Istotne zaleznosci miedzy AD i PeD opisujgce funkcjonowanie/status
immunologiczny obwodowych komaorek odpornosciowych zauwazono w przypadku
cytokiny przeciwzapalnej IL-10 oraz prozapalnej IL-6, ktére odgrywajg kluczows role
w odpowiedzi na antygeny bakteryjne. W tabeli 20 zaprezentowano wyniki analizy
regresji liniowej dla zmiennej IN(Cy.10) tj. zlogarytmowanego stezenie IL-10. Na poziom
tej cytokiny wptywaty zaréwno wystepowanie AD (p = 0,024), wiek (p = 0,002), jak

i wskaznik higieny przestrzeni miedzyzebowych w interakcji z obecnoscig AD

oznaczonej jako VAPIxalzheimer (p = 0,047). Istotna interakcja oznacza, ze wartosc
wskaznika API byta zwigzana ze stezeniem IL-10 tylko u pacjentow z AD. Dobrze
zobrazowat to wykres rozrzutu przedstawiony na rysunku 10. Na wykresie pokazano, ze
ZDR (czarna linia) utrzymuja stabilng oczekiwang warto$¢ In(Cy..1o) wraz ze wzrostem
APIl. Wykazano zatem, ze wyzsza wartos¢ API, Swiadczgca o gorszej higienie jamy ustnej
pacjentow z AD, zwigzana jest z mniejszym wytwarzaniem IL-10 w nastepstwie

stymulacji komodrek LPS-PG. Takiej zaleznosci nie zaobserwowano dla ZDR (p = 0,925).

Tab. 20. Analiza regresji liniowej dla (n(Cy.-10)

(stata) 3,368 1,742 4,993 | 0,813 -0,104 4,141 <0,001
alzheimer 1,962 0,269 3,656 | 0,848 0,570 2,315 0,024
VAPI 0,068 -1,372 1,509 | 0,721 -0,057 0,095 0,925
wiek 0,039 0,015 0,062 | 0,012 0,314 3,276 0,002
VAPIxalzheimer -2,163 | -4,296 -0,031 | 1,067 -0,628 -2,028 0,047

F(3;64) = 4,457; p = 0,003; skorygowany R? = 0,171. Normalnos¢ sktadnika losowego
wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,967; p = 0,067), homoskedastycznosc
sktadnika losowego zbadano testem Harrisona-McCabe’a (b = 0,395; p = 0,106),
natomiast liniowo$¢ modelu okreslono testem serii Walda-Wolfowitza (Z = -0,816; p =
0,415). Nie stwierdzono obecnosci obserwacji wptywowych (V; dystans Cook’a <
F(3;,68) = 0,32 dla a = 0,1). VAPI - znormalizowany (transformacja: pierwiastek
kwadratowy) wskaznik higieny miedzyzebowej; alzheimer — zmienna nominalna
klasyfikujgca do grupy osoéb zdrowych poznawczo [0] lub chorych [1]; B -
niestandaryzowany wspoétczynnik regresji liniowej; SE — btad standardowy; Bstand. —
standaryzowany wspotczynnik regresji liniowej; t — wynik testu t; F — wynik analizy
wariancji; C/95% — przedziat ufnosci 95% (ang. confident interval). Zmienna zalezna:
logarytm naturalny stezenia interleukiny 10. Zaokrgglono do trzech miejsc po przecinku.

Komorki pacjentéow AD z dobrg higieng jamy ustnej (niskie wartosci API)
wytwarzaty wyzsze stezenia IL-10 niz osoby zdrowe poznawczo. Nie wykazano
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réznic ptciowych (p=0,290), PBLs kobiet i mezczyzn z AD i PeD odpowiadaty tak

samo.
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Rys. 10. Analiza regresji liniowej dla (n(Cy-10)

Na osi odcietych zmienna APl na skali potegowej, na osi rzednych logarytm naturalny stezenia IL-10.
Turkusowe punkty odpowiadajg obserwacjom z grupy osob AD, na czarno zaznaczono grupe 0sob
zdrowych poznawczo. Linig ciggta narysowano model regresji, natomiast linig przerywang zaznaczono
przedziaty ufnosci krzywej modelu. Modele obliczone dla Sredniego wieku kazdej z grup: Map = 68,3 lata,
Mzpr = 63,3 lata.

In(Cy.6) od VAPL. W tabeli 21 przedstawiono wyniki analizy regresji liniowej dla zmiennej
zaleznej In(Cy.6). Na oczekiwang wartos$¢ stezenia IL-6 wptywata zmienna alzheimer (p
= 0,008) oraz interakcja zmiennych VAPIxalzheimer (p = 0,007). Zauwazono, ze u
pacjentéw z AD wraz ze wzrostem wartosci APl wartos¢ In(C, .g) byta nizsza, czyli gorsza
higiena jamy ustnej zwigzana jest z wytwarzaniem mniejszych ilosci IL-6 przez PBLs

pacjentéw z AD w nastepstwie stymulacji komorek LPS-PG. Model regresji liniowe;j

Podobng zaleznos¢ zauwazono w przypadku IL-6. Badano zalezno$¢ zmienne;j

zaprezentowano na rysunku 11.
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Tab. 21. Analiza regresji liniowej dla [n(Ci.¢)

(stata) 8,485 7,248 9,722 | 0,618 0,322 13,724 <0,001
alzheimer 1,812 0,495 3,130 | 0,659 0,189 2,752 0,008
VAPI 0,363 -0,823 1,549 | 0,593 0,324 0,612 0,543
wiek 0,016 -0,001 0,033 | 0,008 0,165 1,840 0,071
VAPIxalzheimer -2,324 | -4,000 -0,648 | 0,838 -1,106 -2,774 0,007

F(3;64) = 3,57; p = 0,011; skorygowany R? = 0,14. Normalno$¢ sktadnika losowego
wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,95; p = 0,016), homoskedastycznos¢ sktadnika
losowego zbadano testem Harrisona-McCabe’a (b = 0,56; p = 0,777), natomiast
liniowos$¢ modelu okreslono testem serii Walda-Wolfowitza (Z = -3,03; p = 0,002). Nie
stwierdzono obecnosci obserwacji wptywowych (V; dystans Cook’a < F(3;68) = 0,32 dla
a = 0,1). VAPl — znormalizowany (transformacija: pierwiastek kwadratowy) wskaznik
higieny miedzyzebowej; alzheimer — zmienna nominalna klasyfikujgca do grupy oséb
zdrowych poznawczo [0] lub chorych [1]; B — niestandaryzowany wspdtczynnik regresji
liniowej; SE — btad standardowy; Bswnd. — Standaryzowany wspotczynnik regresji liniowej;
t — wynik testu t; F — wynik analizy wariancji; CI95% — przedziat ufnosci 95% (ang.
confident interval). Zmienna zalezna: logarytm naturalny stezenia interleukiny 1.
Zaokrgglono do trzech miejsc po przecinku.

Regresja liniowa dla In{lL-6)
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Rys. 11. Analiza regresji liniowej dla n(Cy.¢)

Na osi odcietych zmienna API na skali potegowej, na osi rzednych logarytm naturalny stezenia IL-6. Linig
ciggta narysowano model regresji, natomiast linig przerywang zaznaczono przedziaty ufnosci krzywej

modelu. Modele obliczone dla Sredniego wieku kazdej z grup: Map = 68,3 lata, Mzpr = 63,3 lata.
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Komorki pacjentéw z AD, ktorzy charakteryzowali sie dobrg higieng jamy ustnej
(niskie wartosci AP/) wytwarzaty wyzsze stezenia IL-6 niz osoby zdrowe poznawczo. Nie
wykazano roznic ptciowych (p = 0,667), PBLs kobiet i mezczyzn z AD i PeD odpowiadaty

tak samo.

4.6.Analiza poziomu ekspresji gendw zwigzanych z aktywacjg i regulacja stanu
zapalnego: COX1, COX2, SOCS1, SOCS3, STAT1, STAT3, IRF1, IRF3, AP-1 (JUN),
PI3KR1, NFkB w odpowiedzi na LPS-PG

W nastepnym kroku zbadano czy stan zapalny przyzebia scharakteryzowany
przez trzy zmienne periodontologiczne (BOPXT, PD i CAL) oraz API byt zwigzany z r6zng
aktywacjg stanu zapalnego wsrod pacjentow AD i osob zdrowych poznawczo po
stymulacji komadrek LPS-PG na poziomie ekspresji genow NFKB, PI3KR1, AP-1 (JUN),
IRF1, IRF3, STAT1, STAT3, SOCS1, SOCS3, COX1 i COX2. W tabeli 22 przedstawiono
wyniki dotyczace roznic wzglednej ekspresji gendw miedzy grupg ZDR a grupa

pacjentow z AD.

