komorki odpornosciowe pacjentéw obcigzonych
AD charakteryzowaty sie zmniejszonym wytwarzaniem mediatorow zapalnych przy
jednoczesnie gwattownej odpowiedzi odpornosciowej w odpowiedzi na antygen
bakteryjny (LPS-PG). Zaobserwowano znacznie wiekszy wyrzut mediatorow stanu
zapalnego u 0s6b z AD niz u 0sob kognitywnie zdrowych, co moze wskazywac, ze
komorki pacjentow z AD ulegajg hiperaktywaciji. Dodatkowo, zwiekszona ekspresja
genu AP-1 ws$rdod pacjentow AD moze wigzac sie z nasileniem stanu zapalnego

przyzebia czym mozna ttumaczy¢ wiekszg ekspresje cytokin w odpowiedzi na LPS-PG.
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Zaobserwowano takze roznice w sktadzie mikrobioty jamy ustnej miedzy osobami
zdrowymi poznawczo a chorymi z AD. Pacjenci z AD charakteryzowali sie wyzszym
udziatem bakterii Bacteroidetes i nizszym Proteobacteria niz 0soby zdrowe poznawczo.

Przeprowadzone badania potwierdzajg, ze paradontoza (PeD) jako choroba
infekcyjna i zapalna, jest dodatkowym, znacznym, obcigzeniem dla uktadu
odpornosciowego pacjentow cierpigcych na AD, co wptywa na 0golng kondycje i status
obwodowych komorek odpornosciowych oraz powoduje utrzymywanie sie
przewlektego ogoélnoustrojowego stanu zapalnego o niskim nasileniu. Dlatego
priorytetem w dziedzinie zdrowia psychicznego powinno by¢ wdrozenie diagnostyki
stanu zapalnego przyzebia (paradontozy) wsréd oséb z zaburzeniami funkcji
poznawczych oraz demencjg, zwtaszcza typu alzheimerowskiego (AD). Nalezy takze
rozwazy¢ wtgczenie leczenia paradontozy na state do protokotu leczenia/postepowania
Z pacjentami demencyjnymi, ale takze z osobami wykazujgcymi tagodne zaburzenia
poznawcze a personel medyczny tj. pielegniarki, lekarze psychiatrzy oraz stomatolodzy

powinni by¢ szkoleni oraz na biezgco informowac pacjentow o koniecznej profilaktyce

paradontozy, aby unikngc¢ przysztych konsekwencji dla zdrowia psychicznego.



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 (AB) 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 AB, 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.
Subseqguently, 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-7 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 SKROTOW

AB
AB40
AB42
AD

API
APOE
ApoE
APP (ABPP)
AMP
ANOVA
ATP
BBB
BDNF
BOP
BOPXT

CAL
CcD14
CD18
cDNA
CPE
DAMPs
DMFT
DSM-5
EDTA
EFP
EOAD
FAD
FAM
FBS
gDNA
GDS
H1N1
H3N2
HDL
HHV-1
HHV-2

HHV-3 (VZV)
HHV-4 (EBV)

peptyd amyloidu beta;

amyloid beta o dtugosci 40 aminokwasow;

amyloid beta o dtugosci 42 aminokwasow;

choroba Alzheimera, tez grupa badana;

wskaznik iloSci ptytki nazebnej w przestrzeniach miedzyzebowych;
gen kodujgcy apolipoproteiny E;

apolipoproteiny E;

biatko prekursora amyloidu beta;

biatko przeciwdrobnoustrojowe;

analiza wariancji;

adenozyno-5’-trifosforan;

bariera krew-maozg;

neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego;

wskaznik powierzchni krwawigcych dzigset;

wskaznik powierzchnia krwawigcych dzigset podzielony przez liczbe
zebow;

wskaznik utraty przyczepu tgcznotkankowego;

koreceptor i marker powierzchniowy CD14;

koreceptor i marker powierzchniowy CD18;
komplementarny DNA,;

efekt cytopatyczny;

alarminy, struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniami;
indeks zepsutych-brakujgcych-wypetnionych zebow statych;
5. edycja klasyfikacji zaburzen psychicznych;

kwas wersenowy;

Europejska Federacja Periodontologii;

choroba Alzheimera o wczesnym poczatku;

rodzinna forma choroby Alzheimera;

barwnik fluorescencyjny (fluorofor);

ptodowa surowica bydleca;

genomowe DNA,;

geriatryczna skala oceny depresji;

wirus grypy szczep H1N1;

wirus grypy szczep H3N2;

lipoproteina o wysokiej gestosci;

wirus opryszczki pospolitej typu 1;

wirus opryszczki pospolitej typu 2

wirus ospy wietrznej i potpasca;

wirus Epsteina-Barr;

HHV-5 (CMV) cytomegalowirus;

HHV-6
HSE
LDL
LDLR
LOAD

ludzki herpeswirus typu 6;
opryszczkowe zapalenie moézgu;
lipoproteina o niskiej gestosci;

receptor dla LDL;

choroba Alzheimera o p6Zznym poczatku;
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LPS
LPS-EC
LPS-PG
M
MAD
MCI
Mdm
MMSE
MoCA
NFTs
NGS
NHST
NMDA
NMDAR
OUN
PAMPs
PBLs
PCR
PD
PeD

lipopolisacharyd;

lipopolisacharyd z Escherichia coli;

lipopolisacharyd z Porphyromonas gingivalis;

Srednia;

odchylenie medianowe;

tagodne zaburzenia poznawcze;

mediana;

test Mini-Mental State Examination;

test Montreal Cognitive Assessment;

sploty neurofibrylarne;

sekwencjonowanie nowej generacji;

testowanie istotnosci hipotez zerowych;

kwas N-metylo-D-asparaginowy;

receptor N-metylo-D-asparaginowy;

osrodkowy uktad nerwowy;

wzorce molekularne zwigzane z patogenami;

obwodowe komorki odpornosciowe ;

reakcja taricuchowa polimerazy;

wskaznik gtebokosci sondowania kieszonek dzigstowych;
zapalenie przyzebia (paradontoza), teZ grupa 0sob z paradontozg;

PERMANOVApermutacyjna wielowymiarowa analiza wariancji;

PET
PMR
PRR
PSEN1
PSEN2
R2
rDNA
RPMI
ROS
SAD
SASP
SD
SNP
SS
TCIDso
TLR
UMW
VIC
VLDL
VsV
WHO
ZDR

pozytonowa tomografia emisyjna;

ptyn mézgowo rdzeniowy;

receptory rozpoznajgce wzorce;

gen kodujgcy preseniline-1;

gen kodujgcy presenilineg-2;

wspotczynnik determinacii;

rybosomalne DNA;

ptyn hodowlany Roswell Park Memorial Institute;
reaktywne formy tlenu;

sporadyczna forma choroby Alzheimera;
fenotyp wydzielniczy SASP;

odchylenie standardowe z préby;

polimorfizm pojedynczego nukleotydu;

suma kwadratow;

miano infekcyjne zakazajgce komorki w 50%;
receptory Toll-podobne;

Uniwersytet Medyczny im. Piastéw Slgskich we Wroctawiu;
barwnik fluorescencyjny (fluorofor);
lipoproteina o bardzo niskiej gestosci;

wirus pecherzykowego zapalenia jamy ustne;j;
Swiatowa Organizacja Zdrowia;

grupa 0sob zdrowych poznawczo (kontrola);
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1. WSTEP

Choroby neurodegeneracyjne to nieuleczalne schorzenia, ktore charakteryzuja
sie postepujgcag dysfunkcjg uktadu nerwowego na skutek degradacji neuronéw, co
prowadzi do demencji, zaburzen motorycznych i innych zaburzen funkcjonalnych (1).
Demencja dotyka przede wszystkim osoby starsze, niestety zmiany
neurodegeneracyjne moga rozpocza¢ sie w kazdym wieku, nawet 15-20 lat przed
wystgpieniem klinicznych objawow choroby. Najczestszg postacia demencji jest
choroba Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease — AD) (1). Obecnie przy braku
skutecznego leku i niewielu zatwierdzonych terapiach, AD szybko staje sie jedng
z najdrozszych i najbardziej wyniszczajgcych chordb tego stulecia. Wynika to
z niewystarczajgcego zrozumienia mechanizmow lezgcych u podstaw choroby, a by¢
moze rowniez z tego, ze zbyt wiele podstawowych luk w wiedzy, alternatywnych
interpretacji danych i zawitosci metodologicznych nie otrzymato naleznej im uwagi.
Dlatego istnieje pilna potrzeba poszukiwania pierwotnych przyczyn procesow
neurodegeneracyjnych obserwowanych w AD oraz przyspieszenia rozwoju terapii

ukierunkowanych.

1.1. Choroba Alzheimera

AD nalezy do grupy choréb otepiennych (demencji), ktére cechuja sie nabytym,
postepujacym i nieodwracalnym uszkodzeniem osrodkowego uktadu nerwowego
(OUN). Po raz pierwszy kliniczng i neuropatologiczng charakterystyke choroby
przedstawit Alois Alzheimer w 1906 roku na podstawie badan pacjentki, ktora trafita do
szpitala we Frankfurcie w 1901 roku z objawami utraty pamieci, halucynacjami,
urojeniami oraz deficytami poznawczymi (2). Po $mierci chorej, jej mdzg zostat poddany
analizie, ktora ujawnita charakterystyczne zmiany zwyrodnieniowe wraz ze ztogami
znanymi dzi$ jako blaszki starcze (ang. senile plaques) i splatkami neurofibrylarnymi
(ang. neurofibrillary tangles — NFTs) (2).

Szacuje sie, ze AD stanowi od 50 do 80% wszystkich przypadkéw demencji na
Swiecie  (3,4). Wedtug Amerykanskiego  Towarzystwa  Alzheimerowskiego
(ang. Alzheimer’s Association) demencja dotyka juz 55 milionow ludzi na catym $wiecie,

a ogolnoswiatowe szacunki podajg, ze do potowy XXI wieku liczba chorych z demencja
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moze przekroczy¢ nawet 152 miliony ludzi (3,4). Wedtug Europejskiego Raportu
przygotowanego w ramach programu Unii Europejskiej w dziedzinie zdrowia na lata
2014-2020 problem demencji dotyczy obecnie prawie 8 mln Europejczykéw. Uwaza sig,
ze liczba ta zwiekszy sie niemal dwukrotnie przed 2050 rokiem osiggajac nawet 14 mln
chorych (5). Réwniez w Polsce 0s6b zdemencja przybywa. W 2019 roku zarejestrowano
ponad 500 tys. przypadkow, a wedtug prognoz, do potowy wieku liczba Polakow
z demencjg przekroczy milion osob (5). Wzrost liczby chorych stanowi powazny
problem spoteczny i ekonomiczny, zwtaszcza dla krajow rozwinietych, w ktérych
Srednia dtugosc¢ zycia zwieksza sie. Wedtug raportu WHO z sierpnia 2024 roku, gdzie
prezentowane sg dane szacunkowe za 2021 rok AD wskazywana jest jako siédma
najczestsza przyczyna Smierci wsréd wszystkich chordb na Swiecie (6,7). Stanowi wiec
powazny problem, ktéry wraz ze starzejgcym sie spoteczenstwem bedzie znaczgcym
wyzwaniem medycznym w nadchodzgcych latach.

AD jest chorobg degeneracyjng prowadzgcg do atrofii niektérych obszaréw
maozgu w obrebie kory mozgowej, a w szczegblnosci hipokampu, srodkowego zakretu
skroniowego, kory srédwechowej (kora entorynalna) i tylnego zakretu obreczy (8).
Zmiany neurodegeneracyjne powodowane sg gtéwnie przez Smier¢ neuronow
cholinergicznych odpowiedzialnych za uwage, proces uczenia sie, pamieC oraz
czuwanie (9), a takze neurondéw glutaminergicznych gtownie dotyczgcych receptora
N-metylo-D-asparaginowego (NMDAR) (10), zaangazowanych w proces uczenia sie,
pamieC oraz neuroplastycznosS¢ mozgu (11). W przebiegu AD obserwuje sie przede
wszystkim zaburzenia zdolnosci poznawczych i funkcjonalnych. W pierwszych etapach
dochodzi do tagodnych zaburzen pamieci, uwagi oraz planowania. Poczgtkowo
zaburzenia wptywaja na wykonywanie tylko skomplikowanych czynnosci, przez co
czesto mylone sg z naturalnym procesem starzenia sie lub stresem i nie wzbudzajg
wiekszych podejrzen. W bardziej zaawansowanych stadiach choroby dochodzido coraz
powazniejszych zaburzen zdolnosci uczenia sie i zapamietywania. AD dotyczy przede
wszystkim o0sob starszych, powyzej 65. roku zycia. Uwaza sie jednak, ze przedkliniczny
etap AD moze trwac od 2 do 20 lat ustepujgc nastepnie trwajgcemu okoto 7 lat okresowi
prodromalnemu. Po tym czasie pojawiajg sie juz typowe dla AD objawy kliniczne (12)
(rysunek 1). Wyréznia sie dwie formy AD: rodzinng (ang. familial Alzheimer’s disease —

FAD), ktora stanowi do 5% przypadkow i charakteryzuje sie wczesnym poczatkiem —
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przed 65 rokiem zycia (ang. early-onset Alzheimer’s disease - EOAD) - oraz
sporadyczng (ang. sporadic Alzheimer’s disease — SAD) o podznym poczatku -
rozpoznawana zwykle po 65 roku zycia (ang. late-onset Alzheimer’s disease — LOAD) —
ktora stanowi nawet 95% wszystkich przypadkéw AD (13). FAD zwigzany jest przede
wszystkim z mutacjami genetycznymi dziedziczonymi autosomalnie dominujgco.
Wsrdéd nich zidentyfikowano mutacje w genach kodujgcych biatko prekursora amyloidu
(ang. amyloid precursor protein — APP) (21921.3) oraz preseniliny 1 (PSENT, 14g24.2)
i 2 (PSEN2, 1942.13) (13,14). Z kolei SAD uwazany jest za idiopatyczny (15), a jego

wystgpienie warunkujag roznorodne czynniki ryzyka.

PRI D> D 4

0SOBY ZDROWE SUBIEKTYWNE MCI LAGODNA UMIARKOWANA POWAZNA
POZNAWCZO ZABURZENIA okres prodromalny POSTAC AD POSTAC AD POSTAC AD
POZNAWCZE

okres przedkliniczny

Rys. 1. Etapy w przebiegu choroby Alzheimera

MCI —tagodne zaburzenia poznawcze, AD — choroba Alzheimera.

Pomimo ponad 100 lat badan, wcigz nie istnieje skuteczny lek zatrzymujacy
postep choroby lub odwracajgcy skutki zmian neurodegeneracyjnych. Dwa nowe leki,
ktére dopuszczono niedawno do leczenia na wczesnych etapach AD — aducanumab
i lecanemab —tylko czesciowo hamuja rozwoj choroby a jednoczesnie wzbudzajg wiele
obaw i kontrowersji ze wzgledu na odnotowane powazne skutki uboczne, z ktorych
najwazniejsze obejmuja kurczenie sie oraz obrzek mozgu (16-18). Wydaje sig, ze brak
skutecznego leczenia i profilaktyki AD wynika gtownie z tego, iz pierwotne przyczyny
rozwoju choroby nie zostaty jednoznacznie poznane. Ponadto, diagnostyka AD,
z powodu braku specyficznego i czutego biomarkera choroby, jest utrudniona i pozwala
na postawienie diagnozy dopiero w momencie ujawnienia sie znaczgcych deficytow
poznawczych. Obecnie najwazniejszym wyzwaniem przed jakim stojg lekarze

i naukowcy jest opracowanie metod wykrywania rozwijajgcej sie choroby w okresie

przedklinicznym oraz petne zrozumienie jej etiologii.
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1.1.1. Czynniki ryzyka rozwoju choroby Alzheimera

Podeszty wiek, obecnos¢ przypadkow AD w historii rodziny, pte¢ (kobiety
stanowig dwie trzecie przypadkow) oraz uwarunkowania genetyczne sg
najwazniejszymi niemodyfikowalnymi czynnikami ryzyka wystgpienia choroby (3)
(rysunek 2). Po 65 roku zycia ryzyko AD podwaja sie co piec lat, natomiast po 85 roku
zycia ryzyko dotyczy prawie jednej trzeciej populacji. Dekade temu naukowcy znali tylko
10 genow powigzanych z AD. Obecnie zidentyfikowano juz ponad 70 regiondow
genetycznych zwigzanych z tg chorobg. Jednym z najlepiej poznanych genow
wptywajgcych na ryzyko AD jest gen apolipoproteiny E (APOE). Biatko apolipoproteina E
(apoE) uczestniczy w transporcie cholesterolu (niezbednym w procesie tworzenia
mieliny) i innych rodzajow ttuszczy we krwi (19). ApoE jest wytwarzana gtownie
w hepatocytach watroby. M6zg jest drugi po watrobie pod wzgledem ilosci wytwarzania
apoE, gtéwnie przez astrocyty i w mniejszym stopniu przez mikroglej, oligodendrocyty,
komorki Scienne naczyn i neurony (20). ApoE petni funkcje transportera cholesterolu
iinnych lipidow pomiedzy komadrkamiw mozgu i jest modulatorem odpowiedzi zapalne;
w zdrowych mozgach. Gen APOE wystepuje w kilku postaciach, bedagcych allelami (€2,
€3, €4). Obecnosc APOE €4 (19q13.32) zwieksza ryzyko rozwoju choroby i wigze sie z jej
wczesniejszym wystgpieniem w niektorych populacjach. Biatka apoE4 sg stabo
lipidowane, a poprzez toksyczne dziatanie prowadzg do stanu zapalnego w mozgu
(ang. neuroinflammation), uszkodzenia naczyn mozgowych i zaostrzenia zmian
neurodegeneracyjnych. Uwaza sie, ze utrata fizjologicznej funkcji apoE4 przyczynia sie
do patogenezy AD (21). Ryzyko wystapienia AD jest 3-4 razy wyzsze u 0sOb z jednym
allelem APOE ¢4 i okoto 10-15 razy wyzsze u 0sob z dwoma allelami APOE €4 (19).
Jednak czestos¢ wystepowania roznych alleli i ryzyko zwigzane z APOE jak i innymi
wariantami genetycznymi moga nie by takie same we wszystkich populacjach i réznig
sie w zaleznosci od regionu geograficznego (22).

Za 30-50% przypadkéw AD mogg jednak odpowiadac¢ czynniki modyfikowalne,
czyli takie ktorych wptyw na ryzyko rozwoju choroby mozna zmniejszy¢ poprzez zmiane
m.in. stylu zycia (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) podaje, ze wptywajgc na 12 najczestszych
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modyfikowalnych czynnikéw ryzyka mozna zapobiec lub opdzni¢ rozwdj nawet 40%
przypadkow demenciji. Nalezg do nich miedzy innymi uszkodzenia mézgu (urazy gtowy),
otytosc¢, nadcisnienie i choroby serca, palenie tytoniu i cukrzyca (4,24). Podejrzewa sig,
ze znaczenie mogag mie¢ rowniez epizody depresji, stres, zaburzenia snu oraz
hiperlipidemia (4,24). W$réd modyfikowalnych czynnikow ryzyka coraz czesciej podaje
sie rowniez zaburzenia w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego oraz infekcje (24),
w tym takze choroby infekcyjne w obrebie jamy ustnej, np. paradontoze (choroba
zapalna przyzebia wywotywana przez bakterie) (25). Natomiast ochronny efekt
w przypadku zaburzen poznawczych majg aktywnos¢ fizyczna, aktywnos$c

intelektualna, zrownowazona dieta, ograniczenie spozywania alkoholu i innych uzywek

oraz aktywnos$c¢ spoteczna (24,26).

Modyfikowalne czynniki Modyfikowalne czynniki
chronigce przed rozwojem AD ryzyka rozwoju AD

v aktywnosc fizyczna i urazy gtowy

.':& aktywnosc¢ spoteczna i otytosc¢ i hiperlipidemia

'.i.‘q—' aktywnos¢ intelektualna nadciénienie i choroby serca

% zrownowazona dieta

e
i d .
# palenie tytoniu
1‘ cukrzyca
-q, depresja i stres
|& zaburzenia snu
# infekcje
Y zaburzenia odpowiedzi odpornosciowej

Rys. 2. Modyfikowalne czynniki wptywajgce na rozwoj choroby Alzheimera

1.1.2. Patofizjologia choroby Alzheimera

Na przestrzeni lat powstato wiele hipotez za pomocg ktorych starano sie
wyjasni¢ przyczyny $Smierci neurondéw skutkujgce degeneracja mozgu przy
uwzglednieniu wszystkich zmian obserwowanych u 0os6b z AD. Nalezg do nich hipoteza
cholinergiczna, hipoteza kaskady amyloidu, hipoteza tau, hipoteza stanu zapalnego

(27) oraz hipotezainfekcyjna (28). Mimo to wcigz zadna z nich samodzielnie nie wyjasnia
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ztozonego mechanizmu rozwoju AD uwzgledniajgc wszystkie jej aspekty. Wydaje sieg, ze
wszystkie proponowane rozwigzania mogg okaza¢ sie niezbedne do petnego
zrozumienia tego skomplikowanego schorzenia.