Tab. 22. Poréwnanie wzglednej ekspresji genow zwigzanych z aktywacja i regulacjg stanu
zapalnego wraz z testem t Welcha dla réznic miedzy grupami

ZDR AD 95% CI

Geny kit
M SD M SD t df P Pen LL UL d
NFKB 2,780 1,405 2,305 1,546 -1,99 64,9 0,051 0,140 -0,00 0,83 0,36
AP-1 0,936 1,473 1,031 1,468 -1,04 64,9 0,303 0,442 -0,07 0,03 -0,26
PI3K 1,377 1,243 1,157 1,453 2,37 57,4 0,021 0,140 0,03 0,32 0,44
IRF1 1,060 1,361 0,881 1,660 2,00 62,5 0,049 0,140 0,06 -0,13 0,30
IRF3 1,837 1,230 1,878 1,212 -0,45 63,6 0,651 0,716 -0,12 0,07 -0,08
STAT1 1,680 1,617 1,350 1,824 1,67 65,3 0,100 0,221 -0,04 0,48 0,23
STAT3 2,320 1,270 2,176 1,676 0,67 50,6 0,506 0,618 -0,13 0,26 -0,05
SOCS1 9,181 1,465 7,290 1,645 2,157 64,7 0,035 0,140 0,02 0,44 0,39
SOCS3 24,001 1,575 20,552 1,856 1,187 63,8 0,239 0,439 -0,11 0,42 0,11
COX1 0,658 1,352 0,671 1,403 -0,241 66,0 0,810 0,809 -0,17 0,14 -0,10
COX2 5,004 2,670 3,832 3,383 1,00 65,4 0,322 0,442 -0,27 0,80 -0,02

Istotnos¢ roéznic miedzy grupami zbadano testem t Welcha dla niezaleznych préb o réznych
wariancjach z poprawka wartosci p metodg Benjamini-Hochberga; ZDR - grupa oséb zdrowych
poznawczo (n = 32); AD —grupa 0osdb z AD (n = 36); n — liczba obserwacji; M — Srednia arytmetyczna
znormalizowanych danych (transformacja: logarytm naturalny); SD - odchylenie standardowe; t —
wartos¢ statystyki testowej; p — wartos¢ prawdopodobieristwa testowego dla testu t; C/ - przedziat
ufnosci dla réznicy miedzy Srednimi; LL i UL — dolna i gérna granica przedziatu ufnosci, d —wskaznik
sity efektu d Cohena.
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Nie wykazano istotnych statystycznie roznic w ekspresji badanych genow miedzy
grupami ZDR i AD. Warto jednak zauwazyc, ze leukocyty osdb zdrowych poznawczo
(ZDR) charakteryzowaty sie wyzszg wzgledna ekspresja genow niz pacjenciz AD. Mozna
to zauwazy¢ zwtaszcza w przypadku genow NFkB, PI3K, IRF1, STAT1 oraz SOCS1, dla
ktérych wskazniki ,sity efektu réznic miedzy grupami (d)” byty wysokie (tabela 22).
Odwrotnie byto w przypadku genéw AP-1, IRF3 oraz COX1 dla ktérych to pacjenci AD
przyjmowali nieznacznie wyzsze wartosci wzglednej ekspresii.

Aby dowiedziec sie, czy wspotwystepowanie AD i PeD zwigzane jest ze zmianami
na poziomie ekspresji badanych gendw zbadano korelacje miedzy wzgledng ekspresjg
badanych gendw i zmiennymi BOPXT, API, CAL i PD. Na rysunku 12 zamieszczono mape
korelacji rang Spearmana wzglednej ekspresji badanych gendw oraz stanu zapalnego
przyzebia (PeD) opisanego zmiennymi periodontologicznymi. Przeprowadzona analiza
korelacji wykazata, ze zaden ze wspotczynnikdw korelacji rho nie byt istotny
statystycznie (p > 0,05).

Pomimo braku istotnosci, zaobserwowano jednak ze niektore wspoétczynniki
korelacji wykazaty stosunkowo wysokie wartosci. Na przyktad, dla korelacji miedzy
zmiennymi CAL i wzglednej ekspresji genu AP-1 stwierdzono wspotczynniki rho > 0,4
zaréwno w grupie ZDR jak i AD. W tym przypadku wspotczynniki byty dodatnie, co
oznacza, ze wraz ze wzrostem jednej zmiennej rosta druga zmienna. Podobnag wartosc
korelacja rho = 0,42 otrzymano dla zmiennych PD i wzglednej ekspresji genu AP-17, ale
tylko w przypadku grupy AD. Umiarkowanie silne, negatywne relacje zaobserwowano
rowniez dla genu STATT i zmiennej APl w obu grupach. W przypadku oséb zdrowych
zaobserwowano negatywng korelacje dla zmiennej PD oraz genu COX7 ze
wspotczynnikiem korelacji rho = -0,38. Ujemna wartos¢ wspotczynnika rho oznacza, ze
wraz ze wzrostem jednej zmiennej nastepuje spadek drugiej zmiennej. Wysokie
wartosci wspotczynnikow korelacji, nawet pomimo braku istotnosci, mogag sugerowac
potencjalne zaleznosci, ktére mogg miec praktyczne biologiczne implikacje. Brak

istotnosci moze wynikac¢ z matej grupy badanej oraz innych czynnikow zaktocajgcych.

85



ZDR

NFkB
AP1
PI3K
IRF1
IRF3
STAT1
STAT3
S0CS1
S0OCS3

Ccox1

COox2

BOPxT API PD CAL BOPxT API PD CAL

Rys. 12. Mapa korelacji rang Spearmana wzglednej ekspresji gendw zwigzanych z aktywacjg i
regulacjg stanu zapalnego oraz zmiennych periodontologicznych dla dwdch grup

Na panelu ZDR zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy o0sob zdrowych
poznawczo, na panelu AD zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy pacjentow z
AD. Prawdopodobieristwo testowe (p) obliczone z uwzglednieniem poprawki Benjamini-Hochberga. Brak
istotnych korelacji przy zatozeniu wartosci krytycznej prawdopodobienstwa a = 0,05. Wartosci p>0,05 nie
zamieszczono. Na osi odcietych zamieszczono wskazniki periodontologiczne, natomiast na osi rzednych
ekspresje badanych gendw. Na wykresie zastosowano ciagta skale koloréw do przedstawienia
wspoétczynnikdw korelacji rho wraz z ich nominalng wartoscia.

W kolejnym etapie badan oceniono, czy poziom nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej jest skorelowany z obcigzeniem AD oraz PeD, a takze czy pacjenci
chorujacy na AD oraz PeD beda charakteryzowacC sie obecnoscig niedoborow

nieswoistej odpowiedzi immunologicznej oraz zaburzong odpowiedzig cytokinows.

4.7. Analiza zwigzku pomiedzy poziomem nieswoistej odpowiedzi immunologicznej,
mierzonej testem opornosci PBLs na zakazenie wirusem indykatorowym VSV,
a wspotwystepowaniem AD i PeD

Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy istnieje zwigzek miedzy wspotwystepowaniem
AD i PeD a poziomem nieswoiste] odpowiedzi odpornosciowej, PBLs wszystkich
uczestnikdw badania zostaty poddane ocenie wrazliwosci ex vivo na zakazenie wirusem
indykatorowym (VSV). Poziom nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej zostat oceniony
na podstawie miana wirusa wyrazonego w skali TCIDs (skala log), gdzie miano wirusa
0 -1 log oznaczato wysoki poziom nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej (opornosc

PBLs na zakazenie VSV); miano wirusa >1 log oznaczato czesciowe niedobory
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nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej (czesciowa wrazliwos¢ leukocytow na
zakazenie VSV); natomiast miano wirusa = 4 log wskazywato na znaczne deficyty
odpornosci przejawiajgce sie catkowitym brakiem opornosci na zakazenie VSV.

Na rysunku 13 zamieszczono mape ciepta korelacji rang Spearmana
wskaznikéw periodontologicznych BOPxT, API, PD i CAL oraz poziomu odpornosci
nieswoistej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji (p>0.05) miedzy
zmiennymi w zadnej z badanych grup (AD i ZDR). Zauwazono jednak, ze w przypadku
pacjentéw z AD wyraznie widoczny jest kierunek zmian, podczas gdy w grupie 0sob
zdrowych poznawczo w ogdéle nie ma takiej tendencji. W grupie ZDR wartoSci
wspotczynnikow korelacji rho byty bliskie zera, co oznacza brak zwigzku miedzy
poziomem odpornosci nieswoistej leukocytow (opornoscig komorek na zakazenie VSV)
oraz wartosciami wskaznikéw periodontologicznych. Stan zapalny przyzebia (PeD) nie
jest zatem zwigzany z badanym mechanizmem/statusem obwodowych komdrek
odpornosciowych u 0séb zdrowych poznawczo (ZDR). W grupie AD natomiast, wartosci
wspotczynnikoéw korelacji rho byty ujemne (najbardziej dla wskaznika higieny jamy
ustnej—API), co oznacza, ze spadek wartoscijednej zmiennej powoduje wzrost drugiej.
W  przypadku badanych zmiennych periodontologicznych jak i statusu
immunologicznego komorek oznacza to zalezno$¢ odwrotnie proporcjonalng tj.
u pacjentow z AD wzrost wartosci parametrow periodontologicznych, zwtaszcza
wskaznika higieny jamy ustnej API, wigze sie z wiekszg opornoscig komaérek na

zakazenie VSV tj. nizszym mianem wirusa.
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Rys. 13. Korelacja wskaznikow periodontologicznych z poziomem
odpowiedzi nieswoistej (wyrazonej jako odpornosc¢ PBLs na zakazenie VSV)

Na panelu AD zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy AD,
na panelu ZDR zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy ZDR.
Prawdopodobienistwo testowe (p) obliczone z uwzglednieniem poprawki Benjamini-
Hochberga. Brak istotnych korelacji przy zatozeniu wartosci krytycznej
prawdopodobienstwa a = 0,05. Wartosci p>0,05 nie zamieszczono. Na wykresie
zastosowano ciggta skale koloréw do przedstawienia wspotczynnikdw korelacji rho
wraz z ich nominalng wartoscig.

4.8. Analiza poziomu wytwarzanych cytokin pro- i przeciwzapalnych przez PBLs
w odpowiedzi na zakazenie VSV

Po zakazeniu PBLs ex vivo wirusem indykatorowym (VSV), hodowano je przez 24
godziny po czym w supernatantach zebranych znad hodowli oznaczono stezenia
cytokin pro- i przeciwzapalnych: IFN-y, TNF-q, IL-1B, IL-6, IL-10 oraz IL-15. Wyniki
analizy wykazaty, ze leukocyty zaréwno ZDR jak i AD odpowiedziaty istotnym wzrostem
wytwarzania cytokin IFN-y, TNF-q, IL-1B, IL-6 oraz IL-15 w odpowiedzi na antygen
wirusowy. Natomiast w przypadku IL-10 stwierdzono obnizenie wytwarzania tej cytokiny
w obu grupach w odpowiedzi na VSV. Dalej wykonano poréwnania miedzygrupowe (AD
vs ZDR), aby sprawdzi¢ czy PBLs odpowiadajg podobng czy rézng iloScig badanych
cytokin. Wyniki zamieszczono w tabeli 23 Analiza Srednich wykazata, ze PBLs pacjentéw
z AD w odpowiedzi na VSV wytworzyty istotnie mniej IFN-y (€%°° =12,18 pg/ml) niz
osoby zdrowe poznawczo (e%°' =18,36 pg/ml) (p = 0,012). Podobnie w przypadku

wytwarzania TNF-a zaobserwowano mniejsze ilosci cytokiny (€>** =208,51 pg/ml),
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podczas gdy grupa ZDR wytworzyta ponad dwukrotnie wiecej tej cytokiny
(59 = 428,38 pg/ml) (p = 0,057). W przypadku IL-1B, réwniez komérki pacjentéw z AD
wytwarzaty nizsze stezenia tej cytokiny (e*°'=135,64 pg/ml) niz osoby zdrowe
(€59 = 441,42 pg/ml) w odpowiedzi na VSV (p = 0,003). PBLs pacjentéw z AD
charakteryzowaty sig réwniez nizszym $rednim stezeniem IL-6 (e81" = 3327,58 pg/ml)
w poréwnaniu do grupy ZDR (e8'11 =10829,18 pg/ml) (p = 0,007). Na rysunku 14
przedstawiono rozktad stezen badanych cytokin uwalnianych przez obwodowe komorki

odpornosciowe spontanicznie i w odpowiedzi na antygen wirusowy.