Jedng z najstarszych i najczesciej dyskutowanych jest hipoteza kaskady amyloidu
autorstwa Johna Hardy’ego (29). Zostata zaproponowana w wyniku obserwacji
charakterystycznych depozytéw zewnatrzkomoérkowych w postaci tzw. blaszek
amyloidowych (ptytek starczych) w mdézgach pacjentéw z AD. Gtownym sktadnikiem
blaszek sg agregaty peptydowe amyloidu beta (AB) o dtugosci od 40 do 42
aminokwasow (27). Wedtug zatozen hipotezy amyloidowej normalne mechanizmy
oczyszczania AR w warunkach AD sg zaburzone, co prowadzi do ich nhadmiernego
gromadzenia sie i tworzenia ztogéw. Peptyd AB powstaje w wyniku enzymatycznego
ciecia biatka prekursora amyloidu B (ang. amloid precursor protein — APP) na drodze
szlaku amyloidogenicznego. Fizjologicznie APP jest biatkiem btonowym typu |, ktore
znajduje sie w btonie plazmatycznej oraz w innych organellach btonowych. Funkcje APP
sg roéznorodne i zwigzane z neurogenezag i roznicowaniem komorek nerwowych,
mechanizmmami synaptycznymi, cyklem komoérkowym i adhezjg oraz metabolizmem
wapnia (30), co wiecej proponuje sie, ze moze posiada¢ rowniez wtasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe (31). Jak wspomniano, najwieksze znaczenie w rozwoju AD
majg dwa typy AB o dtugosci 40 i 42 aminokwaséw (odpowiednio AB40 i AB42). Sposrod
nich najgrozniejsza frakcja uwalnianego peptydu jest AB42, ktéry charakteryzuje sie
nizszg rozpuszczalnoscia, wysoka neurotoksycznoscia i wiekszg tendencjg do agregacji
niz AB40. Mimo to wspodlnie budujg nierozpuszczalne blaszki, ktére blokujg kanaty
jonowe, niszcza homeostaze wapniowg neurondw, wywotujg stres oksydacyjny,
uszkodzenia mitochondriéw i zaburzajg gospodarke energetyczng komorek
doprowadzajac w ostatecznosci do $mierci neuronow i utraty potgczen nerwowych
(32,33). Dzi$s wiadomo takze, ze wtokna AR wewnatrz blaszek mogg by¢ rozgatezione
i poprzeplatane innymi materiatami z mozgu, takimi jak mate pecherzyki czy fragmenty
bton lipidowych (34). Na poziomie fizjologicznym AB zmniejsza aktywno$¢ pobudzajaca
kanatéw potasowych i zmniejsza apoptoze neurondow dlatego sugeruje sie, ze
fizjologicznym dziataniem AP podczas starzenia jest neuroprotekcja. Inne sugerowane
fizjologiczne efekty AB obejmujg blokowanie nieszczelnosci w barierze krew-maézg (ang.

blood-brain barrier — BBB), wspomaganie powrotu do zdrowia po pourazowym
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uszkodzeniu mozgu i prawdopodobnie ttumienie zmian nowotworowych poprzez
hamowanie wirusow onkogennych (35). Ponadto w miejscu docelowym AB moduluje
reakcje zapalng w odpowiedzi na roznorodne czynniki sSrodowiskowe i moze wykazywac
aktywnosc¢ podobng do biatek przeciwdrobnoustrojowych (ang. antimicrobial peptides
— AMPs) bedacych czesScig nieswoistej] odpowiedzi odpornosciowej (36).
Przeciwgrzybicza oraz przeciwbakteryjna aktywnos¢ AB wzgledem bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych zostata potwierdzona dla Candida albicans, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa (37). AR wykazuje rowniez
wtasciwosci przeciwwirusowe wzgledem wirusa opryszczki pospolitej typu 1 (ang.
Human herpes virus 1 — HHV-1), w badaniach in vitro dziatajgc rownie skutecznie jak
acyklowir, oraz przeciw szczepom grypy H1N1 i H3N2 powodujgc agregacje czastek
wirusa (36). Natomiast w badaniach in vivo na myszach 5XFAD, ktére konstytutywnie
wytwarzajg ludzki AB, zakazenie gatunkiem Salmonella typhimurium skutkowato
dtuzszym czasem przezycia zwierzat w poréwnaniu do szczepu dzikiego (36). Zgodnie
z hipotezg kaskady amyloidowej, nagromadzenie AR zapoczatkowuje tancuch
procesow neurodegeneracyjnych, takich jak stan zapalny, stres oksydacyjny
i akumulacja biatka Tau, co ostatecznie prowadzi do objawéw demenciji. Chociaz
hipoteza kaskady amyloidowej jest najlepiej zbadang hipoteza, nie wyjasnia ona w petni
ztozonej etiologii AD, ze wzgledu na udziat innych czynnikdw w rozwoju tej choroby (27).

Histopatologicznie, AD charakteryzuje sie takze obecnoscia
wewnatrzkomorkowych  splatkdw  neurofibrylarnych — (NFTs),  zbudowanych
z fosforylowanego biatka Tau, ktore znajdujag sie w podkorowej istocie szarej i korze
mozgowej. W przeciwienstwie do AB wtokna Tau w splatkach lub nitkach sa
nierozgatezione i majg tendencje do ustawiania sie rownolegle wzgledem siebie (34).
Fizjologiczna rola biatka Tau, ktore wystepuje w duzej ilosci w neuronach, to zdolnos¢
do wigzania i stabilizacji mikrotubul, jednak Tau odgrywa takze role w posredniczeniu
transportu aksonalnego, strukturze i funkcji synaptycznej oraz neuronalnych szlakach
sygnatowych (38).

Jednakze liczne obserwacje i badania eksperymentalne przeczg hipotezie
amyloidowej. Naturalna historia progresji AD nie koreluje z tworzeniem sie amyloidu
w mozgu, dlatego amyloidu nie mozna powigzac¢ przyczynowo z AD. Skany PET (ang.

positron emission tomography) mézgow 0sob kognitywnie zdrowych czesto wygladaja
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tak samo jak skany PET oséb z AD. Podczas autopsji mézgdéw od osoéb kognitywnie
zdrowych nawet 30% z nich miato typowe cechy tworzenia sie amyloidu, podobne do
tych, ktore znalez¢é mozna w mozgach osdb z AD (39). Pomimo, ze zmiany
histopatologiczcne w modzgu pojawiajg sie w wiekszej obfitosci i sg bardziej
rozpowszechnione u oséb z AD, wydaje sie, ze patologia AB oraz Tau nie jest
wystarczajgca do rozwoju petnej formy choroby, a znaczenie majg rowniez inne
czynniki, srodowiskowe i/lub genetyczne, ktére przyspieszajg proces starzenia sie
maozgu i prowadzg do neurodegeneracii.

Hipoteza kaskady amyloidu zostata zaproponowana ponad trzy dekady temu,
jednak od tamtej pory wiele préb klinicznych z zastosowaniem celowanych terapii
ukierunkowanych na zmniejszenie stezenia AB nie przyniosto oczekiwanych rezultatow,
CO sugeruje potrzebe ponownego przyjrzenia sie roli AR w etiologii AD i zastosowania
nowego, swiezego podejscia (40). Na przestrzeni lat zaproponowano wiele nowych
hipotez dotyczgcych patogenezy AD: hipoteza komdrkowego stanu zapalnego czy tez
hipoteza zaktadajgca udziat czynnikdw zakaznych (29). Szczegdlng role w patofizjologii
AD moze odgrywac starzenie sie uktadu odpornosciowego, ktorego nieprawidtowe
funkcjonowanie u 0sob starszych moze prowadzi¢ do wielu choréb uktadowych (41).
W przebiegu AD obserwuje sie rozwoj przewlektego stanu zapalnego w mozgu
(ang. chronic neuroinflammation) oraz innych czesciach organizmu. Uwaza sie, ze
przewlekta odpowiedz zapalna o niskim nasileniu, zwigzana z wiekiem oraz coraz
czestszymi infekcjami u 0sob starszych, moze przyczyniac sie do progresji choroby.
Ponadto obwodowe komarki odpornosciowe, takie jak monocyty, makrofagi, neutrofile,
komorki NK, czy limfocyty moga przenika¢ do OUN przez nieszczelng/uszkodzong BBB
stajac sie dodatkowym zrodtem mediatorow zapalnych i przyczyniajac sie w ten sposob
do zaostrzenia stanu zapalnego w mozgu (29). Obecnie czynniki zakazne oraz
rozregulowanie odpowiedzi odporno$ciowej stopniowo uznawane sg za kluczowy

element prowadzgcy do zmian neurodegeneracyjnych.

1.2.Rola uktadu odporno$ciowego w przebiegu choroby Alzheimera

Chociaz ztogi AB i depozyty biatka Tau sg uwazane za charakterystyczne cechy AD,

w ciggu ostatnich dwoch dekad badania genomiczne konsekwentnie wskazujg na
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centralng role mikrogleju oraz dysfunkcji neuroimmunologicznej w patogenezie AD.
Dodatkowo literatura naukowa podkresla potencjalne znaczenie obwodowych zmian
immunologicznych, w szczegolnosci sygnalizacji prozapalnej. Dowody na zwigzek
miedzy obwodowymi czynnikami immunologicznymi a AD pochodzg gtownie z badan
epidemiologicznych i obserwacyjnych, ktore wykazujg powigzania miedzy krgzgcymi

markerami zapalnymi a cechami neuropoznawczymi (42).

1.2.1. Stan zapalny w mézgu (neuroinflammation)

Stan zapalny (ang. inflammation) jest reakcjg adaptacyjng organizmu na szkodliwe
bodzce i czynniki: substancje chemiczne, patogeny, nieprawidtowe, obce biatka
i pozostatosci po uszkodzonych komaérkach (56). Zwykle wywotywany jest miejscowo
przez komorki odpornosciowe takie jak makrofagi, komaorki tuczne oraz komorki
dendrytyczne wydzielajgce mediatory stanu zapalnego w odpowiedzi na uszkodzenia.
W wyniku aktywacji stanu zapalnego dochodzi do rozszerzenia i rozluznienia naczyn
krwiono$nych, a nastepnie naptywu osocza do uszkodzonej tkanki dzieki czemu
zwieksza sie dostepnos¢ takiego miejsca dla leukocytow, biatek uktadu dopetniacza
i przeciwciat. W przypadku usuniecia uszkodzenia dochodzi do wygaszenia reakcji
zapalnej, a w powazniejszych sytuacjach do aktywacji odpornosci swoistej. Ostry,
samoograniczajgcy sie stan zapalny (ang. acute inflammation) ma na celu obrone
organizmu i przywrocenie homeostazy ustroju poprzez usuniecie szkodliwych
substanciji, po ktorej nastepuje regeneracja tkanki (43). Jednak zmiana odpowiedzi
zapalnej z ostrej i krotkotrwatej na dtugotrwatg (przewlekta) (ang. chronic inflammation)
zwtaszcza utrzymujaca sie na niskim poziomie moze prowadzi¢ do powaznych zmian
i nieprawidtowego dziatania narzadow wewnetrznych oraz zaburzen fizjologii komaorki.
W efekcie uwaza sie, ze przewlekty stan zapalny moze mieC szczegdlne znaczenie
w etiologii wielu schorzen, w tym takze AD (44).

Bardzo dtugo uwazano, ze mozg jest immunologicznie uprzywilejowany
i niedostepny dla obwodowych komorek odpornosciowych w normalnych, stabilnych
warunkach, a sama koncepcja udziatu stanu zapalnego w moézgu w przebiegu AD byta
przez dtugi czas ignorowana (45). Jednak obecne badania catkowicie zdefiniowaty na

nowo koncepcje odpornosci OUN, zmieniajac ja z przekonania, ze mozg jest
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izolowanym organem, na uznanie kluczowej roli mechanizmdéw odpornosciowych
i interakcji neuroimmunologicznych w warunkach fizjologicznych i patologicznych.
W poréwnaniu z obwodowym uktadem odpornosciowym OUN jest unikalnym uktadem
z regulowang odpowiedzig immunologiczng. Dzi$ wiadomo, ze moze dochodzi¢ do
reakcji zapalnej w mdzgu w odpowiedzi na czynniki stresowe, takie jak uraz moézgu,
niedokrwienie, nagromadzenie toksycznych biatek (np. AB), infekcje czy reakcje
autoimmunologiczne (46). Obecnie uwaza sig, ze stan zapalny w mézgu dobrze opisujg
cztery cechy: zwiekszone uwalnianie cytokin, aktywacja komaorek mikrogleju, migracja
obwodowych komodrek odpornosciowych oraz zlokalizowane uszkodzenie tkanek (47).

Komdrkami posredniczgcymiw odpowiedzi zapalnej w moézgu sg przede wszystkim
komorki mikrogleju (rezydujgce makrofagi) oraz astrocyty (48). Mikroglej stanowi od
5 do 12% wszystkich komérek znajdujgcych sie w OUN (49). Ich podstawowym
zadaniem jest nieustanna filtracja i przeszukiwanie srodowiska zewnatrzkomaorkowego
w poszukiwaniu patogendw oraz fragmentéw uszkodzonych komarek, a takze udziat
w ochronie i rearanzacji potgczen synaptycznych (50). Mikroglej utrzymuje homeostaze
i prawidtowe funkcjonowanie OUN. W normalnych warunkach mikroglej pozostaje
w nieaktywnej, spoczynkowej formie (fenotyp M2) badajgc uktad nerwowy za pomocg
licznych rozgatezien cytoplazmatycznych (50). W wyniku aktywacji komérek dochodzi
do zmiany fenotypu komorki, a tym samym zmian w ekspresji genéw, co wptywa na
repertuar markerow biatkowych prezentowanych na ich powierzchni (51). Aktywowany
mikroglej (fenotyp M1) przyjmuje forme ameboidalng o ograniczonej liczbie wypustek
i rozrosnietej cytoplazmie (51). Zmiany funkcjonalne obejmujg wzmozong fagocytoze
patogendw i resztek komodrkowych, niszczenie uszkodzonych i zainfekowanych
komorek oraz rekrutacje obwodowych komorek odpornosciowych (51). Aktywowane
komaorki mikrogleju wytwarzajg i wydzielajg znaczne ilosci mediatorow stanu zapalnego
i cytokin prozapalnych, takich jak TNF-a, IL-6, czy tlenek azotu (NO) (49). Obok
mikrogleju aktywacji ulegajg takze astrocyty. Astrocyty odgrywajg kluczowg role
w utrzymaniu homeostazy OUN | dynamicznie reagujg na urazy i choroby.
W normalnych warunkach ich aktywacja to pozgdany proces, poniewaz w tej formie
wydzielajg liczne cytokiny, chemokiny, czynniki wzrostu, biatka macierzy
zewnatrzkomaorkowej, czgsteczki adhezyjne oraz gliotransmitery (52) wykazujac efekt

ochronny zwiekszajacy przezywalnos¢ neuronow, odpornosc na stres oksydacyjny oraz
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stan zapalny. Dodatkowo posredniczg w migracji neuronalnej oraz angiogenezie,
utrzymuja szczelnosc¢ BBB, regulujg mikrosrodowisko OUN poprzez detoksykacje oraz
egzocytoze makroczagsteczek, uczestnicza w odpowiedzi odpornosciowe;j
i metabolizmie energetycznym (53).

Aktywacja immunologiczna w OUN zawsze angazuje mikroglej i astrocyty, ktére
w stanach niepatologicznych biorg udziat w regulacji homeostazy tkanki moézgowej.
W stanach patologicznych natomiast, gdy zawodzg normalne mechanizmy
ograniczania stanu zapalnego, dochodzi do nieprawidtowej aktywacji i nadprodukcji
czynnikow zapalnych, co prowadzi do przewlektego stanu zapalnego w moézgu (54,55).
Obecnosc¢ przewlektych reakcji neurozapalnych, w ktorych posredniczg zmieniony
mikroglej (reaktywny mikroglej) i astrocyty (reaktywne astrocyty), prowadzi do
zmniejszenia wytwarzania neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (BDNF)
skutkujgc ostabieniem neurogenezy, ekscytoksycznoscig, stresem oksydacyjnym
i nadmierng apoptozg (41). Ponadto, skutkuje takze ostabianiem wielu funkcji mézgu
uposledzajgc zdolnosci poznawcze (56). Warto dodac, ze o ile ostra odpowiedz
immunologiczna w przypadku urazow jest Scisle regulowana i ograniczona czasowo
u mtodszych dorostych, to u starszych dorostych odpowiedz ta moze by¢ bardziej
przedtuzona, a zatem bardziej prawdopodobne jest zainicjowanie lub katalizowanie
trwajacych procesow degeneracyjnych (42). Ograniczone czasowo, zwiekszone
wytwarzanie cytokin zapalnych, ktére wystepuje po ostrej odpowiedzi zapalnej, jest
wielokrotnie wieksze niz to obserwowane w kontekscie przewlektego stanu zapalnego.
Jednak rozréznienie miedzy ostrymi i przewlektymi reakcjami zapalnymi nie zawsze jest
proste, a przewlekte reakcje zapalne moga czesto nastepowac po nieskutecznej ostrej
reakcji zapalnej (42,43). Jak wspomniano wczesniej, o ile stan zapalny sam w sobie jest
wazng i konieczng cechg odpowiedzi immunologicznej, to niestety jest potencjalnie
szkodliwy w kontekscie przewlektej i niskiej aktywacji. tagodny przewlekty stan zapalny
o niskim stopniu nasilenia (ang. low-grade chronic inflammation) charakteryzuje sie
niewielkim wzrostem krgzacych czgsteczek zapalnych, co moze wystgpi¢ np. w wyniku
klinicznych lub subklinicznych proceséw chorobowych, zmian biologicznych
zwigzanych z wiekiem ale takze na skutek toczacej sie infekcji (42). Wyniki badan
pokazujg, ze osoby, u ktérych utrzymuje sie podwyzszony poziom czynnikow

prozapalnych lub u ktérych notuje sie ich wzrost w czasie, wykazujg pogorszenie
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funkcjonowania mozgu (57-59) (rysunek 3). Inne, liczne badania kohortowe
potwierdzity, ze osoby o prawidtowych funkcjach poznawczych, u ktdrych stwierdzono
podwyzszone markery stanu zapalnego we krwi, sg bardziej narazone na wystgpienie
w przysztoscitagodnych zaburzen poznawczych (ang. mild cognitive impairment—MCI)
oraz otepienia typu AD (60-62). Jednak zwigzek miedzy markerami zapalnymi a AD rozni
sie w zaleznosci od stadium choroby, co oznacza, ze dalszego zrozumienia wymaga to,
w jaki spos6b sg one ze sobg powigzane i jaki jest doktadnie zwigzek miedzy biatkami

zapalnymi a ryzykiem demencji (42).
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Rys. 3. Ostry i przewlekty stan zapalny oraz potencjalne mechanizmy biologiczne lezgce
U podstaw zwigzku miedzy stanem zapalnym a chorobg Alzheimera

1.2.2. Obwodowy uktad odpornosciowy

Proces starzenia sie jest naturalnym zjawiskiem biologicznym, ktéry dotyczy
wszystkich organizmow zywych i prowadzi do nieodwracalnych zmian funkcjonalnych,
utraty wydolnosci i rownowagi wewnetrznej, zdolnosci do regeneracji, odpowiedzi na
stresipresje srodowiska zwiekszajgc podatnosc organizmu na choroby i ryzyko Smierci.
Zaburzenia dziatania uktadu odpornosciowego wynikajgce z procesu starzenia okresla
sie mianem immunosenescencji (63). Prowadzi ona do utraty odpornosci obejmujagcej

przebudowe lub zanik narzgdow limfatycznych wraz z rozwojem dtugo utrzymujgcych
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sie ogolnoustrojowych standw zapalnych, ktére wywotujg zmiany w funkcjonowaniu
i odpowiedzi komorek uktadu odpornosciowego (63).

OUN to wyjatkowy uktad ze Scisle regulowang odpowiedzig immunologiczna,
w ktorej uczestniczy gtownie mikroglej. Obwodowa odpowiedz odpornosciowa m.in. na
patogeny zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe angazuje natomiast komorki tak
wrodzonego (neutrofile, monocyty/makrofagi, komorki dendrytyczne, komodrki NK
(natural killer)) jak i nabytego (limfocyty T i B) uktadu immunologicznego. Cytokiny
stanowig integralny sktadnik sieci sygnalizacyjnych miedzy réznymi typami komaorek
w celu ograniczenia i eliminacji zagrozenia. Cytokiny wytwarzane przez komorki
wrodzonego uktadu odpornosciowego inicjujg kaskade zdarzen w celu ograniczenia
infekcji, w konsekwencji wptywajg rowniez na inne komaorki odpornosciowe, takie jak
limfocyty (64). Badania wskazujg, ze odpowiedzZ zapalna na obwodzie, wywotana przez
czynniki takie jak ogélnoustrojowa ekspozycja na lipopolisacharyd (LPS) lub infekcje
wirusowe, moze skutkowac infiltracjg komadrek odpornosciowych z obwodu do OUN
(65). Obwodowy stan zapalny — stan zapalny wystepujgcy poza osrodkowym uktadem
nerwowym, zostat opisany jako potencjalny czynnik ryzyka AD i otepienia naczyniowego
(66). Komoérki odpornosciowe oraz wytwarzane przez nie cytokiny prozapalne na
obwodzie moga przedostawac sie przez BBB, ktorej szczelnosc wraz z wiekiem maleje,
zwiekszajgc stan zapalny w mozgu, prowadzac do nadprodukcji AB i przyczyniajgc sie
do neurodegeneracji w konsekwencji prowadzgc do patologii AD (67). Obwodowe
komorki odpornosciowe majg pewne funkcjonalne cechy wspolne z mikroglejem, w tym
ekspresje receptoréw toll-podobnych (TLR), co umozliwia ich aktywacje przez AB lub
wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular
patterns — PAMPs). Z tego powodu zwiekszona przepuszczalno$¢ BBB zwieksza
prawdopodobienstwo zaangazowania m.in. obwodowych makrofagéw w stan zapalny
w OUN (65). Komodrki obwodowego uktadu odpornosciowego, takie jak neutrofile,
monocyty, komadrki NK, komodrki dendrytyczne, limfocyty T, a nawet komorki B,
odgrywaja kluczowsg role w odpowiedzi immunologicznej na terenie maézgu. Ostatnie
doniesienia wskazujg, ze mogg one uczestniczy¢ w metabolizmie AB i ksztattowac
odpowiedz zapalng u 0s6b z AD (29). W przypadku neutrofili wykazano, ze uszkadzajg
one BBB poprzez m.in. uwalnianie wolnych rodnikéw, enzymoéw proteolitycznych

i metaloproteinaz macierzy (68). Migracja neutrofili do kory mozgowej i hipokampa
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uwalnia takze IL-17, ktora powoduje cytotoksycznos¢ i przerwanie BBB, co
w konsekwencji przycigga jeszcze wiecej neutrofili do tego miejsca i nasila uszkodzenia
(69). Makrofagi pochodzace z monocytow dostajg sie do OUN przez uszkodzong BBB
i tam odgrywaja kluczowag role w procesach demielinizacji oraz przyczyniajg sie do
wydzielania czynnikéw neurotroficznych i przeciwzapalnych, ktore reguluja procesy
neuropatyczne (65). W przypadku monocytow zauwazano, ze podczas rozwoju AD,
liczba klasycznych komoérek spada, podczas gdy liczba monocytow posrednich CD14*
CD16"™ oraz nieklasycznych  monocytéow CD14* CD16* rosnie wraz
z obcigzeniem AR (29). Co wiecej poziom biatka CRP i biatek uktadu dopetniacza
(C1iC8a) pochodzgcych z monocytow spada w stadium przedklinicznym, ale zaczyna
znacznie rosng¢ w MCI oraz AD podkreslajac przejscie monocytow z fenotypu
przeciwzapalnego do fenotypu zapalnego podczas rozwoju choroby (29). W stanach
patologicznych nastepuje przenikanie komoérek NK do OUN w czym posrednicza
chemokiny. Podczas trwajgcego stanu zapalnego mdzgu komorki NK wchodzg
w interakcje z komdrkami glejowymi (mikroglej, astrocyty), wptywajgc na nie i na
fizjologie OUN m.in. poprzez uwolnienie IFN-y (70). Badania pokazujg takze, ze deplecja
komorek NKw mysim modelu AD (3xTg-AD) powodowata zmniejszenie stanu zapalnego
w mozgu oraz poprawe zdolnosci poznawczych i neurogenezy, nie wptywajac jednak na
poziom ztogdéw amyloidowych (71). Uwolnienie chemokin i czgsteczek adhezyjnych
umozliwia takze obwodowym komorkom dendrytycznym migracje do moézgu, gdzie
moga rozpoznawacC antygeny i prezentowac je limfocytom T, co prowadzi do ich
aktywacji. Udziatkomorek T (gtownie T CD4*) w tworzeniu prozapalnych mikrosrodowisk
w mozgach osob z AD, jak rowniez bardziej uogolnionych stanow prozapalnych na
obwodzie, moze wynika¢ ze zwiekszonej odpowiedzi proliferacyjnej i wydzielania
prozapalnych cytokin przez inaczej aktywowane limfocyty T w obecnosci
rozpuszczalnego lub stabo zagregowanego AR (64).

Obecnie, po wielu latach badan, stan zapalny w mdézgu uznaje sie za trzecia,
obok AB i biatka Tau, patologie AD (72). Jednak przez wiele lat AD byta postrzegana jako
choroba, ktéra dotyczy tylko mdzgu, nawet jesli neurozapalenie byto uznawane za
aktywny sktadnik choroby. Tymczasem wykazanie, ze integralnos¢ BBB jest naruszona
w AD pozwolita wyjasni¢ migracje obwodowych komodrek odpornosciowych

(monocytow, komorek T czy neutrofili) do dotknietego chorobg mozgu. Nalezy dodac, iz
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komorki te nie tylko migrujg do mozgu, ale moga rowniez powrocic do krazenia
systemowego, tworzgc btedne koto miedzy obwodem a mdzgiem. Ponadto uszkodzona
BBB utatwia recyrkulacje mediatorow zapalenia, takich jak cytokiny, chemokiny

i produkty aktywacji dopetniacza. Ta petla sprzezenia zwrotnego miedzy mozgiem

a obwodem tworzy ciggtg komunikacje miedzy nimi (64) (rysunek 4).
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Rys. 4. Model btednego kota obrazujgcy udziat obwodowego uktadu odpornosciowego
w patogenezie choroby Alzheimera

Podczas gdy rola wrodzonej odpornosci w moézgu (mikroglej) w neurodegeneraciji
byta przedmiotem licznych badan, udziat obwodowych wrodzonych komadrek
odpornosciowych skupiat mniej uwagi badaczy. Tymczasem przewlekty stan zapalny na
obwodzie, nasilajgcy sie wraz z wiekiem i infekcjami zwigzanymi z wiekiem, moze
przyczynia¢ sie do postepu choroby (73). Zaktada sie, ze podczas starzenia sie
aktywacja wrodzonych mechanizméw odpornosciowych moze by¢ uposledzona,
szczegblnie w odpowiedzi na patogeny. Jednak doktadne przyczyny dysfunkciji

obwodowych komorek odpornosciowych sg nadal nieznane.
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Wcigz zatem brakuje petnego zrozumienia roli obwodowych wrodzonych komaérek

odporno$ciowych i obwodowej wrodzonej odpowiedzi immunologicznejw AD.

1.3. Hipoteza infekcyjna rozwoju choroby Alzheimera

Hipoteza moéwigca o tym, ze to infekcja moze by¢ przyczyng AD po raz pierwszy
zostata zasugerowana przez odkrywce choroby, Aloisa Alzheimera w 1906, jednak
dopiero 90 lat pdzniej, dzieki rozwojowi technik biologii molekularnej, dostarczono
pierwszych dowoddw na jej poparcie (28). Przez wiele lat hipoteza kaskady amyloidu
byta uznawana za jedyng akceptowalng i popierang przez swiat naukowy. Wypowiedzi
nielicznych naukowcoéw, ktorzy zwracali uwage na mikroorganizmy byty pomijane lub
ignorowane. Jednak badania ostatnich dwéch dekad dostarczyty intrygujacych danych,
sugerujgcych ze te dwie idee mogg by¢ ze sobg powigzane — infekcja moze byc
poczatkiem niektorych przypadkéw AD poprzez wywotywanie zwiekszonego
wytwarzania AB i tworzenia sie jego ztogow (74). Wyniki badan coraz bardziej
wskazywaty na istotng role amyloidu w neuronach, nie jako po prostu toksycznego
produktu, a jako biatka pomagajgcego chroni¢ mozg przed infekcjg (biatko
przeciwdrobnoustrojowe, AMP). Jednak wiek, starzenie sie uktadu odpornosciowego
i/lub obcigzenia genetyczne moga zaktdcac kontrole i rownowage w procesie eliminacji
infekcji oraz kontroli rozwoju stanu zapalnego w maézgu, prowadzac do nadprodukcji AR
oraz jego niewydajnego usuwania zmieniajgc jego dziatanie z ochronnego na szkodliwe
(75). Patologiczne ztogi AB i uszkodzenia powstate w OUN podczas infekcji aktywuja
komorki glejowe, limfocyty i makrofagi oraz wyzwalajg uwalnianie mediatorow
zapalnych w celu wyeliminowania inwazyjnych patogenow. Jesli aktywnos$c czynnikow
stymulujgcych i procesy zapalne sg rozregulowane, organizm przechodzi z ostrej do
przewlektej reakcji zapalnej (76). Chociaz w literaturze naukowej do dzi$ nie ma
konsensusu, proponowane sg trzy scenariusze ttumaczgce mozliwy udziat czynnikow
zakaznych w patologii AD (28). Pierwszy z nich zaktada udziat réznych patogendow
W procesie wyzwalajgcym wytwarzanie AR oraz agregacje NFTs prowadzgc do
zaburzenia funkcji poznawczych i w efekcie AD. Druga hipoteza zaktada, ze czynniki
zakazne oraz wywotywana przez nie infekcja to rownolegty stan przyspieszajacy

i zaostrzajgcy przebieg AD, ktory rozwija sie niezaleznie od patologii AB i biatka tau.
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Trzecia hipoteza przeczy zwigzkowi przyczynowo- skutkowemu pomiedzy AD
a przebytymi zakazeniami. ObecnosSc¢ stanu zapalnego rozwija sie z innych przyczyn
i wspottowarzyszy patogenezie AD, a zwigkszona liczba infekcji u osob z AD moze
wynika¢ ze zwiekszonej wrazliwosci |1 ostabienia uktadu odpornosciowego
spowodowanych postepujacymi zmianami neurodegeneracyjnymi (28). Hipoteza
zaktadajgca udziat mikroorganizmow w patogenezie AD jest Scisle powigzana
z hipotezg zapalng, poniewaz to wtasnie infekcje powodujg rozwoj stanu zapalnego
(76).

Obecnie uwaza sie, ze ogélnoustrojowy stan zapalny oraz infekcje moga by¢
kluczowym czynnikiem przyczyniajgcym sie do patologii AD, wspierajac hipoteze
dwukierunkowej komunikacji miedzy mdzgiem a obwodowym uktadem
odpornosciowym (77). Niedawno zaproponowano, ze obwodowy stan zapalny/infekcja
obwodowa jest wrecz kluczowym czynnikiem przyczyniajgcym sie do pogorszenia
funkcji poznawczych zwigzanych z postepem AD (77). Co wazne, na modelu
zwierzecym wykazano, ze dziatanie prozapalne produktow metabolizmu bakterii moze
by¢ wzmocnione w obecnosci genotypu APOE €4 i genotyp ten zwigzany byt z wyzszym
fenotypem prozapalnym mikrogleju. Zatem APOE €4, AB i obwodowy stan zapalny
oddziatujg, wywotujac uszkodzenie naczyn mozgowych i deficyty poznawcze (64).
Przypuszcza sie, ze specyficzny fenotyp hiper-zapalny moze powodowac u niektorych
0s6b nasilone reakcje zapalne w odpowiedzi na patogeny. Nadmierna odpowiedz
zapalna w odpowiedzi na infekcje moze by¢ powigzana z okreslonymi allelami uktadu
HLA, ktore moga decydowac¢ o zmienionej fizjologii komaérek odpornosciowych, np.
monocytoéw/makrofagéw krwi obwodowej, ktore w odpowiedzi na antygen (np. LPS)

wydzielajg kilkakrotnie wieksze ilosci mediatorow stanu zapalnego (78).

1.3.1. Patogeny uznawane za czynniki ryzyka rozwoju choroby Alzheimera

Coraz wieksza liczba badan naukowych wskazuje na roézne czynniki zakazne
nalezgce do bakterii, wirusow, pasozytéw czy grzybow jako czynniki ryzyka chordb
neurodegeneracyjnych i demenc;ji (76).

Do najczesciej dyskutowanych wiruséw w kontekscie AD nalezg wirusy z rodziny

Herpesviridae (79). Pionierem tych badan byt zesp6t Ruth Itzhaki, ktéry wskazat, ze AB
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jest bardzo wazng cechg AD, ale nie jest jej przyczyng (74). Pierwsze wskazowki
sugerujace zwigzek ludzkiego herpeswirusa typu 1 (HHV-1) z rozwojem AD pochodzity
z obserwacji moézgéw uszkodzonych w wyniku opryszczkowego zapalenia mdzgu
(ang. herpes simplex encephalitis — HSE). Obszary objete infekcja w wiekszosci
pokrywaty sie z obszarami, ktore dotkniete sg zmianami neurodegeneracyjnymi
w rozwoju AD (80,81). Co wiecej w modzgach osob z AD znaleziono DNA HHV-1 (82).
Obecnie, najwiecej dowodow na zwigzek zakazen wirusowych z AD dostarczono
wtasnie dla tych wirusoéw (83). Ich neurotropowy charakter, zwtaszcza HHV-1, wskazuje
na mozliwos¢ przedostania sie do wnetrza mozgu, gdzie mogg przechodzi¢ w postac
latentng. Czynniki takie jak silny stres, promieniowanie UV, stan zapalny czy inne
infekcje, ostabiajgce dziatanie uktadu odpornosciowego, moga aktywowac wirusa
(reaktywacja infekcji latentnej) prowadzac do jego replikacji i uszkodzenia komaorek
nerwowych. Sugeruje sie, ze nosiciele wariantu genu APOE €4 moga by¢ narazeni na
czestszg reaktywacje wirusa i powazniejsze uszkodzenia, co silnie zwieksza ryzyko
rozwoju AD (83). Wsrdod pozostatych herpeswirusow, ktore mogag by¢ zwigzane
z wyzszym ryzykiem rozwoju chordb neurodegeneracyjnych, w tym AD, wymienia sie
wirusy opryszczki pospolitej typu 2 (ang. human herpesvirus type 2 — HHV-2), ospy
wietrznej i potpasca (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
nagtego (ang. human herpesvirus type 6 — HHV-6) (83,85), a wsrod innych rodzin takze
wirusy zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis ¢ virus — HCV) (85) oraz grypy
(ang. influenza viruses) (86).

Oprocz materiatu genetycznego wiruséw, w mozgach chorych zidentyfikowano
rowniez bakterie. Obecnie, 0 zwigzek miedzy zakazeniem bakteryjnym a patogenezg AD
podejrzewa sie miedzy innymi: Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter pylori, kretki
(Spirochaetes) czy bakterie wchodzgce w sktad mikrobioty jelitowe;.

C. pneumoniae to przenoszona drogg kropelkowg bakteria wewnagtrzkomorkowa
odpowiedzialna za infekcje dolnych drég oddechowych, powodujgca zapalenie ptuc
oraz oskrzeli. Wykazano, ze C. pneumoniae jest zdolna do zakazania astrocytow,
mikrogleju oraz komorek nerwowych (87) i znacznie czesciej identyfikuje sie ja

w mozgach osoéb z AD niz poznawczo zdrowych ludzi. Stwierdzono, ze bakterie te sg

32



zywe i aktywne w momencie $mierci pacjentow (88). Najwieksze nagromadzenie
komorek zakazonych tg bakterig obserwowano w poblizu ztogow amyloidowych i NFTs
(28). W przypadku pacjentow noszacych allel APOE €4 liczba zakazonych komorek byta
wieksza niz u oséb z innymi wariantami tego genu (89), wydaje sig, ze wariant
apolipoproteiny E4 sprzyja wigzaniu ciatek elementarnych bakterii (formy inwazyjne
bakterii w formie matych komorek zawierajace nukleoid) do powierzchni komadrek
mikrogleju i astrocytow (90,91).

Inng Gram-ujemna bakterig ktorg wigze sie z ryzykiem rozwoju AD jest H. pylori (28).
Bakteria ta jest szeroko rozpowszechniona, zwtaszcza w krajach rozwijajacych sie,
gdzie wskaznik infekcji wynosi 85-95%, podczas gdy w krajach rozwinietych 30-50%
(92). H. pylori jest pateczkg zasiedlajgcg btone Sluzowg zotagdka zwiekszajaca ryzyko
rozwoju zapalenia btony sluzowej zotgdka, choroby wrzodowej oraz raka zotgdka (92).
Zakazenie moze powodowac naptyw leukocytow do zajetej btony sluzowej wywotujgc
stan zapalny oraz aktywacje neutrofili, ktdore uwalniajg nastepnie duze ilosci
reaktywnych form tlenu (ROS) niszczgc okoliczng tkanke (93). H. pylori wywotuje stan
zapalny na drodze aktywacji szlaku NF-kB (94), ktory moze utrzymywac sie przez dtugi
czas, bedac statym zroédtem cytokin wydzielanych do krwiobiegu. Powstaty w wyniku
zakazenia stres oksydacyjny moze nastepnie przyczynia¢ sie do uszkodzenia BBB
i naptywu mediatorow stanu zapalnego oraz leukocytow do mozgu niekorzystnie
wptywajac na funkcjonowanie uktadu nerwowego (28). Podejrzewa sie rowniez, ze
moze dojs¢ do bezposredniej infiltracji OUN przez H. pylori droga ustno-nosowo-
wechowa lub poprzez zakazone monocyty, ktore przekraczajac uszkodzong BBB moge
przyczyniaC sie do neurodegeneracji (95). Dowodéw na mozliwy zwigzek miedzy
zakazeniem H. pylori a AD dostarczajg badania serologiczne. U pacjentow z AD
stwierdzono wyzsze stezenie przeciwciat IgG oraz IgA wzgledem H. pylori niz u 0sob
zdrowych. W innych badaniach zaobserwowano, ze obecnosc¢ przeciwciat wzgledem
H. pylori zwigzana byta z nizszymi wynikami MMSE (test przesiewowy do oceny otepien)
i podwyzszonym stezeniem ufosforylowanego biatka Tau w PMR (ptyn mdzgowo-
rdzeniowy) (96).

Kolejnymi bakteriami dyskutowanymi w kontekscie hipotezy infekcyjnej AD sa
bakterie z rzedu kretkow (Spirochaetes). Sg to dtugie i krete bakterie Gram-ujemne

zdolne do aktywnego ruchu, sposréd ktorych trzy rodzaje: Treponema, Borrelia,
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i Leptospira mogg powodowac choroby u ludzi (97). Zaobserwowano, ze przeciwciata
IgG wzgledem Borrelia burgdorferi, czynnika etiologicznego boreliozy, wystepowaty
czesciej u 0sob z AD oraz MCI niz u 0s6b zdrowych (98). Z kolei inny gatunek kretkow
Treponema pallidum spp. pallidum pojawiajgcy sie w przebiegu Kity uktadu nerwowego
powoduje atrofie korowg oraz akumulacje AB (99). Bakteria ta moze przetrwac wiele lat
w roznych tkankach gospodarza po pierwotnym zakazeniu zajmujgc nastepnie OUN
i powodujgc rozwoj otepienia. DNA kretkéw oraz bakteryjny amyloid zostat odnaleziony
w ptytkach starczych mozgow oséb z AD (100). Amyloid bakteryjny, podobnie jak
amyloid eukariotyczny, jest niewielkim biatkiem bogatym w struktury harmonijki beta,
ktéry bierze udziat w tworzeniu biofilmu, adhezji, pomaga w infekcji komadrek
gospodarza oraz interakcji gospodarz-patogen (101). Uktad odpornosciowy rozpoznaje
patologiczny amyloid zardowno bakteryjny jak i ludzki, z wykorzystaniem tych samych
receptorow wyzwalajgcych stan zapalny (102,103). Stymulujac wytwarzanie TNF-q,
IL-6 oraz IL-1B, biatko curli (bakteryjny amyloid) zmniejsza szczelnos¢ BBB, co moze
prowadzi¢ do zaszczepienia krzyzowego zapoczatkowujgc agregacje ludzkiego AR
w mozgu (102). Formowanie biofilmu zawierajgcego bakteryjny amyloid moze
bezposrednio wyzwala¢ stan zapalny, ktéry moze objg¢ OUN. Kretki zdolne sg do
wytwarzania biofilmu, ktorego sktadniki odnajdywane sg w ptytkach starczych
zlokalizowanych w mdzgach osob z AD (100). Badania immunohistochemiczne oraz
mikroskopii immunoelektronowej ujawnity, ze biatko ABPP (ang. amyloid-B protein
precursor) lub inne amyloidogeniczne biatko podobne do ABPP, jak rowniez AB, obecne
sg w biofilmie tych bakterii (100).