Tab. 23. Porownanie poziomu cytokin wytwarzanych przez PBLs niezakazonych i zakazonych
VSV wraz z testem t Welcha dla réznic miedzy grupami

ZDR AD 95% CI
Cytokiny —_—
M SO M SD t df pew LL UL d

IFN-y niezakazone 2,07 0,97 2,17 0,47 -0,54 43,4 0,594 -0,48 0,28 -0,14

zakazone VSV 2,91 0,60 2,50 0,73 2,57 65,6 0,012 0,09 0,73 0,62

niezakazone 5,07 1,60 3,89 2,18 2,55 63,9 0,026 0,26 2,10 0,61
ThF-a zakazone VSV 6,06 1,36 5,34 1,70 1,94 65,4 0,057 -0,02 1,46 0,47

niezakazone 5,57 1,42 4,07 2,38 3,21 58,2 0,012 0,57 2,44 0,76
18 zakazone VSV 6,09 0,99 4,91 2,03 3,09 52,1 0,003 0,41 1,94 0,72

niezakazone 8,99 1,44 7,24 3,12 3,02 50,5 0,012 0,59 2,91 0,71
-6 zakazone VSV 9,29 1,16 8,11 2,20 2,81 54,2 0,007 0,34 2,02 0,66

niezakazone 5,28 1,46 4,55 2,13 1,66 62,2 0,153 -0,15 1,60 0,39
10 zakazone VSV 5,02 1,45 4,25 2,16 1,73 61,6 0,089 -0,12 1,65 0,41

niezakazone 3,39 0,09 3,35 0,22 1,06 47,7 0,353 -0,04 0,12 0,25
15 zakazone VSV 3,43 0,09 3,38 0,20 1,44 48,97 0,157 -0,02 0,13 0,34

W tabeli przedstawiono transformowane dane x* = In(x). Aby uzyska¢ oryginalne wartosci nalezy
przeprowadzi¢ re-transformacije x = *. Istotno$¢ réznic miedzy grupami zbadano testem t Welcha dla
niezaleznych prob o réznych wariancjach. ZDR - grupa oséb zdrowych poznawczo (n = 32); AD —grupa
0s0b z chorobg Alzheimera (n = 36); n — liczba obserwacji; M — $rednia arytmetyczna
znormalizowanych danych (transformacja: logarytm naturalny); SD — odchylenie standardowe;
t—wartosc statystyki testowej; p —warto$¢ prawdopodobienstwa testowego dla testu t; C/—przedziat
ufnosci dla réznicy miedzy srednimi; LL i UL — dolna i gérna granica przedziatu ufnosci, d — wskaznik
sity efektu d Cohena.
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Rys. 14. Wptyw zakazenia VSV na wytwarzanie cytokin przez PBLs ex vivo w grupie AD i ZDR

Za pomocg X oznaczono $rednie. Gorna krawedz pudetka Q3 (kwantyl 3), srodkowa linig pudetka
oznaczono mediang, dolna krawed? pudetka Q7 (kwantyl 1). Wasy oznaczajg warto$ci maksymalne i
minimalne niebedgce wartosciami odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) IFN-y; (B) TNF-a; (C)
IL-1B; (D) IL-6; (E) IL-10 oraz (F) IL-15. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.

W obu grupach zbadano takze efekt stymulacji (ES) tj. réznice miedzy poziomem
badanej cytokiny wytwarzanej przez PBLs niezakazone VSV i zakazone wirusem.
Nastepnie porownano, aby dowiedziec¢ sie czy wystepowaty réznice miedzy AD i ZDR.
Zaobserwowano, ze leukocyty pacjentow z AD charakteryzowaty sie stabszym ES
w odpowiedzi na zakazenie VSV pod wzgledem IFN-y (U = 737; p = 0,049; pe) = 0,146;
re = 0,24), czyli wytwarzaty mniej tej cytokiny niz komorki izolowane od ZDR.
W przypadku TNF-a natomiast zaobserwowano wiekszy efekt stymulacji wirusem dla
PBLs od AD nizod ZDR (U=415; p=0,048; piex = 0,146; rs =-0,24). Mimo iz przytoczone
dane odnoszg sie do analizy wartosci p przed zastosowaniem poprawki Benjamini-
Hochberga (po poprawce p traci istotnos¢) to sg one dowodem na to, ze w przypadku
odpowiedzi na antygen wirusowy komorki pacjentow chorych na AD odpowiadaja
zupetnie inaczej niz 0sob z grupy kontrolnej. Podobnie, wiekszy efekt stymulacji PBLs
ex vivo od pacjentéw z AD wystgpit w przypadku IL-1B (U= 487; p = 0,279; per = 0,418;
re = -0,13); IL-6 (U = 415; p = 0,242; ppx = 0,418; re = -0,14) oraz IL-15 (U = 639;
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p =0,442; pem =0,531; re = 0,09), a mniejszy efekt stymulacji zaobserwowano dla IL-10
(U=582; p=0,946; pem =0,946; rc = 0,01). Analiza nie wykazata istotnosci statystyczne;j
dla badanych analitéw. Rezultaty zaprezentowano na rysunku 15.

W nastepnym kroku przeprowadzono doswiadczenia majace na celu ustalenie
czy wspotwystepowanie AD i PeD jest zwigzane ze zmieniong odpowiedzig cytokinowag

PBLs na zakazenie VSV.

IFN-y TNF-a IL-1B IL-6 IL-10 IL-15
p=0,049 p=0,048
Piow = 0,146 Doy = 0,146 Piary = 0,418 Pory = 0,418 oy = 0,946 Prory = 0,531

194 o U Lol Ll L e

i I

ZDR AD ZDR AD ZDR AD ZDR AD ZDR AD ZDR AD

mediana efektu stymulacji
In(traktowane/nietraktowane)

Rys. 15. Efekt stymulacji VSV dla wszystkich przebadanych cytokin

Punkty oznaczajg mediane efektu stymulacji na logarytmicznej skali, wasy to medianowe
odchylenie bezwzgledne (MAD).

4.9. Wptyw wspdtwystepowania AD i PeD na odpowiedZ odporno$ciowg obwodowych
komérek immunologicznych na VSV

Celem analizy wptywu wspotwystepowania obu chordb na przeciwwirusowag
odpowiedZz odpornosciowa obwodowych komorek immunologicznych (PBLs),
wyrazong wytwarzaniem cytokin IFN-y, TNF-a, IL-18, IL-6, IL-10 oraz IL-15, wykonano
wielorakg analize regresji liniowej z interakcjg zmiennej alzheimer, zmiennymi
periodontologicznymi: BOPxT, PD i CAL oraz zmienng opisujgca higiene jamy ustnej
(API) uwzgledniajgc wptyw wieku oraz ptci uczestnikéw badania. Przyjeto, ze jesli
wspotwystepowanie AD i PeD prowadzi do zmiany w odpowiedzi odpornosciowej

obwodowych komdrek immunologicznych w analizie regresji liniowej bedzie to
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uwidocznione  jako  istotny  wspotczynnik  interakcyjny  dla  zmiennych
periodontologicznych oraz zmiennej alzheimer.

Stwierdzono istotng zaleznosc¢ ilosci wytwarzanej IL-10 od wskaznika higieny
miedzyzebowej (APIl). Gorsza higiena jamy ustnej pacjentow z AD zwigzana jest
z wytwarzaniem mniejszych ilosci tej cytokiny przez PBLs w odpowiedzi na zakazenie
VSV. Takiego efektu nie wida¢ u oséb zdrowych poznawczo. Wyniki dla IL-10 byty
niezalezne od wieku oraz ptci pacjentow. W tabeli 24 zaprezentowano wyniki analizy
regresji liniowej dla zmiennej In(C, .1¢), Natomiast graficzng reprezentacje modelu na

rysunku 16.

Tab. 24. Analiza regresji liniowej dla (n(Cy.-10)

(stata) 4,465 2,743 6,187 | 0,862 0,022 5,181 <0,001
alzheimer 0,955 2,743 3,727 | 1,387 0,182 0,689 0,494
VAPI 3,386 0,095 6,677 | 1,647 0,051 2,056 0,044
VAPIxalzheimer -5,010 |-9,1760 -0,861 | 2,077 -0,376 -2,412 0,019

F(3;64) = 3,482; p = 0,021; skorygowany R? = 0,1. Normalnos$é sktadnika losowego
wyliczono testem Shapiro-Wilka (W = 0,987; p = 0,693), homoskedastycznosé
sktadnika losowego zbadano testem Harrisona-McCabe’a (b = 0,601; p = 0,866),
natomiast liniowos¢ modelu okreslono testem serii Walda-Wolfowitza (Z = -1,164;
p = 0,007). Nie stwierdzono obecnosci obserwacji wptywowych (V; dystans Cook’a <
F(3;68) = 0,32 dla a = 0,1). VAPl — znormalizowany (transformacja: pierwiastek
kwadratowy) wskaznik higieny miedzyzebowej; alzheimer — zmienna nominalna
klasyfikujgca do grupy o0s6b zdrowych poznawczo [0] lub chorych [1];
B — niestandaryzowany wspotczynnik regresji liniowej; SE — btad standardowy;
Bstana. — Standaryzowany wspotczynnik regresiji liniowej; t —wynik testu t; F —wynik analizy
wariancji; Cl95% — przedziat ufnosci 95% (ang. confident interval). Zmienna zalezna:
logarytm naturalny stezenia interleukiny 10. Zaokraglono do trzech miejsc po przecinku.
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Rys. 16. Analiza regresji liniowej dla (n(Cy-10)

Na osi odcietych zmienna API na skali potegowej, na osi rzednych logarytm naturalny stezenia IL-10.
Turkusowe punkty odpowiadajg obserwacjom z grupy 0sob AD, na czarno zaznaczono grupe 0sob
zdrowych poznawczo. Linig ciggta narysowano model regresji, natomiast linig przerywang zaznaczono
przedziaty ufnosci krzywej modelu. Modele obliczone dla sredniego wieku kazdej z grup: Map = 68,3 lata,
Mzpr = 63,3 lata.

W przypadku pozostatych cytokin nie zaobserwowano istotnych interakcji.
Kolejnym etapem badan byta ocena, czy pacjenci z AD oraz PeD charakteryzowali sie
specyficznym fenotypem hiper zapalnym, ktéry powoduje nasilone wydzielanie

mediatoréw stanu zapalnego.

4.10. Analiza czestoSci wystepowania polimorfizméw gendw zwigzanych
z odpowiedzig immunologiczng u pacjentéw z AD i PeD

Przeprowadzono genotypowanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(ang. single nucleotide polymorphism; SNP) w czterech genach zwigzanych
z odpowiedzig odpornosciowg: FCGR2A (rs1801274), HLA-DRB1 (rs9270856),
HLA-DRA (rs3135344), HLA-DQAT (rs9272105) oraz dwdch SNP rs429358 i rs7412

zwigzanych z genem APOE, ktore sktadajg sie na trzy warianty genu kodujace
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nastepujgce izoformy biatka apolipoproteiny E: apoE2, apoE3 i apoE4 (171).
Apolipoproteina E jest biatkiem powierzchniowym zaangazowanym w metabolizm
lipidow poprzez regulacje aktywnosci receptoréw LDLR (ang. Low-Density Lipoprotein
Receptor) (171). Dodatkowo czgsteczka ta wigze i uczestniczy w transporcie lipidow
oraz cholesterolu we krwi (172). Trzy najczestsze izoformy apoE réznig sie przede
wszystkim powinowactwem do receptora LDL oraz preferencjg wigzania
poszczegolnych frakcji lipoprotein. apoE3 i apoE2 preferencyjnie wigzg lipoproteine
0 wysokiej gestosci (HDL), podczas gdy ApoE4 chetniej wigze lipoproteine o niskiej
(LDL) oraz bardzo niskiej gestosci (VLDL) (172). Obecnos¢ wariantu apoE4 zwigzana
jest z wyzszym ryzykiem rozwoju AD (173), zakazenia wirusowego (174,175) oraz
bakteryjnego (91).

W wyniku genotypowania genu HLA-DQAT otrzymano jednakowy genotyp dla
wszystkich uczestnikow badania dlatego zdecydowano sie na usuniecie tego genu
z dalszych analiz.

W pierwszym etapie zbadano czy otrzymane stosunki frekwencji alleli oraz
czestosci genotypdw pochodzg z populacji spetniajgcej zatozenia prawa Hardy’ego-
Weinberga. Na podstawie testu x* Pearsona nie stwierdzono odstepstw

obserwowanych proporcji genotypow od rozktadu Hardy’ego-Weinberga (tabela 25)
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Tab. 25. Testowanie prawa Hard’yego-Weinberga metodg chi-kwadrat
Pearsona z poprawka Yatesa na ciggtos¢ wraz z licznoscig genotypow

Gen SNP Grupa Licznoéé x2 df P
AA AG (¢ ]
ZDR 13 13 6 0,69 10,407
AD 11 18 7 0,01 10,940
AA AQG (¢ ]
ZDR 3 11 18 0,45 1 0,501

FCGR2A rs1801274

HLA-DRB1 rs9270856

AD 1 18 17 2,18 1 0,140
CcC CcT LL)
ZDR 2 15 15 0,48 1 0,487
HLA-DRA rs3135344
AD 1 13 22 0,32 1 0,570

CcC CcT LL

ZDR 0 9 23 0,86 1 0,355
APOE rs429358
AD 1 6 29 0,88 1 0,348
CcC CT ™
ZDR 29 3 0 0,08 1 0,781
APOE rs7412
AD 31 5 0 0,20 1 0,654

X% — warto$¢ statystyki testowej chi-kwadrat; df — liczba stopni swobody; p —
wartos¢ prawdopodobieristwa testowego; SNP — polimorfizm pojedynczego
nukleotydu.

W nastepnym kroku zliczono czestosci wystepowania poszczegolnych
genotypow w grupach AD i ZDR. W przypadku genu FCGR2A (rs1801274) najrzadszym
genotypem byt GG, ktérego odsetek dla grupy AD wyniost 19,4%, natomiast w grupie
ZDR 18,8%. Chorzy nieznacznie czesciej byli heterozygotami (50,0%) w poréwnaniu do
0so6b kognitywnie zdrowych (40,6%), odwrotnie niz w przypadku homozygot AA, ktore
czesciej byty obserwowane w grupie osdb zdrowych (40,6%) niz chorych (30,6%). Nie
stwierdzono istotnych roznic w czestosci wystepowania genotypow FCGR2A miedzy
grupami oséb zdrowych i chorych (x?(2) = 0,82; p = 0,664; ¢ = 0,10). Genotypowanie
HLA-DRB1 (rs9270856) ujawnito najwiekszy udziat heterozygot AG i homozygot GG
w grupie AD (odpowiednio 50,0% i 47,2%) oraz grupie ZDR (odpowiednio 34,4%
i 56,2%). Stwierdzono pojedyncze przypadki homozygot AA zaréwno w grupie chorych
(2,8%) jak i zdrowych (9,4%). Jako, ze wsrod zliczen znalazto sie tylko kilka przypadkow
tego genotypu zastosowano bardziej odpowiedni doktadny test Fishera na podstawie
ktérego nie stwierdzono rdznic w czestosci poszczegbdlnych genotypow HLA-DRB1
miedzy grupami AD i ZDR (p = 0,296). Czestos¢ heterozygot CT genu HLA-DRA
(rs3135344) w grupie AD wyniosta 36,1%), natomiast w grupie ZDR 46,9%. Podobnie
czesty byt genotyp TT w grupie AD 61,1% oraz w grupie ZDR 46,9%. Homozygoty CC byty
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rzadkie zaréwno dla oséb z AD (2,8%) jak i osdb zdrowych poznawczo (6,2%). Grupy AD
i ZDR nie roznig sie rozktadem czestoSci poszczegolnych genotypow HLA-DRA
(rs3135344) (test doktadny Fishera: p=0,485). Podsumowujac, czestosci
poszczegolnych genotypow gendw FCGR2A, HLA-DRB1 oraz HLA-DRA byty takie same
w grupie osob zdrowych jak i chorych.

Oznaczenie APOE wykonano w celu porownania wptywu SNP badanych genéw
zwigzanych z odpowiedzig odpornosciowg do znanego wskaznika zwigzanego
z wyzszym ryzykiem rozwoju AD. Co ciekawe, nie stwierdzono réznic w czestosci
poszczegodlnych genotypow miedzy grupag AD i ZDR (test doktadny Fishera: p = 0,434)
(rysunek 17).

1,00 1,00
OZDR

BAD

0,80 0,80
0,60 0,60
0,40 0,40

0,20 0,20

E2/E2 E2/E3 E2/E4 E3/E3 E3/E4 E4/E4 E2 E3 E4

Rys. 17. Czestos¢ genotypdw oraz alleli APOE €4 w grupie ZDR i AD

Na osirzednych zamieszczono czestos¢ genotypow oraz alleli; E2, E3, E4 —allele genu APOE; ZDR
—grupa 0s6b zdrowych poznawczo; AD — grupa 0sob z chorobg Alzheimera.

Postanowiono wiec porownac¢ obserwowang czestos¢ alleli APOE w grupie
badanej do proby kohortowej populacji kaukaskiej oséb zdrowych poznawczo oraz
0so6b z AD (176). Czestos¢ obserwowanych alleli w grupie AD jest istotnie rozna od
oczekiwanej na podstawie badan kohortowych (x*(2) = 10,36; p = 0,006; ¢ = 1,73),
w przypadku grupy ZDR nie stwierdzono roznic w rozktadzie alleli w pordwnaniu do 0sob
zdrowych poznawczo z przytoczonych badan kohortowych (x?(2) = 0; p = 1,000; ¢ = 0).
Oznacza to, ze czestosc alleli E2, E3 i E4 w grupie AD byt inny niz oczekujemy dla tej

populacji. Wsrod osob z populacji kaukaskiej z AD udziat poszczegolnych alleli APOE
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wyniost odpowiednio 3,9%, 59,4% oraz 36,7% dla E2, E3 i E4 (176) podczas gdy
w badaniach wtasnych posrod oséb z AD 6,9% pacjentdw posiadato allel E2, 81,9%
allel E3 oraz 11,1% allel E4. Oznacza to, ze w tych badaniach grupa AD posiadata
istotnie mniejszy odsetek osob z allelem E4 i wiekszy z allelami E2 i E3. Rozktad alleli
APOE dla grupy ZDR zgadzat sie z oczekiwanym dla populacji zdrowej. W grupie ZDR
4,7% o0so6b posiadato allel E2, 81,3% E3 oraz 14,1% E4. Nie stwierdzono istotnych
roznic z oczekiwanym rozktadem poszczegdlnych alleli dla populacji zdrowej, ktory
wyniést odpowiednio 8,4%, 77,9% i 13,7% (176).

W badaniach przyjeto sposob testowania wptywu PeD poprzez wskazniki
periodontologiczne: BOPxT, PD, CAL oraz API. Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy
czestoS¢  wystepowania poszczegblnych  polimorfizmow  gendw  zwigzanych
z odpowiedzig immunologiczng byta rézna u pacjentow z AD i PeD w poréwnaniu do
0s0Ob zdrowych zbadano rozktad wskaznikéw BOPxT, API, CAL i PD dla poszczegdlnych
genotypow w grupach AD i ZDR.