Bakterie jelitowe, tworzgce mikrobiote jelitowg rowniez rozpatrywane sag jako jeden
z czynnikow, ktory moze by¢ zwigzany z rozwojem AD (28). Gtownie za sprawag koncepcji
osi jelitowo-madzgowej, ktéra stanowi system dwukierunkowej komunikacji oparty na
interakcji bakterii z uktadem odpornosciowym oraz substancjach chemicznych
wytwarzanych przez mikroorganizmy zamieszkujgce uktad pokarmowy. Mikrobiota
moze oddziatywa¢ na wiele fizjologicznych parametrow, wtgczajgc w to funkcje
poznawcze jak pamiec¢, zdolno$¢ uczenia sie i podejmowanie decyzji (104). Badania
nad roznorodnoscig mikrobioty jelitowej ujawnity spadek obfitosci bakterii typu
Firmicutes oraz rodzaju Bifidobacterium, a takze wyzszg obfitosci bakterii nalezgcych

do Bacteroidetes u pacjentéw z AD w porédwnaniu do oséb zdrowych poznawczo (105).
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Bacteroidetes jest typem Gram-ujemnych bakterii znanych z produkcji prozapalnych
substanciji, np. lipopolisacharydu (LPS) (28). LPS pochodzacy z Bacteroides fragilis
podobnie jak AB42 jest rozpoznawany przez TLR2 i TLR4 oraz receptor CD14 znajdujace
sie na powierzchni mikrogleju (106). Jak pokazujg badania in vitro aktywuje rowniez
szlak NF-kB (p50/p65) w ludzkich komadrkach mozgowych co moze indukowac stan
zapalny i powodowac neurodegeneracje (106). Wsrod innych bakterii, ktére mogtyby
by¢ zaangazowane w patogeneze AD wymienia sie rowniez Enterococcus faecalis

i Salmonella typhimurium (28).

1.3.2. Mikrobiom jamy ustnej, paradontoza a choroba Alzheimera

Badania nad mikrobiota cztowieka dotyczg aktualnie wszystkich obszaréow badan
biomedycznych iwtym momencie sg jedng z najbardziej eksplorowanych dziedzin nauk
biologicznych (107). Poczawszy od mikrobioty jelitowej az po mikrobiote jamy ustnej,
obecne badania skupiajg sie na funkcjonalnych aspektach mikrobiomu i jego interakcji
z organizmem gospodarza, dzieki czemu mozliwe jest lepsze zrozumienie jej wptywu na
zdrowie cztowieka (108). Znaczne postepy w technikach badawczych, takie jak
poprawa wydajnosci ekstrakcji wysokoczgsteczkowego DNA, sekwencjonowanie
nastepnej generacji (ang. new generation sequencing, NGS) o wysokiej przepustowosci
czy zaawansowane techniki hodowlane pozwalajg na bardziej szczegétowe badania
nad sktadem i funkcjonowaniem mikrobiomu (108). Pojawiajgca sie kazdego roku
znaczna liczba opracowan naukowych dotyczgca mikrobiomu jednoznacznie wskazuje
istotnosc¢ tego tematu w kontekscie zdrowia cztowieka. Mikrobiota aktywnie oddziatuje
z uktadem odpornosciowym pozostajgc z nim w dynamicznej rownowadze (109). Ich
niezaburzona wspotpraca jest kluczowa dla zachowania homeostazy i utrzymywania
w ryzach stanow zapalnych. W zamian za siedlisko do zycia, mikroorganizmy
wytwarzajg biatka, weglowodany, witaminy, kwasy ttuszczowe oraz inne metabolity za
pomoca ktérych komunikujg sie z najblizszym otoczeniem (109). Wiele z wytwarzanych

przez mikrobiote substancji jest korzystna i niezbedna dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu cztowieka. Jednak, wytrgcenie tego uktadu z rownowagi
moze skutkowac infiltracjg patogennych mikroorganizmow oraz ich metabolitéw do

krwiobiegu oraz dalej do narzadoéw wewnetrznych. Zaktécenie prawidtowego
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wspotfunkcjonowania mikrobioty i komoérek gospodarza (dysbioza) moze prowadzi¢ do
rozwoju alergii, chorob autoimmunologicznych oraz uposledzac dziatanie wrazliwych
uktadoéw jak OUN.

Obserwowane interakcje pomiedzy komorkami  gospodarza, uktadem
odpornosciowym a drobnoustrojami dotyczg takze mikrobioty jamy ustnej. Mikrobiota
jamy ustnej uwazana jest za drugg, zaraz po mikrobiocie jelitowej, najbardziej
zroznicowang spotecznosS¢ mikroorganizmow  zasiedlajgcych organizmm  ludzki.
Charakteryzuje sie zroznicowang strukturg, ktéra odzwierciedla roznorodne
mikrosrodowiska dostepne w jej obrebie (110). Presja selekcyjna ze strony gospodarza,
napedzana wytwarzaniem i wydzielaniem licznych enzymow, przeciwciat oraz biatek
o0 aktywnosci przeciwbakteryjnej, jak lizozym czy laktoferyna, scisle kontroluje sktad
gatunkowy mikrobioty. Kontrola selekcyjna ze strony gospodarza prowadzi takze do
powstawania przestrzennie wyspecjalizowanych struktur biofilmu, ktére pozostajg
wyjatkowo stabilne i oporne na stale zmieniajgce sie warunki w obrebie jamy ustnej
(110). W efekcie, zdolnos¢ spotecznosci mikroorganizmow zamieszkujgcych jame
ustng gospodarza do organizowania sie w wielowarstwowy, miejscowo
wyspecjalizowany biofilm stanowi gtéwng 0§ wzajemnej komunikacji gospodarza
i mikrobioty jamy ustnej u zdrowych ludzi. Zaburzenie rownowagi pomiedzy
gospodarzem i mikrobiotg moze prowadzic do samonapedzajgcych sie zmian
w strukturze i sktadzie mikroorganizmow skutkujgc rozwojem licznych patologii, w tym
stanu zapalnego przyzebia, czyli paradontozy (110).

Zdrowie jamy ustnej jest kluczowe dla utrzymania rownowagi mikrobiologiczne;j
i ochrony przed patogenami. Prawidtowy sktad mikrobioty jamy ustnej wspiera
gospodarza tworzgc symbiotyczny biofilm, ktory reguluje pH jamy ustnej i wstrzymuje
rozrost patogennych bakterii (110). Tym samym dysbioza mikrobioty jamy ustnej moze
prowadzi¢ do rozwoju wielu chordb, w tym chordb zapalnych jelit, nowotworow jelita
grubego i trzustki, a takze jak sie przypuszcza AD (110). W ostatnich latach coraz
czesciej dyskutuje sie na temat roli mikrobioty jamy ustnej i patogennych bakterii
zaangazowanych w rozwoj chordb przyzebia, w patogenezie AD, poniewaz wykazano,
ze zmiany i dysbioza w obrebie jamy ustnej moga byC¢ zwigzane z demencjg
i zaburzeniami poznawczymi (111,112). Wraz z wiekiem wzrasta ryzyko rozwoju

zapalenia przyzebia (paradontozy), utraty zebow i prochnicy, zwtaszcza u 0so6b
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starszych, ktérym codzienna higiena jamy ustnej moze sprawiac trudnosci (113,114).
Socransky iwsp. (115) rozpoznali i nazwali tak zwany ,,czerwony kompleks”, czyli grupe
trzech gatunkéw bakterii najczesciej zwigzanych z zapaleniem przyzebia, na ktory
sktadajg sie Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola i Tanarella forsythia.
Jednak za gtowny czynnik etiologiczny zapalenia przyzebia uwazany jest P. gingivalis.
Stan zapalny przyzebia, czyli paradontoza (ang. periodontal disease, PeD) jest powazng
chorobg jamy ustnej, ktora charakteryzuje sie przerostem, obrzekiem, krwawieniem
i bolem dzigset oraz nieswiezym oddechem (116). Postepujgca paradontoza zajmuje
tkanki okalajace zeby wywotujgc miejscowy stan zapalny, ktéry nieuchronnie prowadzi
do utraty struktur podtrzymujgcych zeby, w tym wiezadet przyzebia, kosci i tkanek
miekkich (117). Rozpoczyna sie zapaleniem dzigset, najczesciej spowodowanym
nagromadzong ptytkg bakteryjng (118) i stabg higieng jamy ustnej. W wielu badaniach
wykazano zwigzek miedzy zapaleniem przyzebia a ogoélnoustrojowymi chorobami,
np. chorobg niedokrwienng serca, chorobg naczyn mézgowych, niewydolnoscig serca
(119), czy zaburzeniami neuropsychiatrycznymi (120). Oprécz indywidualnych
czynnikow srodowiskowych i osobniczych, kluczowa przyczyng zapalenia przyzebia jest
zaburzenie roéwnowagi pomiedzy bakteriami komensalnymi i patogennymi (121).
P. gingivalis uwazany jest za kluczowy patogen poniewaz ostabiajgc dziatanie uktadu
odpornosciowego gospodarza sprzyja utrzymywaniu sie stanu zapalnego (110).
Bakteria ta wytwarza proteazy cysteinowe — gingipainy — ktére aktywujg uktad
dopetniacza i wydzielanie cytokin przez neutrofile, jednoczesnie hamujac aktywnosc
bojczg komorek wzgledem bakterii poprzez blokowanie szlakéw sygnatowych TLR.
W efekcie P. gingivalis inicjuje powstawanie miejscowego stanu zapalnego unikajac
jednoczesnie jego antybakteryjnego dziatania, 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. Mikroorganizmy zwigzane z jama ustna
znajdywano u ludzi w jelitach, ptucach, sercu, czy mozgu (110). Dodatkowo,
immunosenescencja sprzyja przerostowi bakterii beztlenowych, ktére wzbudzajg
nieswoistg odpowiedzZ odpornosciowg z wydzieleniem mediatorow stanu zapalnego
powodujgc uszkodzenia w obrebie BBB (113). Umozliwia to rozprzestrzenianie sie

i rozw0j bakterii oportunistycznych, ktére mogg stymulowac rozwoéj AD (113). Liczne
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badania pokazujg, ze z AD zwigzany jest gorszy status periodontologiczny obejmujacy
stabszg higiene jamy ustnej, czestsze przypadki uzywania protez, uszkodzenia btony
Sluzowej (zapalenie warg, kandydoza), zmniejszong ilos¢ i jakosc sliny, a takze mniejszg
liczbe zebow (114). Destrukcja tkanek podtrzymujgcych zeby prowadzi do wytworzenia
kieszonek za pomoca ktorych bakterie lub ich metabolity moga przedosta¢ sie do
krwiobiegu (122). Wyzwala to procesy prowadzace do wytworzenia ogoélnoustrojowe;j
odpowiedzi zapalnej (bakteriemia, cytokinemia) w wyniku czego moze dochodzi¢ do
uszkodzenia innych tkanek lub narzadoéw, w tym mozgu (123), przyczyniajgc sie do
rozwoju neurozapalenia, a w nastepstwie neurodegeneracji (124,125) (rysunek 5).
Gingipainy pochodzace z P. gingivalis znajdowano w sgsiedztwie neurondw, NFTs oraz
ztogdw AR w modzgach osob z AD (110). Obecnos¢ metabolitéw oraz samej bakterii
w OUN powoduje aktywacje uktadu odpornosciowego, zwiekszone wytwarzanie AR
i idgcy za tym stan zapalny, a poziom obcigzenia moézgu patogenng bakterig jest
skorelowany z markerami AD, takimi jak patologia biatka Tau. U pacjentéw z AD
stwierdzono podwyzszony poziom przeciwciat wzgledem roznych periopatogendw, w
tym P. gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, T. forsythia, Fusobacterium
nucleatum, czy Prevotella. intermedia (126).

W badaniach kohortowych z 2017 roku wykazano, ze osoby ktore byty dotkniete
zapaleniem przyzebia przez okres 10 lat miaty 1,7 razy wyzsze ryzyko rozwoju AD niz
osoby zdrowe (127). Z kolei w innych badaniach ryzyko rozwoju demencji lub MCI byto
1,22 razy wyzsze dla 0sOb z zapaleniem przyzebia oraz 1,21 razy wyzsze dla 0sob
bezzebnych wzgledem osob zdrowych (128). Paradontoza zwigzana byta z 1,79 razy
wyzszym ryzkiem demencji w populacji Tajwanu powyzej 60 roku zycia. W ostatnich
latach ukazaty sie rowniez liczne badania eksperymentalne na modelach zwierzecych
w ktérych starano sie uchwyci¢ zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy AD
a zapaleniem przyzebia (126). Zakazenie myszy T. denticola skutkowato
hiperfosforylacjg biatka Tau i aktywacjg stanu zapalnego w hipokampie (129). Podobny
efekt uzyskano w innych badaniach zakazajgc myszy T. denticola lub P. gingivalis.
Wykazano, ze obecno$¢ T. denticola prowadzita do utraty kosci zebodotowej oraz
apoptozy neurondw (130). Wywotanie u myszy zapalenia przyzebia powoduje

pozakomoérkowa akumulacje AB. Badanie to sugeruje, ze dtugotrwate zakazenie
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Rys. 5. Mozliwy wptyw stanu zapalnego przyzebia (paradontoza) na moézg

periopatogenem (P. gingivalis) o niskim nasileniu moze prowadzi¢ do neuropatologii
przypominajacej AD (131). Negatywny wptyw na funkcjonowanie uktadu nerwowego
wywierajg rowniez same metabolity bakterii. Dtugotrwate, ogolnoustrojowe narazenie
na LPS pochodzacy z P. gingivalis (LPS-PG) prowadzi do rozwoju patologii podobnych
do AD. Ekspozycja na LPS-PG wywotata u myszy problemy z uczeniem sie i pamiecia
oraz wewnatrzkomorkowa akumulacje AR w neuronach (132). Z kolei, wstrzykniecie do
mozgéw myszy gingipain z P. gingivalis skutkowato $miercig neurondéw w ich
hipokampach, podczas gdy zastosowanie inhibitora proteazy wykazato efekt ochronny
przed neurotoksycznym dziataniem tego enzymu (133). Badania in vitro na komorkach
zwierzecych: jajnika chomiczaka pregowanego (CHO-7WD10) i ludzkich komdrkach
neuroblastomy (SH-SY5Y) wykazaty, ze sfingolipidy pochodzgce z P. gingivalis
powodowaty zwiekszong sekrecje rozpuszczalnej formy AB oraz zwiekszong ekspresje
prekursora amyloidu (APP). Co wiecej, ludzkie komorki w odpowiedzi na sfingolipid

charakteryzowaty sie wzmozonag hiperfosforylacjg biatka Tau. Zarowno badany lipid jak
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i LPS-PG powodowaty w badanych komadrkach pojawienie sie markeréw fenotypu
wydzielniczego (ang. the senescence-associated secretory phenotype — SASP), w tym
beta-galaktozydazy, katepsyny B oraz cytokin prozapalnych, jak TNF-a oraz IL-6 (134).
Pomimo wielu doniesien tgczacych sktad i aktywnos¢ mikrobioty z prawidtowym
funkcjonowaniem uktadu nerwowego wcigz istnieje potrzebna prowadzenia takich
badan zwtaszcza z udziatem pacjentow. Dtugoterminowe, wielkoskalowe badania nad
mikrobiotg ludzka ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu stylu zycia oraz czynnikow
genetycznych, a takze dobrze dobrang grupg kontrolng sg niezbedne do oceny
przyczynowosci miedzy zaburzeniami w sktadzie oraz funkcjonowania mikrobioty,

a objawami ze strony uktadu nerwowego (135).
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2. CEL PRACY

Aktualne dane eksperymentalne i epidemiologiczne wskazuja na mozliwy udziat
infekcji, stanu zapalnego oraz dyshiozy w rozwoju choroby Alzheimera (AD) (73).
Opublikowane wyniki sugerujg, ze u 0s0Ob, ktére doswiadczajg dtugotrwatego
obcigzenia z powodu toczgcego sie w organizmie stanu zapalnego, istnieje wieksze
ryzyko pogorszenia sie funkcji poznawczych i rozwoju demencji w kolejnych latach
(136). To sugeruje, ze infekcje, takie jak stan zapalny przyzebia (paradontoza, PeD)
same w sobie a takze utrzymujacy sie w konsekwencji przewlekty stan zapalny mogg
przyczynic sie do powstawania zaburzen poznawczych. Infekcje mogg zatem stanowic¢
jeden z czynnikéw ryzyka AD. Mozliwym mechanistycznym powigzaniem miedzy AD
i PeD moze by¢ zwigzane z nimi zwiekszone ogoélnoustrojowe obcigzenie zapalne
i dysfunkcja obwodowych komaérek odpornosciowych.

Badania nad rolg PeD w progresji AD sg uzasadnione z powodu licznych dowodow
wskazujgcych na zwigzek PeD z chorobami ogdlnoustrojowymi jak choroby serca czy
cukrzyca. Ponadto z powodu bliskiego umiejscowienia jamy ustnej oraz mozgu
periopatogeny oraz ich metabolity jak i mediatory stanu zapalnego moga przedostac sie
do OUN itam inicjowac lub wzmacniac toczacy sie stan zapalny.

Choc¢ ostatnie badania dostarczajg pewnych dowoddw na to, ze PeD moze byc¢
powigzana z przedkliniczng postacig AD (137), jest to nadal poglad wymagajacy
weryfikacji w niezaleznych probach, szczegolnie w badaniach na populacjach ludzkich.
Do tej pory w zadnym badaniu klinicznym czy eksperymencie medycznym nie wykazano
doktadnych mechanizmow mogacychtgczy¢ obie choroby. Gtownym celem badan byta
zatem kompleksowa analiza wspétzaleznosci miedzy AD i PeD na poziom klinicznym,
funkcjonowania obwodowych komoérek odpornosciowych, molekularnym oraz

mikrobiologicznym.

HIPOTEZY | SZCZEGOLOWE CELE BADAWCZE:
H1: U pacjentéw z chorobg Alzheimera (AD) obcigzenie stanem zapalnym przyzebia

(paradontoza, PeD) jest zwigzane z zaburzeniami funkcji poznawczych i bardziej

zaawansowang postacig choroby.
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C1: Ocena zwigzku miedzy stanem zaawansowania AD oraz paradontozg na
podstawie analizy parametréw klinicznych, periodontologicznych (BoP, CAL, PD)
oraz neuropsychologicznych (MMSE, MoCA).
H2: Wspotwystepowanie u pacjentow AD oraz PeD prowadzi do rozwoju
ogoélnoustrojowego stanu zapalnego wyrazajgcego sie podwyzszonym poziomem
wytwarzania czasteczek prozapalnych przez obwodowe komorki odpornosciowe
(ang. peripheral blood leukocytes - PBLs) oraz zwigkszonym poziomem ekspresji genow
zwigzanych z aktywacjg stanu zapalnego.
C2a: Analiza poziomu wytwarzanych cytokin: IFN-y, TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10 oraz
IL-15 przez PBLs w odpowiedzi na LPS-PG (LPS z Porphyromonas gingivalis)
u pacjentow z AD i PeD w poréwnaniu do oséb zdrowych.
C2b: Analiza poziomu ekspresji gendw zwigzanych z aktywacjg i regulacjg stanu
zapalnego: COX1, COX2, SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3, IRF1, IRF3, AP-1 (JUN),
PI3KR1, NFKB u pacjentéw z AD i PeD w poréwnaniu do oséb zdrowych.

H3: Poziom nieswoistej] odpowiedzi immunologicznej jest skorelowany ze
wspotwystepowaniem AD oraz PeD. Pacjenci chorujgcy na AD oraz PeD beda
charakteryzowac sie obecnoscig niedoborow nieswoistej odpowiedzi immunologiczne;
oraz zaburzong odpowiedzig cytokinowa.
C3a: Analiza zwigzku pomiedzy poziomem nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej, mierzonej testem opornosci PBLs na zakazenie wirusem
indykatorowym VSV (vesicular stomatitis virus), a wspotwystepowaniem AD i PeD.
C3b: Analiza poziomu wytwarzanych cytokin pro- i przeciwzapalnych
w odpowiedzi na zakazenie komorek VSV u pacjentow z AD i PeD w poréwnaniu

do osob zdrowych.

H4: Pacjenci z AD oraz PeD bedg charakteryzowali sie specyficznym fenotypem hiper-
zapalnym, ktéry powoduje nasilone wydzielanie mediatoréw stanu zapalnego.
C4a: Analiza czestosSci wystepowania polimorfizméw gendw zwigzanych

z odpowiedzig immunologiczng: HLA-DRB1 (rs9270856), HLA-DRA (rs3135344),
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HLA-DQAT (rs9272105), FCGR2A (R/H131) oraz APOE (rs429358;rs7412)
u pacjentdow z AD i PeD w poréwnaniu do osob zdrowych.
C4b: Analiza zwigzku okreslonych alleli uktadu HLA oraz poziomu wytwarzanych

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

H5: Wspotwystepowanie AD i PeD bedzie wigzac sie z dysbiozg jamy ustnej, ostabiong
odpowiedzig obwodowych komorek odpornosciowych i wigkszym ogolnoustrojowym
obcigzeniem prozapalnym w AD.

C5a: Ocena roznorodnosci mikrobiomu jamy ustnej u pacjentéw z AD i PeD

w poréwnaniu do oséb zdrowych.

C5b: Analiza zwigzku miedzy sktadem mikrobiomu jamy ustnej a odpowiedzig

cytokinowg PBLs na LPS-PG.
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3. MATERIALY | METODY
3.1. Materiaty

3.1.1. Odczynniki chemiczne i ptyny hodowlane

B 1-tioglicerol (TG) Promega, USA

B alkohol etylowy 96% Chempur, Polska

® alkoholizopropylowy 100% Avantor, Polska

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

®  pufor weglanowy 0,1 M (NaHCOs;, Na,COs, pH 9,5) Laboratorium Chemii Ogdélne;j
(LChO), ITD PAN, Polska

B dimetylosulfotlenek (DMSQO) Sigma, USA

B Gradisol G Aqua-med, Polska

B kwas octowy 5% (CH3COQOH) LCHO, IITD PAN, Polska

®  kwas fosforowy 1 M (H3PO,4) LCHO, IITD PAN, Polska

B |-glutamina 200 mM (100x) Biowest, Francja

B penicylina — streptomycyna roztwor (100x) Biowest, Francja

" ptodowa surowica bydleca (FBS) Sigma-Aldrich, USA

B RPMI-1640 - ptyn hodowlany Roswell Park Memorial Institute LCHO, IITD PAN, Polska
B solfizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) LCHO, IITD PAN, Polska

B solfizjologiczna buforowana fosforanem (PBS) z EDTA 3 mM LCHO, IITD PAN, Polska
®  trypsyna-EDTA LCHO, IITD PAN, Polska

B woda demineralizowana LCHO, IITD PAN, Polska

®  woda destylowana LCHO, IITD PAN, Polska

®  wodawolna od nukleaz UltraPure™ Invitrogen, USA

" Tris-HCL10 mM (pH 7,6) LCHO, IITD PAN, Polska

®  trometamina (Tris) (C4H11NO3) SERVA, Niemcy

®  trypan-blue 0,40% Bio-Rad, USA

B Tween® 20 (C56H114026) 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-1B ELISA Set || BD Biosciences, USA

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

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

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

B BD OptEIA™ Human TNF ELISA Set BD Biosciences, USA

B BD OptEIA™ Human IFN-y ELISA Set BD Biosciences, USA

®  High-Capacity cDNA Reverse Transcription Applied Biosystems™, ThermoFisher
Scientific, USA

B MiSeq Reagent Kit V3 lllumina, USA

B QlAamp DNA Mini QIAGEN, USA

B QIlAseq 16S/ITS Region Panels QIAGEN, USA

B QuantiFluor dsDNA System Promega, USA

B ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System Promega, USA

B ReliaPrep™ Blood gDNA Mini Miniprep System Promega, USA
B SG gPCR Master Mix (2x) EURX, Polska

B TagMan™ Genotyping Master Mix (2x) Applied Biosystems™, ThermoFisher Scientific,
USA

B TagMan™ SNP Genotyping Assay, human (40x) Applied Biosystems™, ThermoFisher
Scientific, USA

3.1.3. Sprzetiaparatura badawcza

® analizator hematologiczny Mythic 18 Cormay Diagnostic, Polska
B fluorymetr Quantus Promega, USA

®  inkubator Galaxy 170S New Brunswick, Eppendorf, Niemcy

®  medycznataznia laboratoryjna MLL147 AlL electronic, Polska

B mikroskop Olympus CX31 Olympus, Japonia

B spektrofotometr DS-11+ DeNovix, USA

45



spektrofotometr Multiskan RC Thermo Scientific, USA
TapeStation 4200 Agilent Technologies, USA
termocykler LightCycler® 480 Il Roche, USA
termocykler T300 Biometra®, Niemcy

termoblok TB1 Biometra®, Niemcy

waga laboratoryjna Radwag, Polska

wirdwka Centrifuge 5810 R Eppendorf, Niemcy
worteks Mini-Shaker Biosan, USA

worteks Multi-Vortex V-32 Biosan, USA

worteks V-1 plus Biosan, USA

zamrazarka niskotemperaturowa -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. Materiaty zuzywalne

butelki do hodowli adherentnej TC 25 cm?i 75 cm?Googlab Scientific, Polska
High Sensitivity D1000 ScreenTape® Agilent Technologies, USA

filtr Stericup® and Steritop™ Vacuum Driven Sterile Filters 0,22 pm Merck, Niemcy
filtry strzykawkowe 0,22 um GooglLab Scientific, Polska

folia Adhesive PCR Seal Sarstedt, USA

folia LightCycler ® 480 Sealing Foil Roche, USA

folia Sealing Tape Thermo Scientific, USA

pipety serologiczne 5 mli 10 ml Googlab Scientific, Polska

ptytki do hodowli komadrkowej 24-dotkowa Costar® Corning Incorporated, USA

ptytki do hodowli komadrkowej 96-dotkowa Falcon® Corning Incorporated, USA
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B ptytki 96-dotkowe MaxiSorp Nunc Thermo Scientific, USA

B ptytki Fast PCR Plate White 96 Sarstedt, USA

B probdwki 0,5 ml Eppendorf, Niemcy

B probdwki 1,5 ml Eppendorf, Niemcy

B probdwki 2 ml Eppendorf, Niemcy

B probdwki CryoTube™ Vials 2 ml Thermo Scientific, USA

B probdwki VACUETTE® Greiner Bio-One, Austria

B probdwki wirowkowe 15 mli 50 ml GooglLab Scientific, Polska

B uniwersalne koncowki do pipet z filtrem 10 pl, 200 pl, 1000 ul Googlab Scientific,
Polska

3.1.6. Linia komdrkowa i wirus indykatorowy

L929 - linia komodrek fibroblastopodobnych otrzymana z podskdrnej tkanki
ttuszczowej myszy (ATCC CCL-1™). Linie otrzymano z Laboratorium Kolekcji Linii
Komorkowych IITD PAN we Wroctawiu.

VSV (vesicular stomatitis virus) — wirus pecherzykowego 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 posiada otoczke lipidowa i materiat genetyczny

w postaci ssRNA(-).

3.1.7. Lipopolisacharyd z Porphyromonas gingivalis

Lipopolisacharyd z P. gingivalis (LPS-PG) zostat zakupiony w firmie Invivogen
(Francja). Liofilizat rekonstytuowano w 1 ml ultra czystej wody, nastepnie

rozporcjowano. Przechowywano w =20 °C.

3.1.8. Oligonukleotydy do reakcji real-time PCR

Oligonukleotydy (startery) do reakcji real-time PCR (tabela 1) zostaty zakupione
w firmie Genomed (Polska) w zliofilizowanej formie. Pelet oligonukleotydow

rekonstytuowano dodajgc 10 mM Tris-HCl o pH 7,6 tak aby otrzymac roztwor o stezeniu

47



100 uM (100 pmoli/pl). Stezone startery przechowywano w =20 °C, gdzie w alkalicznym

roztworze zachowujg stabilnos¢ przez ponad rok. Celem uniknigcia cyklu wielokrotnego

rozmrazania i zamrazania do doswiadczen przygotowano roboczy roztwor starteréw

o stezeniu 10 uM, ktory przechowywano w —20 °C.

Tab. 1. Startery wykorzystane w analizie ekspresji gendw metoda real-time PCR

Gen NCBI RefSeq Sekwencja5’ -3’ Produkt Zrédto
F: GCAGAATCCACGCCAGTACAAG

518 NM_022551 107 pz (138)
R: GCTTGTTGTCCAGACCATTGGC
F: GAGATGTGGTGTCTCGGTCCAT

SDHA NM_004168 142 pz (139)
R: GCTGTCTCTGAAATGCCAGGCA
F: TCTCAGGCTACACCCTAGACCA

COoxX1 NM_173704 137 pz (140)
R: ATCGGGGTAGTCCGAGTAACGT
F: CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG

cox2 NM_000963 155 pz (141)
R: GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA
F: GGAACTGCT CGCCCTTA

SOCS1 NM_003745 127 pz (142)
R: AGCAGCTCGAAGAGGCAGTC
F: CAAGGACGGAGACTTCGATT

SOCS3 NM_003955 110 pz (143)
R: GGAGCCAGCGTGGATCTG
F: ATGGCAGTCTGGCGGCTGAATT

STAT1 NM_007315 144 pz (144)
R: CCAAACCAGGCTGGCACAATTG
F: CTTTGAGACCGAGGTGTATCACC

STAT3 NM_139276 133 pz (145)
R: GGTCAGCATGTTGTACCACAGG
F: GTACCGGATGCTTCCACCTC BLAST

IRF1 NM_002198 289 pz :
R: GTCCGGCACAACTTCCACTG Primer 5
F: ACCAGCCGTGGACCAAGAG

IRF3 NM_001571 65 pz (146)
R: TACCAAGGCCCTGAGGCAC
F: CCTTGAAAGCTCAGAACTCGGAG

AP-1 (JUN) NM_002228 124 pz (147)
R: TGCTGCGTTAGCATGAGTTGGC
F: CGCCTCTTCTTATCAAGCTCGTG

PI3KR1 NM_181523 108 pz (148)
R: GAAGCTGTCGTAATTCTGCCAGG
F: AGAAGTCTTACCCTCAGGTCA

NFkB NM_003998 147 pz (149)

R: CAGTTACAGTGCAGATCCCA

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

3.1.9. Sondy TagMan

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP) genotypowano z wykorzystaniem

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

Czestosc alleli podano dla populacji europejskiej na podstawie bazy SNP National

Library of Medicine (ALFA Project). Mozliwe allele genu APOE przedstawiono w tabeli 3.
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Tab. 2. Sondy TagMan® wykorzystane w genotypowaniu SNP

Gen SNP Allele Mutacja Czestosé
APOE rs429358 T/C Cys112Arg T93% C7%

APOE rs7412 C/IT Arg158Cys C92% T8%

HLA-DRB1 rs9270856 A/G A26% G73%
HLA-DRA rs3135344 C/IT C29% T72%
HLA-DQA1 rs9272105 G/A G46% A54%
FCGR2A rs1801274 A/G Arg131His A51% G49%

Tab. 3. Mozliwe allele genu APOE

Allel rs429358 rs7412
E2 T T
E3 T C
E4 C C

3.2. Metody

3.2.1. Kwestie etyczne

Niniejsze  badania  zostaty przeprowadzone po uzyskaniu  zgody
nr KB —76/2019 wydanej przez Komisje Bioetyczng przy Uniwersytecie Medycznym im.
Piastéw Slgskich we Wroctawiu (UMW) z dnia 12 lutego 2019 roku. W badaniach wziety
udziat tylko te osoby, ktére samodzielnie lub przez swoich opiekunéw wyrazity na to
zgode. Wszyscy uczestnicy badania zostali poinformowani o charakterze i celach
przeprowadzanego badania naukowego, a takze mozliwosci wycofania zgody na udziat
w badaniach w kazdym momencie ich trwania. Badania zostaty przeprowadzone
z zachowaniem anonimowosci uniemozliwiajacej identyfikacje pacjentdw przez osoby

postronne.

3.2.2. Grupa badana

Grupe badang stanowito 68 uczestnikow: 36 pacjentow Katedry Psychiatrii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (UMW) z rozpoznang chorobg Alzheimera
(AD) oraz 32 kognitywnie zdrowe osoby. Wszyscy pacjenci zostali poddani
szczegotowym badaniom neuropsychologicznym pod katem kryteriow witgczenia

i wytgczenia z badania. W tym celu wykonano wywiad z pacjentami i ich opiekunami
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oraz testy oceniajgce stopien zaburzen poznawczych, w tym: test MMSE (ang. Mini-
Mental State Examination), test MoCA (ang. Montreal Cognitive Assessment) oraz test
rysowania zegara wedtug Sunderlanda. Dodatkowo wykorzystujgc geriatryczng skale
oceny depresji (GDS) oceniono u pacjentdw poziom zaburzen depresyjnych.

Do kryteriow wytgczenia nalezaty: wiek powyzej 90 lat, zdiagnozowane inne typy
demencjinizAD lub inne towarzyszgce choroby psychiatryczne, wskazania badania MRI
Swiadczgce o niedawno przebytej infekcji w mdzgu, uzaleznienie bgdz naduzywanie
alkoholu i substancji psychoaktywnych w ciggu ostatnich 2 lat, palenie wyrobow
tytoniowych, przyjmowanie antybiotykow w ciggu ostatnich 6 miesiecy lub przebycie
choroby infekcyjnej w ciggu ostatnich 3 miesiecy.

Badanie periodontologiczne w kierunku zapalenia przyzebia (paradontozy)
zostato wykonane u wszystkich uczestnikow badania, wtacznie z grupg kontrolng,
w Katedrze Periodontologii UMW. Badania fizykalne jamy ustnej wykonano
z wykorzystaniem lusterka dentystycznego oraz sondy periodontologicznej CP-15
(Hu Friedy, USA). Zbadano liczbe zebdw z wytgczeniem trzecich zeboéw trzonowych oraz
okreslono indeks zepsutych-brakujgcych-wypetnionych zebdw statych (ang. Decayed,
Missing and Filled Teeth index—DMFT). Stan higieny jamy ustnej okreslono na podstawie
indeksu ptytki nazebnej wg Lange (ang. Aproximal Plaque Index — APl) po uprzednim
zabarwieniu zebow roztworem barwigcym. Wykonano badania gtebokosci sondowania
kieszonek dzigstowych (ang. Pocket Depth - PD) oraz utraty przyczepu
tgcznotkankowego (ang. Clinical Attachment Loss — CAL) w 6 miejscach dysto-,
Srodkowo- i mezjalnopoliczkowych oraz w pozycjach jezykowych wszystkich zebow
z wyjatkiem trzecich zebow trzonowych oraz badanie krwawienia podczas sondowaniu
wg Langa (ang. Bleeding on Probing — BOP) zmierzone dla 4 punktéw pomiarowych
i wyrazony jako procentowa powierzchnia krwawienia. Zarejestrowano takze wszelkie
zmiany w btonie Sluzowej jamy ustnej. Rozpoznanie kliniczne zapalenia przyzebia
wykonano na podstawie nowej klasyfikacji choréb i schorzen przyzebia i tkanek wokot
implantow Amerykanskiej Akademii Periodontologii (APP) i Europejskiej Federacji
Periodontologii (EFP) 22017 roku. W trakcie badania przeprowadzono wywiad w ktérym
zapytano pacjentow o nawyki higieniczne jamy ustnej, takie jak czestosc¢ szczotkowania

i nitkowania zebow oraz ptukania jamy ustnej.
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3.2.3. Pobranie probek krwi i sliny

Od wszystkich uczestnikéw badania pobrano krew zylng z wykorzystaniem
prozniowego systemu VACUETTE®. Pobrano do 12 ml krwi na heparyne litowa, 4 ml na
EDTA oraz 4 mlna surowice. Probki sliny od pacjentéw oraz oséb zdrowych pobrano na
czczo, przed myciem zebow i/lub ptukaniem jamy ustnej. Pobrane zostato ok 2.5 ml

sliny.

3.2.4. Morfologia krwi

Sktad morfotyczny krwi obwodowej 0s6b uczestniczacych w badaniach zostata
przeanalizowany jakosciowo i ilosciowo z  wykorzystaniem  analizatora
hematologicznego Mythic 18 (Cormay Diagnostic, Polska). W tym celu do probdwki
wirowkowej o pojemnosci 0,5 ml przeniesiono 50 pl probki krwi, ktorg nastepnie

poddano badaniu z wykorzystaniem analizatora wedtug instrukcji producenta. Badanie

wykonano do 2 godzin po pobraniu materiatu.

3.2.5. Prowadzenie hodowli komdrkowych

Linie komodrkowa L929 prowadzono w plastikowych butelkach do hodowli
adherentnej w temperaturze 37 °C i atmosferze sktadajgcej sie w 95% z powietrza i 5%
z dwutlenku wegla (5% CO,). Komorki hodowano w ptynie hodowlanym RPMI-1640
wzbogaconym inaktywowang (30 min., 56 °C) ptodowg surowicg bydleca (FBS)
o0 koncowym stezeniu 2%, a takze 2 mM roztworem L-glutaminy oraz roztworem
streptomycyny z penicyling (ptyn o takim sktadzie okreslanym jest dalej jako RPMI 2%
FBS). Aby utrzymac ciggtos¢ L1929 konfluentng hodowle pasazowano 2-3 razy
w tygodniu. W tym celu ptyn hodowlany usunieto, a powierzchnie komorek przemyto
3 ml0,25% (w/v) trypsyny z 0,53 mM EDTA, ktérg nastepnie odciggnieto. Po odklejeniu
komorek dodano Swiezej pozywki RPMI 2% FBS, nastepnie zawiesing komorek
przeniesiono do nowego naczynia hodowlanego w stosunku 1/3-1/6. Uzupetniono do
20 ml $wiezym ptynem hodowlanym. Hodowle inkubowano w cieplarce (37°C, 5% CO,)

do uzyskania konfluentnej hodowli.
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3.2.6. Namnazanie VSV

VSV namnozono na 24-godzinnej hodowli L929 (konfluencja >90%) o wyjsciowe]
gestosci 1,8x10° kom./ml. Ptyn hodowlany usunieto, a na komorki naniesiono 20 ml
inokulum VSV o mianie 10° TCIDso/ml. Komorki inkubowano w cieplarce (37°C, 5% CO»)
do osiagniecia efektow cytopatycznych (ang. cytopathic effects — CPEs) obejmujgcych
ponad 90% hodowli. Po 48 godzinach (100% CPEs) butelke z zakazong hodowlg
zamrozono w -20 °C celem dezintegracji komorek. Nastepnie butelke z hodowlg
rozmrozono, a lizat odwirowano (10 min., 450 rcf). Nadsgcz zebrano i rozporcjowano.

Zawiesine wirusa przechowywano w temperaturze —80 °C.

3.2.7. Oznaczanie miana VSV metodg TCIDso

Miano VSV zostato oznaczone z wykorzystaniem ilosciowej metody TCIDsg
(ang. Tissue Culture Infective Dose 50%) reprezentujgcej miano wirusa jako ilosc
rozcienczen inokulum niezbednych do wywotania CPEs w 50% dotkow zakazonej
hodowli komorek gospodarza w okreslonym czasie. Zawiesing wirusa rozciernczono w 9
powtdrzeniach na ptaskodennej 96-dotkowej ptytce metodg seryjnych rozcienczen w
postepie logarytmicznym (dziesietny szereg rozcienczen) w ptynie RPMI 2% FBS.
Kontrole negatywng (kontrola hodowli) stanowit ptyn hodowlany niezawierajgcy wirusa.
Rozcienczenia naniesiono na 24-godzinng hodowle L929 o wyjsciowej gestosci
1,8x10°% kom./ml (konfluencja >90%) i inkubowano 48 godzin w cieplarce (37°C, 5%
CO,) do momentu ustabilizowania CPEs. Charakterystyczne zmiany CPEs wywotywane
przez wirusa obserwowano pod odwroconym mikroskopem $Swietlnym i oceniano
wedtug skali, gdzie ,,0” oznaczat brak CPEs; ,,1” CPEs < 25%; ,,2” CPEs = 50%; ,,3” CPEs
>75%; ,4” CPEs =100%. Dotki okreslono jako pozytywne gdy zaobserwowano w nich
CPEs=1. Nastepnie obliczono miano VSV z wykorzystaniem metody Spearmana-
Karbera (150). Miano otrzymanego wirusa uzywanego w doswiadczeniach wyniosto

6,83 logTClIDso (6,81x107 TCIDso/ml).

3.2.8. lzolacja leukocytdw z krwi obwodowej

Petng pule leukocytow krwi obwodowej (ang. peripheral blood leukocytes —

PBLs) izolowano w gradiencie stezen Gradisolu G (Aqua-med, Polska) wedtug
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nastepujacej procedury: 4 ml krwi obwodowej delikatnie nawarstwiono na 2,4 ml
Gradisolu G, nastepnie zwirowano (30 min, 700 rcf). Po tym czasie warstwe komorek
PBLs zebrano i przeniesiono do nowej probowki wiréwkowej. Zawiesine komorek
uzupetniono ptynem RPMI 2% FBS do objetosci 12 ml, a nastepnie ponownie
odwirowano (10 minut, 700 rcf). Nadsgcz odrzucono. Komorki wyptukano jeszcze
2-krotnie przez zawieszenie osadu komoérek w 5 ml RPMI 2% FBS i zwirowanie (5 minut,
700 rcf). Po ostatnim wirowaniu komorki zawieszono w 3 mlL RPMI 2% FBS i obliczono
stezenie. W tym celu przygotowano probke zawiesiny poprzez 10-krotne (R = 10)
rozcienczenie w 5% kwasie octowym celem pozbycia sie erytrocytow z obrazu
mikroskopu. Nastepnie w komorze Blrkera policzono $rednig liczbe komdrek z pieciu
pol siatki zliczeniowe] na podstawie czego obliczono stezenie PBLs wykorzystujgc

nastepujacy wzor:
stezenie PBLs = $rednia liczba komdérekxRx10%[kom./ml],

gdzie R to zastosowane rozcienczenie. Zywotnosé komorek sprawdzono barwigc
komorki btekitem trypanu (TrypanBlue), w tym celu do 10 pl zawiesiny komorek dodano
10 pl 0,4% btekitu trypanu. Nastepnie 10 pl zawiesiny z barwnikiem przeniesiono na
komore Burkera. Przy pomocy mikroskopu dla kazdej probki krwi dwukrotnie policzono
liczbe martwych komorek (zabarwionych na niebiesko) na kazde 100 komodrek. We

wszystkich wykonanych izolacjach zywotnos¢ komorek wyniosta ponad 90%.