Zatozono, ze im bardziej zaawansowana PeD tym gorszymi parametrami
klinicznymi bedzie charakteryzowac¢ sie dana osoba, dlatego jesli istnieje zwigzek
poszczegdlnych genotypdéw z PeD, osoby z obcigzajgcym genotypem powinny posiadacé
wyzsze wartosci parametrow BOPXT i CAL oraz odbiegajaca od normy wartos¢ PD.
Dodatkowo, aby wykluczy¢ wptyw higieny jamy ustnej uczestnikow badania na
obserwowane wyniki, a wiec potencjalnej wspotzaleznos$¢ tego jak pacjenci dbaja
0jame ustng ze stanem przyzebia sprawdzono czy istniejg roznice we wskazniku higieny
miedzy dzigstowej API dla poszczegdlnych genotypow i grup.

Na rysunku 18 zaprezentowano rozktad zmiennych periodontologicznych dla
SNP (rs1801274) genu FCGR2A. Pacjenci z grupy AD charakteryzowali sie wyzszymi
wartosciami BOPXT i APl oraz podobnymi PD niz osoby zdrowe poznawczo. Wsréd osob
/DR przecietna wartos¢ CAL byta nieznacznie wyzsza dla homozygot GG (Mdm = 1,50,
MAD =1,51) w poréwnaniu do pozostatych genotypdw oraz homozygot GG w grupie AD
(Mdm = 0,50, MAD = 0,74). Stosujgc test Kruskala-Wallisa nie stwierdzono istotnych
réznic w przecietnych wartosciach BOPxT (H(5) = 2,50; p = 0,776; n? = -0,04),
PD (H(5) = 3,39; p = 0,639; n? = -0,02) oraz CAL (H(5) = 3,65; p = 0,600; n? = -0,02).
W przypadku zmiennej APl stwierdzono istotne réznice (H(5) = 28,692; p<0,001;

n? = 0,38) o duzej sile efektu. Zastosowano wiec test post hoc Dunna z korektg
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Benjamini-Hochberga. Wartosci statystyk testowych dla wszystkich grup zamieszczono
w Dodatku w tabeli D5. Na podstawie analizy okazato sie, ze istotne réznice
w przecietnych wartosciach API dotyczyty tylko genotypdw miedzy grupami AD i ZDR co
wyraznie widac¢ na rysunku 18B. Osoby z AD (zaznaczone na rysunku na turkusowo)
charakteryzowaty sie istotnie wyzszymi wartosciami wskaznika higieny (API) niz osoby
z grupy ZDR (zaznaczone na szaro) niezaleznie od posiadanego genotypu. Zarowno
w obrebie grupy AD jak i ZDR nie stwierdzono istotnych roznic w APl w zaleznosci od
posiadanego genotypu. Innymi stowy, oznacza to, ze osoby z genotypami AA, GA i GG
miaty przecietnie takie same wartosci wskaznika APl w grupie AD (odpowiednio,
Mdmas = 1, Mdmae = 1, Mdmee = 1). Podobnie w przypadku grupy ZDR, osoby te
charakteryzowaty sie przecietnie takimi samymi wartosciami APl w zaleznosci od
posiadanego SNP (Mdmus = 0,35; Mdmue = 0,33, Mdmee = 0,41). Brak roznic miedzy
genotypami wewnatrz grup AD i ZDR sSwiadczy o braku wptywu SNP rs1801274 na

wartosci zmiennych periodontologicznych i kondycje przyzebia zaréwno dla ZDR jak

i 0sOb obcigzonych z AD.
rs1801274
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Rys. 18. Rozktad zmiennych periodontologicznych dla poszczegdlnych genotypow FCGR2A
(rs1801274)

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gorna krawedz pudetka Q3 (kwartyl 3), $rodkowa linig
pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1). Wasy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedace wartosciami odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) BOPXT;
(B) API; (C) PD; (D) CAL. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.
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Wsréd polimorfizmoéw genéw HLA-DRB1 oraz HLA-DRA obu badanych grup
zidentyfikowano tylko pojedyncze przypadki homozygot AA (rs9270856) oraz CC
(rs3135344) co byto niewystarczajgce do wydzielenia ich jako osobne podgrupy
i poréwnania w ich obrebie rozktadu innych zmiennych. Z tego powodu rzadkie genotypy
wtgczono do grupy heterozygot, a taki zabieg odpowiednio oznaczono przy pomocy
gwiazdki (*).

Analiza SNP (rs9270856) genu HLA-DRB1 nie wykazata réznic w rozktadach
zmiennych BOPXT (H(3) =2,08; p =0,555; n?=-0,01), PD (H(3) =2,04; p =0,564; n?~0)
oraz CAL (H(3) = 2,23; p = 0,525; n? = 0). Podobnie jak wczesnigj jedynie API istotnie
rézni sie pomiedzy grupami (H(3) = 29,23; p<0,001; n? = 0,41) ale dalsza analiza
i wykonanie testu post hoc Dunna wykazata, ze roznice dotyczg jedynie porownan
miedzygrupowych AD i ZDR (rysunek 19B). Wartosci statystyk testowych dla wszystkich
grup zamieszczono w Dodatku w tabeli D6. Obecnos$¢ mutacji typu SNP (rs1801274)

w genie HLA-DRB1 nie ma wptywu na stan przyzebia zarowno wsrod oséb chorych jak

i zdrowych.
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Rys. 19. Rozktad zmiennych periodontologicznych dla poszczegdlnych genotypdw HLA-DRB1
(rs9270856)

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gérna krawedZ pudetka Q3 (kwartyl 3), srodkowa linig
pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1). Wasy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedgce wartosciami odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) BOPXT;
(B) API; (C) PD; (D) CAL. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.
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Na rysunku 20 zamieszczono rozktad zmiennych periodontologicznych dla
poszczegodlnych genotypow HLA-DRA (rs3135344). W tym przypadku rowniez nie
zaobserwowano istotnych réznic w przecietnych wartosciach zmiennych BOPXT
(H@3) = 2,01; p = 0,569; n? = -0,02) , PD (H(3) = 2,28; p = 0,515; n? = 0) oraz CAL
(H(3) = 1,46; p = 0,692; n? = 0). Wynik analizy okazat sig istotny jedynie w przypadku
zmiennej APl (H(3) = 29,78; p<0,001; n? = 0,42), jednak dotyczyt on jedynie rdznic
pomiedzy grupag AD i ZDR (rysunek 20B). Wartosci statystyk testowych dla wszystkich
grup zamieszczono w Dodatku w tabeli D7. Nie ma wystarczajgcych dowodow by
uznac, ze mutacje w obrebie HLA-DRA (rs3135344) sg zwigzane z rozwojem stanu

zapalnego przyzebia i ze wptyw ten jest rozny dla grupy AD i ZDR.
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Rys. 20. Rozktad zmiennych periodontologicznych dla poszczegolnych genotypow HLA-DRA
(rs3135344)

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gorna krawedz pudetka Q3 (kwartyl 3), Srodkowa linig
pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1). Wasy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedgce wartosciami odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) BOPXT;
(B) API; (C) PD; (D) CAL. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.

Podsumowujgc, nie stwierdzono aby badane polimorfizmy gendw byty zwigzane

z wystepowaniem PeD u 0s6b dotknietych AD.

4.11. Analiza zwigzku wystgpowania okre$lonych alleli uktadu HLA oraz poziomu
wytwarzanych mediatoréw stanu zapalnego przez PBLs w odpowiedzi na LPS-PG

Aby zbadac¢ potencjalny zwigzek SNP gendw uktadu HLA z odpowiedzig

odpornosciowg leukocytow stymulowanych ex vivo LPS-PG w grupach AD i ZDR
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wykonano analize rozktadu stezen cytokin IFN-y, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10 i IL-15 dla
poszczegolnych genotypow.

Na rysunku 21 zamieszczono wykresy rozktadow stezen dla wszystkich
badanych analitéw z rozdziatem na genotypy rs1801274 genu FCGR2A. Istotnos¢ roznic
zbadano jednoczynnikowg analizg wariancji (ANOVA) dla prob niezaleznych
i zlogarytmowanych stezen cytokin. Na podstawie wynikéw nie stwierdzono istotnych
réznic w wariancjach cytokin: IFN-y (F(5;62) = 0,14; p=0,981; n?=0,01); TNF-a (F(5;62)
=0,62; p = 0,685; n?=0,05); IL-1B (F(5;62) = 1,20; p = 0,317; n? = 0,09); IL-6 (F(5;62) =
1,12; p =0,361; n?=0,08); IL-15 (F(5;62) = 0,209; p = 0,958; n? = 0,02).
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Rys. 21. Rozktad stezen cytokin dla poszczegblnych genotypow rs1801274

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gérna krawedz pudetka Q3 (kwartyl 3),
srodkowg linig pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1).
Wasy oznaczajg wartosci maksymalne i minimalne niebedgce wartosciami
odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) IFN-y; (B) TNF-a; (C) IL-1B; (D) IL-6;
(E) IL-10 oraz (F) IL-15. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.
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Stwierdzono natomiast znaczgce réznice w rozktadzie wariancji dla cytokiny
IL-10 (F(5;62) = 3,07; p=0,015; n?=0,20) co w dalszej analizie testem Gamesa-Howella
wykazato istotne rdznice miedzy grupg oséb AD o genotypie AA oraz osob ZDR
o genotypie GA (p = 0,011), a takze wsrod osob zdrowych miedzy genotypami AA i GA
(p =0,048). Pomimo braku istotnosci widac¢ jednak tendencje, ze w grupie AD leukocyty
krwi obwodowej oséb o genotypie GG wytwarzajg mniej IL-13, IL-6 oraz IL-10 niz
homozygoty AA i heterozygoty GA podczas gdy w grupie ZDR nie widac takiej relacji
w przypadku IL-18 oraz IL-6. W grupie ZDR z genotypem GA zaobserwowano, iz PBLs
wytwarzajg mniej IL-10 (Mdm = 261,2 pg/ul, MAD = 269,2 pg/ul) niz wsrod osob
zgenotypem AA (Mdm =728,3 pg/ul, MAD = 671,3 pg/ul) i homozygot GG (Mdm = 486,4
pg/ul, MAD = 392,5 pg/ul).