3.2.9. Stymulacja PBLs LPS-PG

Na 24-dotkowg ptytke naniesiono 1 mln komodrek (leukocytow; PBLs)
i uzupetniono ptynem hodowlanym (RPMI 2% FBS) do objetosci 1 ml. Nastepnie do
komorek dodano 1 pl LPS-PG o stezeniu 1 mg/ml. Kontrole negatywng stanowity
komorki nietraktowane zawieszone w ptynie hodowlanym. Doswiadczenie wykonano
w dwoch niezaleznych powtdrzeniach. Komorki inkubowano przez 24 godziny
w cieplarce (37°C, 5% CO,). Po tym czasie zawiesing Sciagnieto i przeniesiono do
probowki wirowkowej tgczac dwa powtérzenia w jedng probke, ktérg nastepnie
zwirowano (5 min., 300 rcf) i rozporcjowano. Nadsacze przechowywano
w =80 °C do dalszych analiz. Dodatkowo dotki na ptytce przemyto 1 ml zimnego

roztworu PBS z 3 mM EDTA i potgczono z pozostatym po wirowaniu osadem
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komorkowym. Zawiesine zwirowano (5 min., 300 rcf) po czym nadsgcz odrzucono.
Komorki przeptukano dwukrotnie 0,8 ml roztworu PBS. Komodrki zawieszono w 250 pl
buforu do mrozenia BL+TG Buffer (Promega, USA). Komorki do momentu izolacji RNA

przechowywano w —80 °C.

3.2.10. Oznaczanie poziomu nieswoistej odpowiedzi immunologicznej — test

opornosci leukocytow na zakazenie VSV

Do probowki wiréwkowej przeniesiono 1 min komorek PBLs i uzupetniono do 900
ul ptynem hodowlanym RPMI 2% FBS. Komorki zakazono dodajgc 100 pl inokulum VSV
o mianie 1000 TCIDso/ml, nastepnie zawiesing inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 40 minut. Po adsorpcji wirusa komorki 3-krotnie wyptukano. W tym celu do
zawiesiny dodano 3 ml ptynu hodowlanego i zwirowano (5 min, 700 rcf), a nadsacz
odrzucono. Procedure powtdrzono 2-krotnie. Otrzymany pelet zakazonych komaorek
zawieszono w 1 mlLRPMI 2% FBS, ktéry przeniesiono na 24-dotkowg ptytke hodowlang.
Dodatkowo, 50 pl zawiesiny zakazonych komaorek inkubowano w 4 °C przez 12 godzin
(kontrola odptukania wirusa). Kontrole stanowity komorki niezakazone (uwalnianie
spontaniczne). Doswiadczenie wykonano w dwoch niezaleznych powtdrzeniach.
Zakazone komorki inkubowano w 37°C, 5% CO, przez 24 godziny. Po inkubacji
zawiesine $ciggnieto i przeniesiono do probowki wiréwkowej taczac dwa powtorzenia
w jedng probke, ktéra nastepnie zwirowano (5 min., 300 rcf). Z nadsagczu pobrano 70 pl
celem zmianowania wirusa, natomiast reszte rozporcjowano i przechowywano
w =80°C. Osad komorek wyptukano i zawieszono w 250 ul buforu do mrozenia BL+TG

Buffer wedtug tej samej procedury jak w rozdziale 3.2.9.

3.2.11. llosciowe oznaczenie stezenia cytokin

Stezenia szesciu cytokin: IFN-y, TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-10 oraz IL-15 zmierzono
w nadsgczach pobranych znad leukocytéw (PBLs) stymulowanych LPS-PG, zakazonych
VSV oraz nietraktowanych  (kontrola).  Oznaczenia  wykonano metoda
immunoenzymatyczng ELISA z wykorzystaniem gotowych zestawow firmy BD

Bioscience (USA) zgodnie z instrukcjg producenta.
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Odpowiednie przeciwciato monoklonalne specyficzne wzgledem jednego
z badanych analitow (anty-IFN-y, anty-TNF-q, anty-IL-1B, anty-IL-6, anty-IL-10 lub anty-
IL-15) rozcienczono w 0,1 M buforze weglanowym (pH 9,5). Po 100 pl odpowiedniego
roztworu przeciwciata naniesiono na pytke 96-dotkowa, ptytke zabezpieczono folig
ochronng i inkubowano catg noc w 4°C. Po inkubacji ptytki oprézniono i 3-krotnie
(300 pl/dotek) wyptukano buforem Wash Buffer (PBS z 0,05% Tween-20). Ptytki
0suszono po czym do wszystkich dotkéw dodano 200 pl Assay Diluent (PBS z 10% FBS),
zabezpieczono folig i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzine. Ptytki
oprézniono i wyptukano 3-krotnie jak poprzednio. Na tak przygotowane, osuszone ptytki
naniesiono po 100 pl badanych prébek (odpowiednio rozcienczonych), rozcienczen
probki standardowej oraz probe zerowg (blank). Ptytki zabezpieczono folig i inkubowano
w temp. pok. przez 2 godziny. Po tym czasie ptytki oprézniono i 5-krotnie wyptukano jak
poprzednio. Nastepnie do kazdego dotka dodano po 100 pl przeciwciat detekcyjnych
skoniugowanych z peroksydazg chrzanowg (HRP) rozcienczonych w Assay Diluent.
Ptytki zabezpieczono i inkubowano w temp. pok. przez 1 godzing, nastepnie ptytki
oprézniono i 7-krotnie wyptukano mieszajgc przez 1 minute pomiedzy kazdym
ptukaniem. Ptytki osuszono, a do dotkéw dodano 100 plroztworu substratu (TBM + H,0,
w stosunku 1:1). Ptytki inkubowano przez 30 minut w temp. pok. bez dostepu Swiatta.
Po tym czasie reakcje natychmiast zatrzymano dodajgc do kazdego dotka po 50 pl
1 M kwasu fosforowego (HsPO.). Zmierzono absorbancje przy dtugosci fali 450 nm
z korekcjg 570 nm na czytniku mikroptytek Multiskan RC (Thermo Scientific, USA).

Stezenia cytokin zostaty obliczone 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, USA) wedtug instrukcji producenta. Wczesniej zebrany i zamrozony
w BL+TG Buffer osad komdrek rozmrozono. Do lizatu dodano 85 ul 100% izopropanolu
i krotko wymieszano. Caty lizat komoérkowy przeniesiono na kolumne ReliaPrep™
Minicolumn (Promega, USA), ktérg umieszczono w probowce wirdwkowej 2 ml. Catos¢

zwirowano (30 s, 14000 rcf). Przesgcz usunieto, a na kolumne dodano 500 pl buforu
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RNA Wash Solution. Prébki ponownie zwirowano (30 s, 14000 rcf). Przesgcz usunieto,
natomiast na kolumne naniesiono 30 pl mieszaniny deoksyrybonukleazy | (DNazy 1)

(tabela 4) po czym inkubowano w temp. pok. przez 15 minut.

Tab. 4. Sktad mieszaniny DNazy |

Odczynnik Objetosé na probke
Yellow Core Buffer 24 ul
0,09 M MnCl, 3ul
DNaza l 3ul

Po tym czasie na kolumne naniesiono 200 pl Column Wash Solution i zwirowano
(15 s, 14000 rcf). Przesgcz usunieto, a kolumne wyptukano dwukrotnie buforem RNA
Wash Solution, najpierw 500 pl buforu z wirowaniem (30 s, 14000 rcf), nastepnie 300 pl
buforu z wirowaniem (2 min, 14000 rcf). Kolumne przeniesiono na nowa probdéwke
wirowkowa 1,5 ml. Na kolumne naniesiono 30 pl wody wolnej do nukleaz i zwirowano
(1 min, 14000 rcf). Stezenie i czystos¢ RNA zmierzono na spektrofotometrze DS-11+
(DeNovix, USA).

Komplementarny DNA (cDNA) na matrycy RNA uzyskano wykonujgc reakcje
odwrotnej transkrypcji z wykorzystaniem zestawu High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, USA) zawierajgcy losowe startery. Reakcje

wykonano wedtug instrukcji zatgczonej przez producenta. W tym celu przygotowano

mieszanine reakcyjng wedtug tabeli ponizej (tabela 5).

Tab. 5. Mieszanina reakcyjna do odwrotnej transkrypcji

Odczynnik Objetos$¢é na reakcje
10X RT Buffer 2,0 pt
25X dNTP (100 mM) 0,8 pl
10X Losowe startery 2,0 pt
Odwrotna tranksryptaza MultiScribe™ 1,0 pl
H20 4,2 pl
Objetosc catkowita 10 pl

W reakcji uzyto 200 ng matrycy. Reakcje odwrotnej transkrypcji (warunki w tabeli
6) przeprowadzono z wykorzystaniem termocyklera T300 (Biometra). Otrzymany cDNA

przechowywano w —20 °C.
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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 5min
3.2.13. Analiza ekspresji genow

Ekspresje gendw COX7, COX2, SOCS1,SOCS3, STAT1, STAT3, IRF1, IRF3, AP-1
(JUN), PIBKR1 i NF-kB wzgledem dwoch gendw metabolizmu podstawowego S78
i SDHA wykonano metoda ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)
z wykorzystaniem systemu SYBR® Green i zestawu SG gPCR Master Mix (2x) (EURKX,
Polska). W tym celu na 96-dotkowg ptytke reakcyjng naniesiono 5 pl matrycy
zawierajgcej 2,5 ng cDNA oraz 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajgcej pare starterow
0 stezeniu 0,5 pM kazdy, polimeraze oraz 2,5 mM MgCl,. Wszystkie odczynniki
przygotowywano na lodzie. Nastepnie ptytke zabezpieczono termostabilng folig
ochronng i krotko zwirowano. Reakcje PCR przeprowadzono z wykorzystaniem
urzadzenia LightCycler® 48011 (Roche, USA) wwarunkach opisanych wtabeli 7. Reakcje
prowadzono w dwoch powtdérzeniach technicznych zaréwno dla gendw badanych jak

i kontrolnych. Dodatkowo na kazdej ptytce przeprowadzono reakcje kalibracyjna.

Tab. 7. Warunki reakcji real-time PCR

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Preinkubacja 95°C 10 min 1
Denaturacja 94°C 15s

[ Hybrydyzacja 60°C 30s 40
Elongacja 72°C 30s
Krzywa topnienia 95°C 0,05°C/s 1
Chtodzenie 4°C

W wyniku reakcji amplifikacji dla kazdej prébki wyznaczono cykl progowy (C:) na
podstawie ktorego obliczono wzgledng ekspresje korzystajgc z metody AAC: (151).
W celu normalizacji wykorzystano dwa geny metabolizmmu podstawowego: SDHA
kodujgcy gtowna podjednostke katalityczng dehydrogenazy bursztynianowej oraz S78

kodujgcy biatko matej podjednostki rybosomu 40S dla ktorych obliczono Srednig
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geometryczna cyklu progowego. Wszystkie wyniki odniesiono do ustalonego kalibratora

dla ktorego wariancja miedzy poszczegolnymi reakcjami wyniosta maksymalnie 0,29 C..

3.2.14. Izolacja genomowego DNA

Genomowe DNA (gDNA) wyizolowano z petnej krwi zylnej wszystkich
uczestnikow badania z wykorzystaniem gotowego zestawu ReliaPrep™ Blood gDNA
Miniprep System (Promega, USA) zgodnie z instrukcjg dostarczong przez producenta.
W tym celu probki krwi rozmrozono doprowadzajgc do temp. pokojowej. Do 20 pl
proteinazy K dodano 200 pl krwi (pobranej na EDTA). Krotko wymieszano, dodano
200 pl Cell Lysis Buffer (Promega, USA) i ponownie wymieszano. Probke inkubowano
w 56°C przez 10 minut. Po tym czasie krotko zwirowano, dodano 250 ul Binding Buffer
(Promega, USA). Po wymieszaniu catos¢ przeniesiono na kolumne ReliaPrep™ Binding
Column (Promega, USA) i zwirowano (1 min, 14000 rcf). Przesgcz odrzucono,
a kolumne umieszczono w $wiezej probéwce wirdwkowej 2 ml. Kolumne wyptukano
poprzez naniesienie 500 ul Column Wash Solution (Promega, USA) i zwirowanie (3 min,
14000 rcf). Ptukanie powtdrzono jeszcze dwa razy. Na koniec kolumne przeniesiono do
nowej probowki wiréwkowej 1,5 mli naniesiono na nig 100 ul wody wolnej od nukleaz
(Promega, USA). Inkubowano w temp. pok. przez 5 minut. Nastepnie zwirowano (1 min,
14000 rcf). Stezenie i czystos¢ gDNA zmierzono przy pomocy spektofotometru DS-11+

(DeNovix, USA). Otrzymany materiat zabezpieczono i przechowywano w =20 °C.

3.2.15. Genotypowanie polimorfizmdw pojedynczego nukleotydu

Genotypowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP) wykonano
metoda sond TagMan dla 5 genéw: HLA-DRB1, HLA-DRA, HLA-DQA1, FCGR2A oraz
APOE. Sondy z dedykowanymi starterami zostaty zakupione wraz z zestawem TagMan®
SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems™, USA). Genotypowanie przeprowadzono
zgodnie z instrukcjg producenta TagMan® SNP Genotyping Assays USER GUIDE (wersja
z 29 wrzesnia 2017 roku).

Genomowe DNA wszystkich uczestnikow badania, wyizolowane zgodnie
z procedurg opisang w rozdziale 3.2.74., sprowadzono do jednakowego stezenia 2,23

ng/ul. Nastepnie, przygotowano mieszaning reakcyjng wedtug tabeli ponizej (tabela 8)
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Tab. 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej uzytej do genotypowania SNP

Odczynnik Objeto$é na reakcje
10X TagMan Master Mix 5,0 pl
20X TagMan Genotyping Assay Mix 0,5 pl
Objetosc¢ catkowita 5,5 pl

Mieszanine reakcyjng rozporcjowano po 5,5 pl, a nastepnie dodano 4,5 pl
matrycy gDNA (10 ng DNA na reakcje). Do dotkéw z kontrolg negatywna (NTC) dodano
4,5 yl wody wolnej od nukleaz. Reakcje amplifikacji przeprowadzono w termocyklerze
LightCycler® 480 Il (Roche, USA) w ponizszych warunkach (tabela 9). Objetos¢ koncowa

reakcji wyniosta 10 pl.

Tab. 9. Warunki reakcji genotypowania SNP

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Aktywacja enzymu AmliTag Gold 95°C 10 min 1
Denaturacja 95°C 15s

E Hybrydyzacja i elongacja 60°C 60s 40
Chtodzenie 4°C

Dyskryminacje alleli przeprowadzono w oparciu 0 automatyczne
przyporzadkowanie sygnatu fluorescencji z dwoch badanych kanatéw FAM (465-510
nm) oraz VIC (533-580 nm) do odpowiedniego allelu wedtug ponizszego schematu
(tabela 10). W przypadku homozygot sygnat pochodzit z jednego kanatu, w przypadku

heterozygot sygnat pochodzit w rownym stopniu z dwoch kanatow.

Tab. 10. Dyskryminacja alleli na
podstawie odczytu fluorescencji

SNP FAM VIC

rs429358
rs1801274
rs9270856
rs3135344
rs9272105
rs7412

= > 4 O @ -
O @ O >» >» O
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3.2.16. Izolacja bakteryjnego DNA

Slina wszystkich uczestnikéw badania zostata pobrana do probéwki wiréwkowej
50 ml, a nastepnie krétko zwirowana celem odrzucenia nierozpuszczalnych resztek.
Probki sliny rozporcjowano i przechowywano w =80 °C. Bakteryjne DNA wyizolowano
z wykorzystaniem gotowego zestawu do izolacji QlAamp DNA Mini (QIAGEN, USA)
wedtug instrukcji producenta. Probki sliny rozmrozono i doprowadzono do temperatury
pokojowej. Do probdwki wirdwkowej 1,5 ml dodano 20 pl proteinazy K (QIAGEN, USA),
200 pl probki Sliny oraz 200 pl buforu AL (QIAGEN, USA). Probke wymieszano,
a nastepnie inkubowano przez 10 minut w 56°C, po tym czasie krotko zwirowano
i dodano 200 ul 96% alkoholu etylowego. Wymieszano, a nastepnie zwirowano. Catg
objetos¢ probki naniesiono na kolumne umieszczong w probdowce 2 ml. Probke
zwirowano (1 min., 6000 rcf), po czym kolumne przeniesiono do nowej proboéwki 2 ml.
Przesgcz odrzucono. Na kolumne naniesiono 500 pl buforu AW1 (QIAGEN, USA),
nastepnie probke zwirowano (1 min., 6000 rcf). Kolumne przeniesiono na nowa
probéwke wiréwkowg 2 ml na ktérg naniesiono 500 pl buforu AW2 (QIAGEN, USA)
i zwirowano (3 min., 14000 rcf). Przesgcz odrzucono. Kolumne przeniesiono do nowej
probowki 1,5 ml i naniesiono 200 pl buforu do elucji AE (QIAGEN, USA). Probki
inkubowano 5 minut w temp. pok., a nastepnie zwirowano (1 min., 6000 rcf). Stezenie
DNA zmierzono wzgledem buforu AE na spektrofotometrze DS-11+ (Denovix). Probki

DNA przechowywano w =20 °C.

3.2.17. Przygotowanie bibliotek i sekwencjonowanie 16S rDNA

W celu scharakteryzowania sktadu mikrobioty jamy ustnej wykonano analize
mikrobiomu probek sliny pobranej na czczo od 0sdb z AD oraz od 0s6b kognitywnie
zdrowych (ZDR). Zastosowano sekwencjonowanie NGS amplikonow regionéw
zmiennych V3-V4 oraz V7-V9 genu 16S rRNA kodujgcego matg podjednostke rybosomu
prokariotycznego (152) z wykorzystaniem zestawu QIAseq 16S/ITS Region Panels
(QIAGEN, USA) wedtug instrukcji producenta QlAseq® 16S/ITS Panel Handbook
z listopada 2021. Analize mikrobiomu wykonano z wykorzystaniem 23 probek losowo
wyodrebnionych sposrod catej proby badanej (68 o0sob), tj. 12 oséb (5 kobiet
i 7 mezczyzn) z grupy AD oraz 11 0sob (6 kobiet i 5 mezczyzn) z grupy ZDR.
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W tym celu, zmierzono stezenie probek DNA (matryca) wyizolowanych ze $liny
zwykorzystaniem QuantiFluor dsDNA System (Promega, USA) na fluorymetrze Quantus
(Promega, USA), a nastepnie rozcienczono przy pomocy wody wolnej od nukleaz do
stezenia 1 ng/ul. Amplifikacje regionow V3V4 i V7V9 wykonano réwnoczesnie w ramach
jednej reakcji PCR. Wszystkie czynnosci wykonywano na lodzie. Do mieszaniny

reakcyjnej (tabela 11) dodano 4 pl badanej matrycy, probki wymieszano i krétko

ZWirowano.

Tab. 11. Mieszanina reakcyjna dla amplifikacji
regionow zmiennych V3V4 i VV7V9

Odczynnik Objetosé na reakcje
UCP Master Mix 2,5 pl
V3v4 1,0 pt
V7V9 1,0
H.O 1,5 pl
Objetosc¢ catkowita 6,0 pl

Przeprowadzono reakcje PCR w nastepujgcych warunkach (tabela 12).

Tab. 12. Warunki reakcji amplifikacji regiondw zmiennych VV3V4 i V7V9

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Preinkubacja 95°C 2 min 1
Denaturacja 95°C 30s

[ Hybrydyzacja 50°C 30s 20
Elongacja 72°C 120s
Wydtuzanie 72°C 7 min 1
Chtodzenie 4°C

Po zakonczonej reakcji PCR probki krotko zwirowano i uzupetniono 40 pl wody
UPC PCR (QIAGEN, USA). Nastepnie produkty PCR oczyszczono na kulkach
magnetycznych. W tym celu do kazdej prébki dodano po 55 pl QlAseq Beads (QIAGEN,
USA). Probki inkubowano w temp. pok. przez 5 minut, po czym kulki odseparowano przy
pomocy magnesu. Po rozdzieleniu nadsgcz delikatnie usunieto. Produkt PCR
odzyskano dodajgc 55 pl wody wolnej od nukleaz. Kulki magnetyczne ponownie

odseparowano po czym 50 pl nadsgczu, zawierajgcego produkt PCR, przeniesiono do
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proboéwki z 55 pl QlAseq Beads. Doktadnie wymieszano i inkubowano w temp. pok.
przez 5 minut. Zawiesineg rozdzielono i usunieto nadsgcz. Nastepnie kulki magnetyczne
wyptukano 200 pl 80% alkoholu etylowego. Nadsacz usunieto a ptukanie z alkoholem
powtdrzono. Kulki magnetyczne doktadnie wysuszono na powietrzu w temp. pok.
Nastepnie odzyskano produkt PCR poprzez dodanie 35 pl wody UCP PCR. Prébke
doktadnie wymieszano i inkubowano w temp. pok. przez 5 minut. Po rozdzieleniu
zawiesiny przeniesiono 32,5 pyl nadsgczu do nowej probowki reakcyjnej.

Nastepnie przeprowadzono reakcje przytgczania indekséw. Do produktu PCR
z amplifikowanymi fragmentami 16S dodano 17,5 ul mieszaniny reakcyjnej (12,5 pl
MasterMix + 5 plwody UPC). Przeprowadzono reakcje PCR w nastepujgcych warunkach
(tabela 13).

Tab. 13. Warunki reakcji przytgczania indeksow

Krok Temperatura Czas Liczba cykli
Preinkubacja 95°C 2min 1
Denaturacja 95°C 30s

Hybrydyzacja 60°C 30s 20
Elongacja 72°C 120s

Wydtuzanie 72°C 7 min 1
Chtodzenie 4°C

Po skoriczonej reakcji probki krotko zwirowano, dodano 45 pl QlAseq Beads
i oczyszczono jak poprzednio. Oczyszczony produkt PCR z przytgaczonymi indeksami
odzyskano dodajgc 30 pl wody wolnej od nukleaz. Zawiesine rozdzielono przy pomocy
magnesu i pobrano 25 pl nadsgczu. Produkt (biblioteki) zabezpieczono do
sekwencjonowania przechowujgc w -20 °C.

Biblioteki rozmrozono i zmierzono ich stezenie za pomocg QuantiFluor dsDNA,
a nastepnie rozcienczono do stezenia 1 ng/pl. Dtugos¢ otrzymanych produktéw PCR
przygotowanych bibliotek 16S dla regionow V3V4 i V7V9 zanalizowano wykonujgc
elektroforeze zelowa z wykorzystaniem urzadzenia TapeStation 4200 (Agilent
Technologies, USA) poprzez naniesienie 1 pl biblioteki na ptytke High Sensitivity D1000
ScreenTape® (Agilent Technologies, USA). Biblioteki rozciericzono do stezenia 2 nM
i potgczono w jedng probke dodajgc jednakowe objetosci kazdej biblioteki DNA.

Nastepnie potgczone biblioteki zdenaturowano, w tym celu do 5 pl 2 nM potgczonych
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bibliotek dodano 5 pl roztworu 0,2 N NaOH. Probke zwirowano (1 min, 280 rcf),
a nastepnie inkubowano w temp. pok. przez 5 minut. Efektem procedury denaturacji
byto otrzymanie jednoniciowego DNA. W nastepnej kolejnosci do zdenaturowanej
biblioteki dodano 990 ul schtodzonego do 4 °C buforu do hybrydyzacji z zestawu MiSeq
Reagent Kit v3 (Illumina, USA) jednoczesnie rozcienczajgc do koricowego stezenia
10 pM. Sekwencjonowanie przeprowadzono na aparacie MiSeq. Otrzymane sekwencje
w formacie FASTQ zostaty poddane analizie bioinformatycznej zgodnie z metodyka
opisang w pracy (153), co uwzgledniato wstepne przygotowanie surowych odczytow
sekwencji DNA, taczenia odczytow forward i reverse oraz wynikow z dwoéch badanych
regiondw zmiennych umozliwiajgc okreslenie taksonomicznego pochodzenia zbioru
sekwencji. Klasyfikacja taksonomiczna zostata wykonana z wykorzystaniem bazy SILVA

128 (154).

3.2.18. Analiza statystyczna

Analize statystyczng i bioinformatyczng wraz z wizualizacja wynikow
przeprowadzono wykorzystujgc zintegrowane Srodowisko programistyczne RStudio
2024.04.2 build 764 dla jezyka R (wersja 4.4.1) oraz arkusz kalkulacyjny Microsoft Excel
(wersja 2406) z pakietu Microsoft 365.

Przed przystapieniem do wtasciwej analizy statystycznej zebrane dane zostaty
odpowiednio przygotowane. W tym celu dokonano weryfikacji i oczyszczania danych,
ktére sprawdzono pod katem obecnosci potencjalnych duplikatéw oraz brakujgcych
wartosci. Braki w danych, ktore objety nie wiecej niz 20% obserwacji dla
poszczegbdlnych zmiennych zostaty imputowane stosujac rozne metody uzupetniana
danych. Pojedyncze braki uzupetniono przy pomocy sredniej lub mediany w zaleznosci
od charakteru zmiennej. Braki w liczbie granulocytéw obliczono na podstawie
procentowej zawartosci granulocytow i ogolnej liczby leukocytow. Dla brakéw
obejmujgcych stezenia cytokin oraz ekspresji gendw wykorzystano wspotliniowosc
zmiennych dzieki czemu mozliwe byto imputowanie danych z wykorzystaniem regresji
liniowej.

Testowanie hipotez przeprowadzono wedtug nastepujgcego schematu. Dla

wszystkich zmiennych ilosciowych znajdujgcych sie na skaliilorazowej lub interwatowej
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obliczono podstawowe statystyki opisowe oraz wykonano testowanie normalnosci
rozktadu przy pomocy testu Shapiro-Wilka uzupetniajgc analize o ocene wykresu
kwantylowego. Dla wszystkich zmiennych znacznie odbiegajgcych od rozktadu
normalnego zastosowano przeksztatcenie Boxa-Coxa (155). W przypadku uzyskania
satysfakcjonujacej transformacji, zmienne testowano dalej w przeksztatconej formie.
Dla zmiennych ktérych rozktad z proby charakteryzowat sie rozktadem normalnym
zastosowano testy parametryczne, natomiast dla zmiennych, ktére nie posiadaty cech
rozktadu Gaussa zastosowano testy nieparametryczne.

Woszystkie przytoczone w rozdziale Cel pracy hipotezy badawcze oraz
szczegbdtowe cele badawcze zostaty zweryfikowane z zastosowaniem nastepujgcych
testow statystycznych: do oceny roznic w rozktadzie ptci oraz czestosci genotypow
miedzy grupami wykorzystano test niezaleznosci chi-kwadrat Pearsona (z poprawka
Yatesa na ciggtosc¢ dla tabel 2 na 2 z matg liczbg obserwaciji) lub doktadny test Fishera,
ktéry wykorzystano w przypadku niewielkiej liczby zliczen (doktadniejszy dla matych
prob), zgodnos$¢ rozktadu frekwencji alleli badanych polimorfizmow z prawem
Hardy’ego-Weinberga sprawdzono z wykorzystaniem testu niezaleznosci chi-kwadrat,
w celu oceny istotnosci réznic miedzy dwiema niezaleznymi grupami wykonano test
t Studenta dla grup o rownych wariancjach oraz test t Welcha dla préb o nieréwnych
wariancjach, lub w przypadku préb dla ktérych rozktad porownywanych zmiennych nie
spetniat zatozen dotyczacych normalnosci rozktadu, test U Manna-Whitneya.
W badaniach zmierzono stezenia cytokin wytwarzanych przez komorki w odpowiedzi na
stymulacje. Jako, ze stezenia cytokin przed i po stymulacji byty od siebie zalezne, tzn.
warto$¢ jednej byta skorelowana z wartoscig drugiej, dla poréwnania czy wzrost
wartosci cytokin byt istotny w obrebie kazdej z grup wykonano test t Studenta dla par
wigzanych. Przy poréwnywaniu wiekszej liczby niezaleznych grup niz dwie, wykonano
jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA) z testem post hoc Gamesa-Howella dla
zmiennych niespetniajgcych zatozen o homogenicznosci wariancji wewnatrzgrupowej
zbadang testem Levenea. W przypadku danych niespetniajgcych zatozen
o normalnosci rozktadu wykonano jednoczynnikowg analize wariancji dla rang
Kruskala-Wallisa oraz test post hoc Dunna. Wptyw zapalenia przyzebia na odpowiedz
cytokinowg zbadano przy pomocy wielorakiej (wielozmiennej) regresji liniowej. Kazdy

model zostat oceniony na obecnos¢ obserwacji wptywowych z wykorzystaniem miary
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dystansu Cook’a. Diagnostyka modelu obejmowata ocene liniowosci modelu zbadang
testem serii Walda-Wolfowitza, normalnosci sktadnika losowego zbadang testem
Shapiro-Wilka, oraz homoskedastycznosci sktadnika losowego zbadanej testem
Harrisona-McCabe’a. W przypadku poréwnania wielu roznych zmiennych dla ktorych
uzycie regres;ji liniowej nie byto mozliwe z powodu niespetnienia wymaganych zatozen
(normalnos¢ rozktadu) wykonano analize Kkorelacji rang Spearmana. Roéznice
w korelacjach miedzy grupami zbadano testem réwnosci dwoch wspotczynnikow
korelacji z transformacjg Fishera (dalej test Fishera).

Ocena roznorodnosci sktadu mikrobioty zostata przeprowadzona na podstawie
dwdceh podstawowych wielkosci stosowanych w ekologii: réznorodnosci alfa oraz beta.

Ro6znorodnosc alfa to wzgledne zréznicowanie gatunkowe w danym ekosystemie

lub prébce, co w odniesieniu do mikrobioty okresla taksonomiczng bioréznorodnosc¢
mikroorganizmow, czyli liczbe i rownomiernos$c¢ rozktadu poszczegolnych taksonow.
Miara ta mierzy zmiennos$¢ wewnetrzng probki i moze zosta¢ opisana przez kilka
wskaznikéw: (a) obserwowane cechy, czyli liczba wyodrebnionych w analizie
bioinformatycznej wariantéw sekwencji amplikonu (ang. amplicon sequence variants —
ASV) bedaca wypadkowag sekwencji regionéw zmiennych, w przypadku mikrobioty
bedzie odnosi¢ sie do liczby gatunkéw lub taksondw wyzszego rzedu; (b) wskaznik
Shannona-Wienera (entropia Shannona), ktory ocenia rownomiernos¢ roztozenia
poszczegolnych taksondéw w mikrobiomie sktadajacych sie na badang probke
z uwzglednieniem ich liczby (156,157), moze byC interpretowany jako
prawdopodobienstwo tego, ze dwie losowe obserwacje badanego ekosystemu bedg
stanowity rozne taksony; (c) rownocennosc Pielou jest miarg bezposrednio zwigzang ze
wskaznikiem Shannona, ktéra ocenia rownomiernos$¢ gatunkowa, tj. dysproporcje
w licznosci poszczegdlnych taksondw wzgledem siebie (158); (d) wskaznik
roznorodnosci filogenetycznej Faitha (159), ktéry ocenia réznorodnosc¢ taksonow
z uwzglednieniem pokrewienstwa pomiedzy nimi; (e) wskaznik CHAO1, ktéry mierzy
réznorodnosc taksonow z uwzglednieniem rzadkich gatunkéw wystepujgcych w probce
tylko raz lub dwa razy, dzieki czemu mozliwe jest doktadniejsze oszacowanie liczby
gatunkéw w probce (160) oraz (f) wskaznik Simpsona, ktory ocenia rownomiernosc
i bogactwo gatunkowe w prébce jako prawdopodobienstwo wylosowania z probki tego

samego taksonu, przyjmuje wartosci z zakresu [0,1], gdzie 1 oznacza, ze probka sktada
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sie tylko z jednego gatunku lub jest zdominowana przez jeden gatunek. Do stwierdzenia
roznic w rozktadzie wartosci poszczegolnych wskaznikow réznorodnosci alfa pomiedzy
grupami wykorzystano nieparametryczny testu Manna-Whitneya dla dwdch

niezaleznych grup.

Réznorodnosc¢ beta okresla roznice w obfitosciiliczbie gatunkow miedzy dwoma
ekosystemami lub probkami. Do oceny probek wykorzystano cztery miary: (a) odlegtosc
Jaccarda, ktora w sposob jakosciowy okresla jaka czes$c¢ taksonow jest wspdlna dla
dwoch porownywanych préobek przyjmujgc wartosci z zakresu [0,1], gdzie 0 oznacza, ze
wszystkie taksony sg wspolne dla dwoch poréwnywanych probek, a 1 oznacza
najwieksze niepodobienstwo czyli brak wspdélnych taksondw; (b) odlegtos¢ Bray-
Curtisa, ktéra w sposob ilosciowy poréwnuje dwie probki pod wzgledem obfitosci
i liczby taksondéw, podobnie jak w przypadku miary Jaccarda — O cechuje probki
identyczne, a 1 catkowicie do siebie niepodobne; (c) Unweighted UniFrac, ktéra
poréwnuje zbiorowiska (ekosystemy, probki) mikroorganizmow w oparciu o odlegtosé
filogenetyczng miedzy zestawami taksonow okreslajac jak bardzo poréwnywane probki
sg od siebie ewolucyjnie dywergentne (odlegte) (161) oraz (d) Weighted UniFrac, ktora
oprocz pokrewienstwa filogenetycznego miedzy taksonami poréwnywanych prébek
uwzglednia rowniez ich obfitos¢ (162). Obliczone wskazniki réznorodnosci beta mierza
jak bardzo probki lub ekosystemy roznig sie od siebie porzgdkujgc obserwacje w formie
macierzy niepodobienstwa (lub macierzy odlegtosci). Taka macierz okresla
niepodobienstwo miedzy i-tym i j-tym obiektem dla kazdego z wyliczonych wskaznikow
réznorodnosci beta w n-wymiarowej przestrzeni. Dzieki Analizie Gtownych
Wspotrzednych (ang. Principal Coordinates Analysis — PCoA) mozliwe byto znalezienie
takich wspotrzednych n-punktéw w przestrzeni kartezjanskiej, ktore pozwolity
zredukowac liczbe wymiarow i najlepiej scharakteryzowac¢ wzajemne utozenie punktow
umozliwiajgc rozdzielenie obiektoéw na grupy ze wzgledu na porownywang ceche (163)
— w tym przypadku miar réznorodnosci beta. Istotnos¢ réznic w wartosciach miar
réznorodnosci beta miedzy grupami (AD i ZDR) zbadano nieparametrycznym testem
statystycznym permutacyjnej wielowymiarowej analizy wariancji (ang. permutational
multivariate analysis of variance; PERMANOVA) dla 999 permutacji, gdzie zmienng

zalezng jest macierz niepodobienstwa a zmiennymi niezaleznymi przynaleznos¢ do
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grupy alzheimer w interakcji ze zmiennymi periodontologicznymi i wskaznikiem higieny
miedzyzebowe;.

Wzgledna obfitos¢ taksondw zostata scharakteryzowana na poziomie typu
(phylum), rodziny (family) oraz rodzaju (genus) wzgledem badanych grup AD i ZDR
z wykorzystaniem testu U Manna-Whitneya.

W celu uzupetnienia procedury wnioskowania, ktorg przeprowadzono w oparciu
o testowanie istotnosci hipotez zerowych (ang. Null Hypothesis Statistical Testing —
NHST) i umozliwienia  wyciagniecia bardziej  praktycznych  wnioskow
z przeprowadzonych badan wykorzystano wskazniki wielkosci efektu (164). Wielkos¢
efektu stanowi obiektywny i zazwyczaj standaryzowany wskaznik sity obserwowanego
oddziatywania miedzy zmiennymi, na podstawie ktérego mozna przewidywac realny
efekt w populacji. Wykorzystanie wskaznikdw w pewnym stopniu niweluje niektére
ograniczenia metody NHST i pozwala oceni¢ wage wynikow naukowych. W tabeli 14
zamieszczono wykorzystane wskazniki wielkosci efektu w zaleznosci od testu
statystycznego wraz z interpretacjq.

W pracy przyjeto typowy poziom prawdopodobienstwa testowego a = 0,05. Btad
pierwszego rodzaju kontrolowano stosujgc poprawki wartosci p metodg Benjamini-

Hochberga.
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Tab. 14. WskaZniki wielkoSci efektu wraz z interpretacja

Test statystyczny Wskaznik sity efektu Interpretacja
0,10 - bardzo maty
0,20 — maty
t - Studenta )
0,50 — umiarkowany
t— Welcha d Cohena )
0,80 —silny

1,20 — bardzo silny
2,00 — ogromny?

0,00-0,30-staby

i i 0,31 -0,50—umiarkowan
U Manna-Whitneya re (korelacja dwuseryjna ‘ y
Glassa) 0,51-0,70-silny

0,71-1,00 - bardzo silny
Analiza wariancji (ANOVA) 1?2 (eta-kwadrat) 0,01 -staby

0,06 —umiarkowany
H Kruskala-Wallisa €2 (epsilon-kwadrat) 0,14 —silny

0,02 - staby
Analiza regresji liniowej skorygowane R? 0,13 —umiarkowany

0,26 —silny

0,00 - 0,20 - staby (prawie nic nieznaczacy)
0,20- 0,40 - niski (wyrazny, ale staby)
Korelacja rang Spearmana p (rho) 0,40-0,70 —umiarkowany (rzeczywisty)
0,70-0,90 —wysoki (znaczny)
0,90 — 1,00 — bardzo wysoki (pewny)®
0,10 -staby
Chi-kwadrat o (phi) 0,30 — umiarkowany
0,50 —silny
1,5 —staby
Test doktadny Fishera OR (iloraz szans) 2,5 —umiarkowany
4,0 -silny

Interpretacja wskaznikow dla warto$ci bezwzglednych. Zrodto: (164-167); a -
rozszerzona skala wg Sawilowsky’ego (168); b —skala wg Guillforda (169).
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4. WYNIKI
4.1.Charakterystyka grupy badanej

W badaniu wzieto udziat 68 oséb, w tym 36 0s6b (52,9%) z klinicznie stwierdzong
chorobag Alzheimera (grupa AD) w wieku 44-90 lat w tym 20 kobiet (55,6%) w przedziale
wieku 47-82 lata oraz 16 mezczyzn (44,4%) w przedziale wieku 44-90 lat. Ze wzgledu na
kliniczng postac choroby pacjenci zostali zakwalifikowani do trzech grup na podstawie
klasyfikacji DSM-5 (ang. Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders):
tagodna posta¢ AD (7 osdb; 19,4%), umiarkowana posta¢ AD (18 osdb; 50,0%) oraz
powazna posta¢ AD (11 osdb; 30,6%). Grupe kontrolng stanowity 32 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 mezczyzn (43,8%) w przedziale wieku 50-75 lat. Nie
stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie ptci miedzy mezczyznami i kobietami
wewnatrz grup AD i ZDR. Grupe AD scharakteryzowano pod kgtem wynikow testéw
MMSE i MoCA. Rozktad zmiennych psychiatrycznych dla grupy AD zamieszczono
w tabeli 15. Stan higieny jamy ustnej oraz przyzebia zostat scharakteryzowany
u wszystkich uczestnikébw badania za pomocag okreslonych wskaznikow
periodontologicznych takich jak: ilosciowa ocena powierzchni krwawigcych dzigset
(BOP — Bleeding on Probing), gtebokos¢ sondowania kieszonek dzigstowych (PD —
Pocket Depth), wskaznik utraty przyczepu tgcznotkankowego (CAL - Clinical
Attachment Loss) oraz wskaznik ilosci ptytki nazebnej w przestrzeniach
miedzyzebowych (APl - Approximal Plaque Index).

Podstawowe statystyki opisowe charakteryzujgce: wiek, pte¢, MMSE, MoCA,
stopienn zaawansowania AD oraz zmienne periodontologiczne w obu grupach

zamieszczono w tabeli 15.
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Tab. 15. Podstawowe statystyki opisowe charakteryzujgce wiek, ptec, MMSE, MoCA,
stopient zaawansowania AD (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
Pte¢ Grupa Kobiety Mezczyzni %Mezczyzn
AD 20 16 44,4
Kontrola 18 14 43,7
MMSE Grupa AD Mediana MAD Min-Max
Kobiety 18,5 5,19 10-23
Mezczyzni 17,0 3,71 9-24
MoCA Grupa AD Mediana MAD Min-Max
Kobiety 15 2,96 5-22
Mezczyzni 14 4,45 4-24
DSM-5 Grupa AD tagodna Umiarkowana Powazna
Kobiety 3 12 5
% 15,0 60,0 0,25
Mezczyzni 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 - bezwzgledne odchylenie medianowe.

Dodatkowo grupa badana zostata scharakteryzowana pod katem statusu
socjodemograficznego i ekonomicznego opartego na miejscu zamieszkania i poziomie
wyksztatcenia oraz nawykach higienizacyjnych zebdw. Zebrane dane zostaty
przedstawione w tabeli 16. W grupie AD wiekszos¢ osob miata wyksztatcenie wyzsze
(47,2%) podczas gdy w grupie ZDR najwiekszy odsetek stanowity osoby o wyksztatceniu
Srednim (62,5%). Pod wzgledem nawykow higienizacyjnych zebow osoby zdrowe

poznawczo lepiej dbaty o jame ustng szczotkujgc zeby dwa razy dziennie (93,8%
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uczestnikow badania), nitkujgc (37,5%) oraz ptuczac (34,4%) zeby, podczas gdy
w grupie AD dwa razy dziennie zeby szczotkowato jedynie 47,2% uczestnikow badania
i wiekszos$¢ nie nitkowata (91,7%) ani nie ptukata (94,4%) zebow. Rdznice w nawykach
higienizacyjnych zebdw zostaty rowniez opisane w oparciu o miare DMFT
(ang. Decay-Missing-Filled Teeth) (170), ktdra stanowi sume zebdw objetych préchnica,
brakujgcych i zawierajgcych wypetnienie. DMFT jest w epidemiologii czesto uzywang
miarg do oceny czestosci wystepowania prochnicy i oceny ogélnego stanu jamy ustne;j.
Przecietna wartos¢ DMFT w grupie ZDR wyniosta 17,0 (mediana), natomiast w grupie
AD 16,0. Osoby zdrowe charakteryzowaty sie przecietnie wiekszg liczbg wypetnien
(9 zebdw) niz osoby z AD (6 zebdw). Obie grupy miaty podobng liczbe zebow, ktora
w grupie ZDR wyniosta przecietnie 23 zgby, natomiast w grupie AD 22 zeby. W grupie AD

44% os6b miato przynajmniej jeden zgb z prochnicg, natomiast w grupie ZDR takich

0soOb stwierdzono 41%.