W przypadku SNP rs9270856 genu HLA-DRB1 (rysunek 22) réwniez nie
stwierdzono istotnych réznic w rozktadach testowanych cytokin: IFN-y (F(3;64) = 0,256;
p=0,857;n%=0,01); TNF-a (F(3;64) = 1,20; p = 0,317; n? = 0,05); IL-1B (F(3;64) = 1,45;
p = 0,236; n? = 0,06); IL-6 (F(1;66) = 0,755; p = 0,388; n? = 0); IL-10 (F(3;64) = 0,758;
p = 0,535; n? = 0,03). Jedynie w przypadku IL-15 (F(1;66) = 5,038; p = 0,003; n? = 0,19)
wyniki analizy statystycznej wskazaty na istotne réznice o umiarkowanej sile efektu.
Analiza post hoc ujawnita znaczgce réznice miedzy genotypem GA* i GG w grupie AD
(p = 0,023). Obecnosc¢ niektorych genotypow rs9270856 zwigzana jest z nieistotnymi,
ale wartymi uwagi, roznicami w stezeniach badanych cytokin. Szczegodlnie widoczna
byta roznica w przecietnej ilosci TNF-a dla homozygot GG w grupie AD (Mdm = 658,8
pg/ul, MAD = 275,6 pg/ul) w stosunku do genotypu GA* (Mdm = 331,0 pg/ul,
MAD = 304,2 pg/ul). Podobne réznice zaobserwowano dla cytokiny IL-10 i genotypu GG
(Mdm = 577,2 pg/ul, MAD = 257,7 pg/pl), podczas gdy dla genotypu GA* stezenie tej
cytokiny byto nizsze (Mdm = 461,0 pg/ul, MAD = 318,6 pg/ul).
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Rys. 22. Rozktad stezeri cytokin dla poszczegdlnych genotypdw rs9270856

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gorna krawedz pudetka Q3 (kwartyl 3), srodkowg linig
pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1). Wgsy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedace wartosciami odstajacymi. Na panelach zamieszczono: (A) IFN-y;

(B) TNF-q; (C) IL-1B; (D) IL-6; (E) IL-10 oraz (F) IL-15. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe
AD.

Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadach stezen dla zadnej z przebadanych
cytokin: IFN-y (F(3;64) = 0,30; p = 0,824; n? = 0,01); TNF-a (F(3;64) = 1,06; p = 0,371;
n2 = 0,05); IL-1B (F(3;64) = 2,00; p = 0,123; n? = 0,08); IL-6 (F(3;64) = 1,89; p = 0,139;
n2=0,08); IL-10 (F(3;64) = 1,12; p = 0,346; n? = 0,05); IL-15 (F(3;64) = 0,254; p = 0,858;
n?=0,01) w zaleznosci od genotypu polimorfizmu rs3135344 genu HLA-DRA (rysunek

23). Pomimo braku istotnych réznic, w danych zaobserwowano pewne zaleznosci,
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szczegoblnie w grupie os6b chorych. Homozygoty TT wykazaty tendencje do wytwarzania
wiekszych ilosci cytokin TNF-a (Mdm = 695,8 pg/ul, MAD = 298,7 pg/ul), IL-1B
(Mdm =595,4 pg/ul, MAD = 281,4 pg/ul), IL-6 (Mdm = 20,8 ng/ul, MAD =12,1 ng/ul) oraz
IL-10 (Mdm = 670,2 pg/ul, MAD = 414,9 pg/ul) niz heterozygoty CT z homozygotami CC
(grupa CT*). Natomiast, w grupie oséb zdrowych nie stwierdzono podobne;j relacji, dla
TNF-a i IL-10 tendencja ta jest odwrotna — homozygoty TT wytwarzajg nizsze ilosci tej
cytokiny niz heterozygoty zhomozygotami CT*. Warto zwrdoci¢ rowniez uwage na roznice
w ilosci wytwarzanej cytokiny IL-1B pomiedzy grupa AD i ZDR dla genotypu CT*.

Podsumowujgc, potwierdzono zaleznos¢ polimorfizméw rs1801274 genu
FCGRAZ2 oraz rs9270856 genu HLA-DRB1 z odpowiedzig odpornosciowg PBLs na
LPS-PG wyrazong wytwarzaniem cytokin pro- i przeciwzapalnych, gtéwnie w przypadku
IL-10 oraz IL-15 zaréwno wsréd osob chorych (AD) i zdrowych poznawczo (ZDR).
Wykazano, ze u 0s6b z grupy ZDR obecnos¢ genotypu AA w genie FCGRA2 zwigzana
byta z istotnie wyzszym wytwarzaniem IL-10. Podobnie w przypadku grupy AD, osoby
z tym genotypem wykazywaty tendencje do wydzielania wiekszych ilosci cytokiny
przeciwzapalnej (IL-10). Natomiast obecnos$¢ genotypu GG w genie HLA-DRB1
zwigzana byta z istotnie wyzszym wytwarzaniem i wydzielaniem IL-15 w poréwnaniu do
genotypu GA*. Takiej zaleznos$ci nie zaobserwowano dla oséb zdrowych (ZDR). Genotyp
GG genu HLA-DRB1 zwigzany byt rowniez z wyzszymi iloSciami cytokin pro-
i przeciwzapalnych, odpowiednio TNF-a i IL-10, ale tylko w przypadku grupy AD.
W  przypadku SNP w genie HLA-DRA zaobserwowano, ze osoby z AD
0 genotypie TT charakteryzujg sie wyzszymi ilosciami wytwarzanych cytokin
w odpowiedzi na LPS-PG, w tym TNF-q, IL-1B oraz IL-10. W przypadku osdb zdrowych
nie zaobserwowano, aby genotyp byt zwigzany z réznicami w wytwarzaniu mediatorow
stanu zapalnego.

Ostatni etap badan dotyczyt analizy, majgcej na celu wykaza¢ czy
wspotwystepowanie AD i PeD bedzie wigzac sie z dysbiozg jamy ustnej, ostabiong
odpowiedzig obwodowych komorek odpornosciowych i wiekszym ogoélnoustrojowym

obcigzeniem prozapalnym w AD.
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Rys. 23. Rozktad stezen cytokin dla poszczegolnych genotypow rs3135344

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gérna krawedz pudetka Q3 (kwartyl 3), srodkowa linig
pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwartyl 1). Wgsy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedace warto$ciami odstajgcymi. Na panelach zamieszczono: (A) IFN-y; (B)

TNF-q; (C) IL-1B; (D) IL-6; (E) IL-10 oraz (F) IL-15. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe
AD.

4.12. Ocena réznorodnosci mikrobiomu jamy ustnej u pacjentéw z AD i PeD

Réznorodno$é alfa - czyli roznorodnosé bakterii w jednym siedlisku ($lina),
bierze pod uwage dwa gtowne aspekty: bogactwo gatunkowe (ile jest roznych rodzajow
bakterii/gatunkéw) oraz réwnomiernos¢ gatunkowa, czyli rozmieszczenie (obfitosc)

tych gatunkow, wskazujgc czy jeden organizm dominuje (jest bardziej obfity) nad
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innymi. Mikrobiom 0s6b z chorobg Alzheimera (AD) oraz oséb kognitywnie zdrowych
(ZDR) opisany zostat z wykorzystaniem szesciu wskaznikow réznorodnosci alfa, miar
okreslajgcych zréznicowanie taksonow w poszczegdlnych prébkach sliny, ktore zostaty
pobrane od uczestnikéw badania. W pierwszym kroku poréwnano réznice miedzy
wartosciami centralnymi grup z wykorzystaniem testu Manna-Whitneya stosujac
korekte wartosci p metodg Benjamini-Hochberga. Wyniki analizy okazaty sig nieistotne
dla obserwowanych cech (U = 57,5; p = 0,622; pey = 0,928; rs = 0,11), wskaznika
Shannona-Wienera (U = 63; p = 0,880; pey = 0,928; rc = 0,04), wskaznika
rownocennosci Pielou (U = 57; p = 0,607; pey = 0,928; rs = 0,12), wskaznika
réznorodnosci filogenetycznej Faitha (U = 61; p = 0,786; pey = 0,928; re = 0,06),
wskaznika CHAO1 (U = 64; p = 0,928; per = 0,928; rs = 0,03) oraz wskaznika Simpsona
(U =78; p=0,486; pey=0,928; rs = 0,15). W zadnym z badanych wskaznikéw nie
stwierdzono istotnych roznic w roznorodnosci alfa miedzy grupami ZDR i AD co
oznacza, ze roéznorodnos¢ mikrobiomu, réwnomierno$¢ rozktadu taksonow oraz
obfito$¢ gatunkowa wewnatrz probek jest przecietnie taka sama dla osdb z AD oraz
ZDR. Na rysunku 24 przedstawiono wykresy pudetkowe dla wskaznikow roznorodnosci
alfa. Mozna zauwazyc, ze osoby ZDR w wigkszosci przypadkéw charakteryzowaty sie
wiekszym rozrzutem wskaznikow. Z tego powodu zbadano réwniez, czy wariancje obu
grup centrowane wokot mediany byty identyczne. W tym celu wykorzystano
nieparametryczny test Flignera-Killeena na homogenicznos$c¢ wariancji stosujac korekte
Benjamini-Hochberga. Na podstawie wynikow testu nie stwierdzono istotnych roznic
w wariancjach badanych zmiennych miedzy grupami osob zdrowych (ZDR) oraz
chorych (AD) po zastosowaniu korekty wartosci p. Wynik analizy okazat sie nieistotny
dla obserwowanych cech (x*(1) =4,18; p=0,041; p@x = 0,348; €2 =0,12), chociaz warto
zaznaczyC, ze surowa wartos¢ p wskazywata na istotnosc takiej roznicy. Grupa osdb
zdrowych charakteryzowata sie nizszg wartoscig obserwowanych cech (Mdm = 289,0)
Z Wyzszg miarg rozrzutu (MAD = 54,9) niz osoby z AD (Mdm = 300,5; MAD = 16,3). Co
moze oznaczacé, ze osoby zdrowe (ZDR) byty bardziej zr6znicowane pod wzgledem
mikrobiomu jamy ustnej niz osoby z AD. Wartos¢ wskaznika sity efektu eta kwadrat
(e2=0,12) wskazuje, ze efekt ten byt umiarkowany. W przypadku pozostatych zmiennych
nie stwierdzono istotnych réznic w wariancjach: wskaznika Shannona-Wienera