Tab. 16. Status socjodemograficzny i nawyki higienizacyjne zebdw 0sdb z
grupy badanej oraz kontrolnej

AD ZDR
Cecha
n % %skum. n % %skum.

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

Wyksztatcenie $rednie 15 41,7% 52,8% 20 62,5% 62,5%
wyzsze 17 47,2% 100,0% 12 37,5% 100,0%

o mate miasto 7 19,4% 19,4% 0 0,0% 0,0%

Talzisgsezkama Sredniemiasto 8 222%  41,7% 1 3,1% 3,1%
duze miasto 21 58,3% 100,0% 31 96,9% 100,0%

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

Szczotkowanie 1 razdziennie 13 36,1% 50,0% 2 6,3% 6,3%
zgbow 2 razy dziennie 17 472% 97,2% 30  93,8% 100,0%
czesciej 1 2,8% 100,0% 0 0,0% 100,0%

Nitkowanie nie 33 91,7% 91,7% 20 62,5% 62,5%
zgbow tak 3 8,3% 100,0% 12 37,5% 100,0%
Ptukanie nie 34 94,4% 94,4% 21  65,6% 65,6%
zgbow tak 2 5,6% 100,0% 11 34,4% 100,0%
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4.2.0cena zmian w profilach komdérek immunologicznych krwi obwodowej

W pierwszym etapie badan przeprowadzono analize

sktadu komorek

immunologicznych krwi obwodowej w celu okreslenia mozliwego powigzania z AD.

Podstawowe statystyki opisowe dla obu grup zostaty przedstawione w tabeli 17.

Tab. 17. Podstawowe statystyki opisowe elementdw morfotycznych krwi

Grupa Zmienna Min. Q1 Mdn MAD Q3 Maks.
leukocyty x10%/ul 3,8 4,8 5,9 1,1 6,8 10,4
limfocyty x10%/pl 0,8 1,3 1,6 0,4 2,0 3,1
monocyty x10%/ul 0,1 0,2 0,3 0,1 0,4 0,5
granulocyty x10%/pl 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

AD 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 x10%/pl 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 x10%ul 59,0 85,8 141,0 53,0 183,0 332,0
leukocyty x10%/pl 4,2 5,4 7,0 0,95 7,7 10,9
limfocyty x10%/pl 0,9 1,6 2,0 0,35 2,2 3,6
monocyty x10%/pl 0,0 0,3 0,4 0,10 0,5 0,8
granulocyty x10%/pl 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

#PR 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 x10%/pl 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 x10%pl  102,0 1550 197,0 40,00 231,3 314,0

Min.-wartos¢ minimalna; Q7i Q3 - kwartyle dolny i gérny; Mdn—mediana;
MAD -bezwzgledne odchylenie od mediany; Maks. —wartos¢ maksymalna;
AD - grupa 0s6b z chorobg Alzheimera; ZDR - grupa oséb zdrowych
poznawczo.

Przecietna liczba biatych krwinek (leukocytow) w grupie AD byta istotnie nizsza

(U=376,5; p=0,014; pex = 0,027; rc = -0,30) w porodwnaniu do osob zdrowych (ZDR),

dlatego celem okreslenia, ktére z poszczegdlnych subpopulacji leukocytéw istotnie

réznig sie miedzy grupamiwykonano porownania przy pomocy testu U Manna-Whitneya

z poprawka Benjamini-Hochberga poréwnujac jedynie bezwzgledng liczbe komorek.

Liczba limfocytow w grupie pacjentéw AD byta istotnie nizsza w poroéwnaniu do grupy

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

w przypadku monocytdéw, gdzie Srednia liczba tych komorek u pacjentéw z AD byta
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zZnaczaco nizsza niz w grupie osoéb zdrowych poznawczo (U = 384,5; p = 0,016;
per = 0,027; re = -0,28). Natomiast w przypadku granulocytow nie stwierdzono
istotnych réznic w liczebnosci miedzy grupami AD i ZDR (U = 418; p = 0,053;
pem = 0,053; rs = -0,23). Dodatkowo, zidentyfikowano roznice w sktadnikach
morfotycznych krwi, ktére nie sg bezposrednio zwigzane z funkcjonowaniem uktadu
odpornosciowego. W przypadku erytrocytdow zaobserwowano, ze pacjenci z AD
charakteryzowali podwyzszonag iloscig czerwonych krwinek w poréwnaniu do 0séb
zdrowych (U = 768,5; p = 0,018; pem = 0,027; re = 0,28). Natomiast liczba ptytek krwi
byta nizsza w grupie AD w poréwnaniu do grupy osob zdrowych (U = 296,5; p<0,001;
pem = 0,004; re =-0,41).

4.3.0cena zwigzku miedzy stanem zaawansowania choroby Alzheimera oraz stanem
zapalnym przyzebia (paradontoza)

AD charakteryzuje sie roznym stopniem zaawansowania, dlatego w pierwszej
kolejnosci zbadano czy pacjenci z AD réznig sie od siebie i 0séb zdrowych poznawczo
pod wzgledem uzyskanych wartosci wskaznikéw periodontologicznych (BOP, API, PD
oraz CAL) oznaczanych w przypadku diagnostyki paradontozy (PeD). W analizie danych
stopien zaawansowania AD oznaczono od 1 do 3, postugujac sie klasyfikacjg DSM-5,
gdzie: 1 —tagodna postac¢ AD; 2 — umiarkowana postac¢ AD; 3 — zaawansowana postac
AD. Stwierdzono istotne roznice w rozktadach wartosci zmiennych BOP (H(3) = 13,77;
p = 0,003; n? = 0,17) oraz API (H(3) = 30,47; p < 0,001; n? = 0,43). Nie stwierdzono
istotnych réznic dla pozostatych zmiennych PD (H(3) = 3,37; p = 0,338; n?=0,005) oraz
CAL (H(3)=4,18; p=0,243; n?=0,02).

73



A BOP B API

p=0004 . p=0,001
, p=0001 ; ——D0n
0.8 08
o 06 = 06
S ez
04 0.4
0.2 0.2
0.0 0.0
0 4 2 3 0 1 ) 3
DSh-5 DEMS
c PD D CAL
3
4
3
= =2
() =T
o {81
1
] —

0 1 2 3 0 1 2 3
DSM-5 DSh-5

Rys. 6. Rozktad wskaZnikdw periodontologicznych ze wzgledu na stopien
zaawansowania AD

Na czterech panelach przedstawiajgcych wykresy pudetkowe zamieszczono rozktad
wskaznikéw periodontologicznych, gdzie: (A) zmienna BOP; (B) zmienna API; (C)
zmienna PD; (D) zmienna CAL. Na osi rzednych uwzgledniono wartosci wskaznikow
w odpowiadajacych im jednostkach, natomiast na osi odcietych stopien
zaawansowania AD wedtug klasyfikacji DSM-5, gdzie: 1 —tagodna posta¢ AD (n=7); 2
—umiarkowana posta¢ AD (n = 18); 3 —zaawansowana postac¢ choroby (n=11). Grupe
0so6b zdrowych poznawczo (ZDR) zakodowano na skali jako
0 (n = 32). Na wykresach zaznaczono warto$¢ prawdopodobieristwa testowego p
z poprawkg Benjamini-Hochberga dla testu post hoc Dunna wykonanego po analizie
wariancji testem Kruskala-Wallisa dla czterech niezaleznych grup. Na pudetku
oznaczono podstawowe statystyki opisowe w tym mediang, gorny kwartyl (Q3) oraz
dolny kwartyl (Q7). Za pomoca gornego wagsa oznaczono wartos¢ maksymalng, a za
pomocg dolnego wasa wartos¢ minimalng. Punkty oznaczajg wartosci odstajgce
znajdujgce sie powyzej i ponizej 1,5x/QR (IQR —rozstep miedzykwartylowy).

Analiza wybranych parametrow klinicznych pozwolita zatem wykazac, ze wraz ze

stopniem klinicznego zaawansowania AD (wg DMS-5) pogarsza sie stan
periodontologiczny pacjentow, co przejawia sie zwiekszonym krwawieniem dzigset
(wyzszy wskaznik BOP) oraz wzrostem iloSci przestrzeni miedzyzebowych zajetych

przez ptytke nazebng (wyzszy wskaznik API). Aby jeszcze doktadniej zbadac zaleznos¢
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miedzy AD i PeD wykonano analize korelacji miedzy parametrami oceny
neuropsychologicznej (wyniki testow MMSE i MoCA) oraz wskaznikiem
periodontologicznym BOP przy uwzglednieniu liczby zebdw, co lepiej odzwierciedla jak
duza powierzchnia tkanek przyzebia jest objeta krwawieniem i stanem zapalnym
(BOPxT). Uwzgledniono takze wiek i pte¢ pacjentow oraz liczbe zebow.

W tabeli 18 przedstawiono wyniki dla zmiennej MMSE. Jak wykazano na liczbe
punktéw uzyskanych w tescie MMSE wptywa przede wszystkim wskaznik vVBOPXT
(p = 0,004). Wartos¢ wspotczynnika kierunkowego prostej jest ujemna i wynosi

= -1,434 co oznacza, ze wraz ze wzrostem wartosci BOPxT (wzrost stanu zapalnego
przyzebia) liczba punktow na skali MMSE spada (Srednio o 1,434 pkt.) dla pacjentéw
bedacych w tym samym wieku. Drugim czynnikiem zwigzanym z MMSE jest wiek
pacjentow. Wspodtczynnik kierunkowy dla tej zmiennej jest ujemny i wynosi g = -0,150,
CO 0znacza, ze wraz z wiekiem spada liczba punktow uzyskana przez pacjentow w tescie
MMSE (spadek Srednio 0 0,15 punktu) dla pacjentow o takim samym wskazniku BOPXT.
Nie stwierdzono natomiast réznic ptciowych w wartosciach MMSE (p = 0,322), czyli

zalezno$¢ MMSE od BOPXT jest taka sama u kobiet i u mezczyzn.

Tab. 18. Wyniki analizy regresji liniowej. Zmienne zwigzane ze Stanem
zaawansowania AD okreslonym na podstawie testu MMSE

(stata) 30,214 | 4,779 | 20,490 39,937 | 0,000 | 6,32 <0,001

VBOPxT -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 R? = 0,19; Normalnos¢ sktadnika
losowego wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,96; p = 0,224),
homoskedastycznos¢ sktadnika losowego zbadano testem Harrisona-
McCabe’a (b = 0,60; p = 0,815), natomiast liniowos¢ modelu okreslono testem
serii Walda-Wolfowitza (Z = -1,22; p = 0,223). Nie stwierdzono obecnosci
obserwacji wptywowych (V; dystans Cook’a < F(3;33) = 0,19 dla a = 0,1).
Zaokraglono do trzech cyfr znaczacych. vBOPxT - znormalizowany
(transformacja: pierwiastek kwadratowy) iloczyn wskaznika powierzchni
krwawigcych dzigset i liczby zebow; MMSE - test oceny dysfunkcji poznawczych;
B —wspotczynnik regresji liniowej; Bswana. — Standaryzowany wspotczynnik regresji
liniowej; CI95% — przedziat ufnosci 95% (ang. confident interval).

Na rysunku 7A zamieszono graficzng reprezentacje modelu regresji zaleznosci

MMSE od VBOPXT dla przecietnego wieku ($rednia [M] = 68,3 lat) osdb w grupie AD.
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Wptyw wieku na oczekiwang liczbe punktéw MMSE w zaleznosci od przecietnego

wskaznika VBOPXT (M = 1,89) zaprezentowano na rysunku 7B.
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Rys. 7. Analiza regresji liniowej zmiennej zaleznej MMSE

Na osi odcietych panelu (A) zmienna BOPXT na skali potegowej; (B) zmienna wiek; na osi rzednych
MMSE. Linig ciggta narysowano model regresji, natomiast linig przerywang zaznaczono przedziaty
ufnosci krzywej modelu.

Analizowano takze ewentualng zalezno$¢ pomiedzy zmienng MoCA
a zmiennymi BOPXT, wiek i pte¢ pacjenta. Wyniki pokazaty, ze na liczbe punktow
w tescie MoCA wptywa zmienna vVBOPXT (p = 0,032) oraz wiek (p = 0,004). Warto$¢
wspotczynnika kierunkowego prostej dla zmiennej BOPXT jest ujemna i wynosi
B =-0,975, co oznacza, ze wraz ze wzrostem wartosci BOPXT (wzrost stanu zapalnego
przyzebia) liczba punktow na skali MoCA jest o 0,975 pkt. mniejsza dla pacjentéw
bedgcych w tym samym wieku. Dla wieku wspotczynnik regresji liniowej réwniez jest
ujemny i wynosi B =-0,182, co oznacza, ze wraz z wiekiem liczba punktdw uzyskanych

przez pacjentow w tescie MoCA bedzie spadac srednio 0 0,182 pkt. dla oséb o takim

samym wskazniku vBOPXT. W tabeli 19 przedstawiono wynik analizy dla zmiennej

MoCA od vBOPXT.
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Tab. 19. Analiza regresji liniowej. Zmienne zwigzane ze stanem zaawansowania AD
okreslonym na podstawie testu MoCA

(stata) 28,404 4,809 18,620 38,187 0,000 5,906 <0,001
VBOPxXT -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 R? = 0,172. Normalno$¢ sktadnika losowego
wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,96; p = 0,186), homoskedastycznos¢ sktadnika
losowego zbadano testem Harrisona-McCabe’a (b = 0,46; p = 0,376), natomiast liniowos$¢
modelu okreslono testem serii Walda-Wolfowitza (Z = -0,66; p = 0,509). Nie stwierdzono
obecnosci obserwacji wptywowych (V; dystans Cook’a < F(3;33) = 0,19 dla a = 0,1).
Zaokragglono do trzech cyfr znaczacych. vBOPXT - znormalizowany (transformacja:
pierwiastek kwadratowy) iloczyn wskaznika powierzchni krwawigcych dzigset z liczbg
zebow; MoCA —test oceny dysfunkcji poznawczych; B —wspotczynnik regresji liniowej; Bstan.
— standaryzowany wspotczynnik regresji liniowej; ClI95% — przedziat ufnosci 95% (ang.
confident interval).

Na rysunku 8A zamieszczono graficzng interpretacje modelu zmiennej MoCA od
VBOPXT dla przecietnego wieku pacjentdéw (M = 68,3 lat), natomiast na rysunku 8B taki
sam model dla zmiennej wieku i pacjentdw o przecietnym wskazniku +vBOPXT
(M = 1,89). W tym przypadku rowniez nie stwierdzono, aby pte¢ pacjenta miata
znaczenie dla osigganych wartosci MoCA (p = 0,942) przy takiej samej wartosci BOPXT.

Analizowano takze pozostate zmienne periodontologiczne zwigzane
z zapaleniem przyzebia jednak nie wykazano zwiazku wskaznikow CAL oraz PD
zwartosciami MMSE i MoCA (dodatek > tabele D1-D4).

W kolejnym etapie badan wykonano doswiadczenia majgce na celu ustalenie
czy wspotwystepowanie u pacjentow AD oraz PeD prowadzi do rozwoju
ogolnoustrojowego stanu zapalnego wyrazajgcego sie podwyzszonym poziomem
wytwarzania czasteczek prozapalnych przez obwodowe komorki odpornosciowe oraz

zwiekszonym poziomem ekspresji genow zwigzanych z aktywacjg stanu zapalnego.
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Rys. 8. Analiza regresji liniowej zmiennej zaleznej MoCA

Na osi odcietych panelu (A) zmienna BOPXT na skali potegowej; (B) zmienna wiek; na osi
rzednych MoCA. Linig ciggta narysowano model regresji, natomiast linig przerywang zaznaczono
przedziaty ufnosci krzywej modelu.

4.4. Analiza poziomu wytwarzanych cytokin: IFN-y, TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-10 i IL-15 przez
PBLs w odpowiedzi na LPS-PG

Swiezo izolowane leukocyty krwi obwodowej (PBLs) ex vivo wszystkich
uczestnikow badania (AD oraz ZDR) traktowano LPS-em pochodzacym z periopatogenu
Porphyromonas gingivalis (LPS-PG) o koncowym stezeniu 1 pg/ml, w celu oceny

aktywacji odpowiedzi odpornosciowej oraz jej intensywnosci. Po 24 godzinach
inkubacji w supernatantach zebranych znad hodowli leukocytéw zmierzono stezenia
wybranych cytokin pro- i przeciwzapalnych: IFN-y, TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10 i IL-15
uwolnione przez komarki w odpowiedzi na podany antygen.

Po pierwsze, zgodnie z oczekiwaniami, PBLs wszystkich uczestnikéw badania
odpowiedziaty wzrostem wytwarzania TNF-a, IL-1B, IL-6 oraz IL-10 w odpowiedzi na
LPS-PG, ale nie IFN-y i IL-15. Po drugie wykazano istotne réznice w stezeniu cytokin

uwalnianych spontanicznie przez komorki nietraktowane LPS-PG miedzy pacjentami
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AD i ZDR. Pacjenci AD charakteryzowali sig istotnie nizszymi stezeniami TNF-a, IL-185,
IL-6 w poréwnaniu do osdb zdrowych. Komorki pacjentow z AD wytwarzaty takze mnigj
IL-10. Po traktowaniu komorek LPS-PG nastgpit wzrost wytwarzania badanych cytokin
w grupach AD i ZDR. Wartosci finalnie osiggnety podobny $redni poziom u pacjentow
AD i ZDR.

Biorgc pod uwage powyzsze postanowiono zbadac réznice w odpowiedzi
odpornosciowej komorek i w ten sposdb wnioskowac o kondycji/statusie PBLs oséb
kognitywnie zdrowych oraz chorych z AD. Aby oceni¢ intensywnos¢ odpowiedzi
odpornosciowej PBLs w odpowiedzi na podany antygen (LPS-PG) wprowadzono miare

efektu stymulacji (ES), ktorg stanowi logarytm naturalny ilorazu stezen wytwarzanej

cytokiny po i przed stymulacja, wyrazong wzorem:

traktowane

ES} = ln( )= (n (traktowane) - In(nietraktowane),

nietraktowane

gdzie j to cytokina badana w odpowiedzi na traktowanie LPS-PG (j). Efekt stymulacji dla
badanych cytokin zaprezentowano na rysunku 9. Na podstawie miary ES
zaobserwowano, ze odpowiedz odpornosciowa PBLs ex vivo na LPS-PG byta znacznie
wyzsza w grupie AD, w ktérej nastagpit Srednio wiekszy wzrost stezenie cytokin: TNF-a
(U=311;p=0,001; p(BH) =0,002; rG =-0,39), IL-1B (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 = -0,35) nizw grupie kontrolnej ZDR. Poziom wytwarzanych
cytokin IFN-y oraz IL-15 po traktowaniu PBLs LPS-PG nie roznit sie miedzy grupami.
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Rys. 9. Ocena odpowiedzi odpornosciowej PBLs — efekt stymulacji LPS-PG

Punkty oznaczajg mediane efektu stymulacji na logarytmicznej skali, wasy to medianowe odchylenie
bezwzgledne (MAD), per) — skorygowana warto$é p metodg Benjamini-Hochberga.

4.5.Wptyw wspotwystepowania AD i PeD na odpowiedZ odpornosciowg PBLs na
LPS-PG

Jak wykazano powyzej, PBLs izolowane od pacjentéw z AD charakteryzowaty sie
ex vivo wiekszym wyrzutem wydzielania cytokin po stymulacji LPS-PG, pochodzgcym od
jednego z najbardziej znanych periopatogenow przyczyniajacych sie do rozwoju PeD.
Wptyw wspotwystepowania PeD i AD na stopien ogélnoustrojowego stanu zapalnego
wyrazajacego sie wytwarzaniem cytokin: IFN-y, TNF-a, IL-13, IL-6, IL-10i1L-15, zbadano
dalej przy pomocy wielorakiej regresji liniowe;j.

Dla kazdej z szesSciu cytokin: IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 i IL-15
przeprowadzono indywidualng analize regresji liniowej wykorzystujgc podejscie
eksploracyjne w stosunku do zmiennych periodontologicznych (BOPxT, CALi PD). Jako,
ze grupy roznig sie pod wzgledem nawykow higienizacyjnych zebéw w analizie
uwzgledniono takze wskaznik higieny API, czyli wskaznik higieny miedzyzebowe;j
okreslony na podstawie ilosci ptytki nazebnej. Pozwolito to sposrod czterech zmiennych
objasniajgcych wytypowac te, ktéra najlepiej ttumaczy réznice w obserwowanych
stezeniach badanych cytokin z uwzglednieniem wieku oraz ptci pacjentéw (AD) i oséb

zdrowych poznawczo (ZDR).
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