(x*(1) =0,09; p=0,764; ppexy=0,928; €2 = 0,04); rownocennosci Pielou (x* (1) = 1,37;
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p =0,242; pery=0,718; €% = 0,02); roznorodnosci filogenetycznej Faitha (x* (1) = 1,08;
p = 0,299; pemy = 0,718; € = 0,003); CHAOT (x* (1) = 3,61; p = 0,058; p@Ey = 0,348;
€2=0,10) oraz Simpsona (x* (1) = 1,20; p =0,273; pem=0,718; €= 0,01).
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Rys. 24. Wskazniki réznorodnosci alfa dla oséb z AD i ZDR

Na rysunku przedstawiono wykresy pudetkowe w szesciu panelach, po jednym dla kazdego wskaznika
roznorodnosci alfa. Na kazdym panelu poréwnano dwie grupy: grupe osob zdrowych poznawczo (ZDR)
oraz grupe 0s6b z chorobg Alzheimera (AD). Punktami oznaczono obserwacje. Réznice w medianach
zbadano testem Manna-Whitneya z korekcjg Benjamini-Hochberga. Nie stwierdzono rdéznic miedzy
grupami dla wskaznikéw: obserwowanych cech (U=57,5; p =0,622; pn) = 0,928; rs = 0,109), Shannona-
Wienera (U = 63; p = 0,880; peny = 0,928; rc = 0,038), réwnocennosci Pielou (U = 57; p = 0,607;
pen = 0,928; 15 =0,115), réznorodnosci filogenetycznej Faitha (U=61; p =0,786; pen) = 0,928; re = 0,064),
CHAO1 (U = 64; p = 0,928; pen = 0,928; rg = 0,026) oraz Simpsona (U = 78; p = 0,486; pem = 0,928;
re=0,154).

Aby odpowiedzie¢ na pytanie czy roznorodnos¢ mikrobiomu oséb z AD i oséb
kognitywnie zdrowych rézni sie w obu grupach w zaleznosci od parametrow
periodontologicznych (BOPXT, PD i CAL) oraz wskaznika higieny APl wykonano test rang
Spearmana. Analiza wykazata, ze zadna z rozpatrywanych par zmiennych nie wykazata
statystycznie istotnych korelacji. Wartosci  wspotczynnikow — korelacji  rho
zaprezentowano na rysunku 25. Niemniej, pomimo braku istotnosci w przypadku czesci

zmiennych zaobserwowano umiarkowane korelacje (skala Guillforda). W grupie osob
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ZDR rownocennos$¢ Pielou jest dodatnio skorelowana ze zmienng APIl, co moze
oznaczac powigzanie higieny jamy ustnej z rownomiernoscig gatunkowa mikrobioty.
W grupie AD zaobserwowano natomiast dodatnig korelacje miedzy réznorodnoscia
filogenetyczng Faitha oraz zmienng PD, a takze negatywne korelacje dla wskaznika CAL
oraz obserwowanych cech i réznorodnosci Faitha. Celem poréwnania czy
obserwowane wskazniki korelacji byty istotnie rézne miedzy grupami ZDR i AD

wykonano test rownosci wspotczynnikdw korelacji z transformacjag Fishera oraz korekta
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Rys. 25. Korelacja rang Spearmana dla wskaZnikow rdoznorodnosSci alfa | zmiennych
periodontologicznych

Na panelu AD zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy AD, na panelu ZDR
zamieszczono mape ciepta dla korelacji rang Spearmana grupy ZDR. Prawdopodobieristwo testowe (p)
obliczone z uwzglednieniem poprawki Benjamini-Hochberga. Brak istotnych korelacji przy zatozeniu
wartosci krytycznej prawdopodobienstwa a = 0,05. Wartosci p>0,05 nie zamieszczono. Na wykresie
zastosowano ciggtg skale kolordw do przedstawienia wspotczynnikow korelacji rho wraz zich nominalng
wartoscia.

Wynik analizy zaprezentowany na rysunku 26 wykazat, ze nie ma istotnych roznic
w wartosciach wspotczynnikow rho miedzy grupami.

Podsumowujgc, réznorodnos¢ mikrobiomu jamy ustnej w przebadanych
probkach sliny wyrazona jako réznorodnosc¢ alfa nie rozni sie pomiedzy grupg osob
zdrowych poznawczo (ZDR) i dotknietych choroba Alzheimera (AD). Oznacza to, ze
ogolna roznorodnos¢ mikrobiologiczna pacjentow z AD i grupy kontrolnej byta taka
sama. Jednak zauwazono bardzo wyraZzng tendencje, ze osoby zdrowe (ZDR) mogg by¢
bardziej zréznicowane pod wzgledem mikrobiomu jamy ustnej niz osoby z AD na co

wskazuje istotna warto$¢ p przed zastosowaniem poprawki Benjamini-Hochberga,
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a brak réznic pomiedzy grupami moze wynika¢ z niewielkiej liczby przebadanych
probek. Osoby zdrowe charakteryzowaty sie nieco wiekszg wariancjg obserwowanych

cech niz pacjenci.

Test Fishera AD vs. ZDR

Obserwowane Cechy | 0.777 | 0.777 | 0777 | 0.768

Entropia Shannona | 0.768 | 0820 | 0.768 | 0777

Réwnocennosé Pielou 0.777 0.777 0777 0.861

Réznorodnosé filogenetyczna Faitha | 0.907 | 0.777 | 0.819 | 0.768

Wskaznik CHAO1 0768 | 0830 | 0777 | 0.768

Wskaznik Simpsona | 0.768 | 0.777 | 0.768 | 0.928

BOPXT  API FD CAL

Rys. 26. Wartos¢ prawdopodobieristwa testowego dla testu Fishera z korekta
Bejamini-Hochberga dla wskaznikdw roznorodnosci alfa | zmiennych
periodontologicznych

Moze to oznaczac, ze osoby zdrowe charakteryzujg sie wiekszg zmiennoscig
0sobniczg niz osoby z AD. Podobnie wyzszg roznorodnoscig cechowaty sie probki osob
z grupy ZDR pod wzgledem wskaznika CHAO1 okreslajacej bogactwo gatunkowe
probek w poréwnaniu do oséb z AD. Roznorodnosc alfa nie koreluje ze zmiang wartosci
wspotczynnikow periodontologicznych w zadnej z badanych grup. Pomimo braku
istotnosci mozna jednak zaobserwowaC pewne zaleznosci. W przypadku korelacji
zmiennych okreslajacych réznorodnosc¢ gatunkowag ze zmiennymi okreslajacymi stan
zapalny przyzebia mozna byto zauwazyc, ze osoby z AD cechowaty sie generalnie nizszg
réznorodnoscig alfa wraz ze wzrostem utraty przyczepu CAL co moze oznaczac, ze wraz
z zaawansowaniem PeD dochodzi do zmniejszenia réznorodnosci mikrobioty jamy
ustnejosdb z AD.

Réznorodno$¢ beta — czyli roznice miedzy spotecznosciami bakterii dwoch
siedlisk (AD i ZDR). Ocene réznic w sktadzie mikrobiomu jamy ustnej pomiedzy
probkami $liny dla dwodch grup przeprowadzono z wykorzystaniem czterech miar

réznorodnosci beta: wskaznika Jaccarda, Bray-Curtisa, Unweighted i Weighted UniFrac
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(Materiaty i Metody). Miary wskaznikow wyrazone jako macierze odlegtosci poddano
analizie PCoAw celu wizualizacji roznic miedzy grupamina dwuwymiarowa ptaszczyzne
i przedstawiono na rysunku 27. W zadnym z zastosowanych wskaznikéw nie
wyodrebniono jednoznacznego rozréznienia na grupe AD oraz ZDR. W celu zbadania czy
istniejg istotne réznice miedzy grupami w roznorodnosci taksonéw i czy majg one
zwigzek z PeD przeprowadzono nieparametryczny test PERMANOVA z interakcjg dla
999 permutacji. Testowane zmienne periodontologiczne obejmowaty cztery wskazniki

(BOPXT, API, PD, CAL) w interakcji ze zmiennag alzheimer.

Indeks Jaccarda

d ® 7DR . 3

Indeks Bray-Curtisa
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-0.50

Rys. 27. Analiza gtownych wspotrzednych (PCoA)

-0.4

-0.2 0.0 0.2
PC1 (Wyja$niana w ariancja 17,49%)

Weighted UniFrac

-0.5 0.0 0.5
PC1 (Wyja$niana w ariancja 37,23%)

Homogenicznos¢ dyspersji sprawdzono testem ANOVA dla wskaznika Jaccarda (F(1;21) = 0,110; p =
0,744; n? = 0,005), wskaznika Bray-Curtisa (F(1;21) = 0,994; p = 0,330; n? = 0,045), Unweighted UniFrac
(F(1;21)=0,144; p =0,708; n?= 0,007) oraz Weighted UniFrac (F(1;21) = 1,092; p = 0,308; n?= 0,049). Na
turkusowo zaznaczono grupe 0s6b z chorobg Alzheimera (AD), na czarno grupe 0s0b zdrowych
poznawczo (ZDR). PC1 - pierwsza gtdwna wspotrzedna, PC2 — druga gtéwna wspoétrzedna, w nawiasach
podano procent wyjasnianej zmiennosci wariancji przez zastosowang gtowng wspoétrzedna.
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Na podstawie analizy nie stwierdzono istotnych réznic miedzy grupami AD i ZDR
dla zadnego z zastosowanych wskaznikow roznorodnosci beta i wskaznikow
periodontologicznych. Zbiorczo przedstawiono wyniki tylko dla interakcji BOPxT, API,
PD i CAL ze zmienng alzheimer dla poszczegolnych wskaznikow réznorodnosci beta
w Dodatku (Tabele D8-D11). Mikrobiomy jamy ustnej oséb zdrowych i chorych nie
stanowig osobnych grup, a zmienne periodontologiczne nie ttumacza obserwowane;j
zmiennosci w réznorodnosci beta.

W kolejnym etapie scharakteryzowano obie grupy — AD i ZDR —na poziomie typu
(phylum), rodziny (family) oraz rodzaju (genus) dla wybranych taksondéw wzgledem ich
obfitosci. Na rysunku 28 przedstawiono poréwnanie struktury taksonéw mikrobiomu
(wzglednej obfitosci) dla grupy ZDR i AD na poziomie typu (phylum). Kazdy wariant
sekwencju amplikonu (ASV) zostat jednoznacznie zaklasyfikowany do jednego z 20
wyodrebnionych typéw bakterii. Obserwacje, kore nie mogty by¢ przyporzadkowane do
zadnego z taksonow tego rzedu zostaty wtgczone do grupy inne. Piecioma najbardziej
dominujgcymi typami bakterii w zbadanych probkach Sliny byty: Firmicutes,

Proteobacteria, Bacteroidetes, Saccharibacteria oraz Fusobacteria.

ZDR AD
0

. Firmicutes . Verrucomicrobia

. Spirochaetae . Planctomycetes

. Proteobacteria . Fibrobacteres
Bacteroidetes . Omnitrophica

. Actinobacteria Acidobacteria

. Synergistetes . Elusimicrobia

. Fusobacteria . Gracilibacteria

Cyanobacteria Chloroflexi
025 I I I

Rys. 28. Pordwnanie struktury taksonéw mikrobioty grupy ZDR i AD na poziomie typu (phylum)

1.

o

0.

u
o

0.

<]
o

. Absconditabacteria. Peregrinibacteria
. Saccharibacteria inne

. Tenericutes

Szczegolnie istotne w kontekscie mikrobioty jamy ustnej sg Saccharibacteria

oraz Fusobacteria, wsrod ktorych znajdujg sie bakterie naturalnie zasiedlajace jame
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ustna cztowieka. Na rysunku 29 przedstawiono wykresy pudetkowe przedstawiajgce
rozktad wzglednej obfitosci pieciu najliczniej reprezentowanych typow bakterii.
Stosujgc test U Manna-Whitneya stwierdzono, ze nie ma istotnych réznic pomiedzy
grupami we wzglednej obfitosci Firmicutes (U = 74; p = 0,651; p@er = 0,651; rs = 0,10),
Saccharibacteria (U =79; p = 0,449; pey= 0,561; rs = 0,17) oraz Fusobacteria (U = 80;
p =0,413; pey= 0,561; rc =0,18). W przypadku Bacteroidetes stwierdzono istotne
roznice we wzglednej obfitosci dla nieskorygowanej wartosci prawdopodobienstwa
(U =26; p=0,013; pey= 0,065; rs =0,51). Analiza median wykazata, ze osoby z AD
charakteryzujg sie wyzszg wzgledna obfitoScig Bacteroidetes (Mdn = 0,31; MAD = 0,11)
nizZDR (Mdn =0,22; MAD = 0,08). Warto$¢ wspoétczynnika korelacji dwuseryjnej Glassa
(rs), wskazata na silny zwigzek wzglednej obfitosci Bacteroidetes z obecnoscig AD
(re = 0,51). Pomimo braku istotnosci zaobserwowano réwniez réznice o umiarkowane;j
sile efektu we wzgednej obfitosci Proteobacteria (U = 92; p = 0,118; pey = 0,295;
re = 0,33). Osoby zdrowe poznawczo charakteryzowaty sie wyzszg wzgledng obfitoscig
bakterii nalezacych do typu Proteobacteria (Mdn = 0,29; MAD = 0,06) niz osoby z AD
(Mdn =0,19; MAD = 0,14).

Firmicutes Proteobacteria Bacteroidetes Saccharibacteria Fusobacteria
0.6 1 054 P=0,013 0.3 0.3
Peny = 0,065
0.6
0.4 4
B
k<) 0.4 0.24 0.24
b 0.3 1
2 0.4
@
o
B
Ej 0.2 - 0.1 0.1
= : e : ;
0.1 é +
0.0 0.04 0.04 0.0+ 0.04
ZDR AD ZDR AD ZDR AD ZDR AD ZDR AD

Rys. 29. Wzgledna obfitoS¢ taksonow na poziomie typu (phylum) dla pieciu najliczniej
reprezentowanych taksonow

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gorna krawedz pudetka Q3 (kwantyl 3), srodkowsa linig
pudetka oznaczono mediang, dolna krawedz pudetka Q7 (kwantyl 1). Wasy oznaczajg wartosci
maksymalne i minimalne niebedgce wartosciami odstajacymi. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na
turkusowo grupe AD.
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Na poziomie rodziny (family) jednoznacznie zidentyfikowano 92 taksony. Na tym
poziomie zbadano roznice we wzglednej obfitosci dla rodziny Porphyromonadaceae, do
ktoérej nalezg dwie z trzech bakterii sktadajgcych sie na tzw. ,czerwony kompleks”, czyli
Tannerella forsythia i Porphyromonas gingivalis, ktére sg najczestszg przyczyng PeD.
Réznice w rozktadzie wzglednej obfitosci Porphyromonadaceae miedzy grupami
zaprezentowano na rysunku 30. Pomimo braku istotnosci (U =48, p = 0,287, rs = 0,23),

grupa AD charakteryzuje sie wyzszg przecietng wzgledng  obfitoscig

Porphyromonadaceae (Mdm = 0,030) niz grupa 0sOb zdrowych poznawczo
(Mdm =0,022).
Porphyromonadaceae

0.061

0.04 1

0.021

0.001

ZDR AD

Rys. 30. Wzgledna obfitosS¢ rodziny Porphyromonadaceae

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gérna krawedz pudetka Q3
(kwantyl 3), srodkowa linig pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz
pudetka Q7 (kwantyl 1). Wasy oznaczajg wartosci maksymalne i minimalne
niebedgce wartosciami odstajgcymi. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na
turkusowo grupe AD.

Na najnizszym mozliwym do zidentyfikowania poziomie taksonomicznym
przebadano wzgledng obfitosS¢ bakterii wchodzgcych w sktad ,,czerwonego kompleksu”
w obu grupach. Oprécz T. forsythia i P. gingivalis w sktad grupy wchodzi rowniez
T. denticola nalezgca do rodziny Treponemataceae. Analize obfitosci wykonano na
poziomie rodzaju (genus) uwzgledniajac taksony Tannerella spp., Porphyromonas spp.

oraz Treponema spp. Grupy AD i ZDR pordwnano z wykorzystaniem testu U Manna-
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Whitneya z korekcjg Bejamini-Hochberga. Na rysunku 31 zamieszczono wykresy
pudetkowe rozktadu wzglednej obfitosci poréwnywanych taksonow dla dwoch grup.
Statystycznie nie wykazano réznic we wzglednej obfitosci Tannerella spp. (U = 65;
p =0,976; p@ry=0,976; rs = 0,01), Porphyromonas spp. (U=45; p=0,212; pem=0,636;
re = 0,27) oraz Treponema spp. (U = 62; p = 0,833; pexy = 0,976; rc = 0,05) miedzy
grupami. Na rysunku 31 mozna jednak zauwazy¢, ze wzgledna obfitos¢ Porphyromonas
spp. réznita sie miedzy grupami AD i ZDR. Wykonano zatem dalsze poréwnania. Analiza
median wykazata, ze osoby z AD charakteryzowaty sie wyzsza wzgledng obfitoscig tej

bakterii (Mdm = 0,02; MAD = 0,02) niz osoby zdrowe poznawczo (Mdm = 0,01;

MAD = 0,01).
Treponema spp. Porphyromonas spp. Tannerella spp.
0.005 1
00204
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0.004 -
8 00151
2
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Rys. 31. Wzgledna obfitos¢ taksondéw Tannerella spp., Porphyromonas spp. oraz
Treponema spp.

Na wykresie zamieszczono wykresy pudetkowe. Gérna krawedZ pudetka Q3 (kwantyl 3),
$rodkowa linig pudetka oznaczono mediane, dolna krawedz pudetka Q7 (kwantyl 1). Wasy
oznaczajg wartosci maksymalne i minimalne niebedace wartosciami odstajgcymi. Kropkami
o0znaczono wartosci odstajgce. Na szaro zaznaczono grupe ZDR, na turkusowo grupe AD.

Podsumowujac, pacjenci z AD charakteryzowali sie wyzszg wzgledng obfitoscia
Bacteroidetes, a takze wyzszym udziatem Porphyromonadaceae i Porphyromonas spp.
w mikrobiocie jamy ustnej niz grupa ZDR. Dodatkowo, zaobserwowano, Ze 0soby
zdrowe poznawczo posiadaty wyzszy udziat Proteobacteria we wzglednej obfitosci niz

chorzy z AD.
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4.13. Analiza zwigzku miedzy sktadem mikrobiomu jamy ustnej a odpowiedzig
cytokinowg PBLs na LPS-PG

Ocene zwigzku miedzy roznorodnoscig sktadu mikrobiomu Sliny pacjentéw
wyrazonej przez wskazniki réznorodnosci alfa a odpowiedzig cytokinowg leukocytow
ex vivo w grupach AD i ZDR przeanalizowano przy pomocy analizy korelacji rang
Spearmana z korektg Benjamini-Hochberga. Wyniki analizy nie wykazaty aby
wspotczynniki korelacji rho byty istotnie rézne od zera (rysunek 32), jednak analiza
wartosci wspotczynnikow dla niektérych z par zmiennych wskazata umiarkowang
zaleznos$c¢, ktora moze miec rzeczywisty efekt (skala Guillforda).

ZDR AD
Observicvatia Gchy

Tm——

Réznorodnost logenetyczna Faitha

Wskaznik CHAO1

Wskaznik Simpsona

IFN-y TNF-a IL-1B IL-6 IL-10 IL-15 IFN-y TNF-a IL-1B IL-6 IL-10 IL-15

Rys. 32. Mapa korelacji rang Spearmana dla wskaznikéw réznorodnosci alfa i stezen cytokin

Prawdopodobienistwo testowe (p) obliczone z uwzglednieniem poprawki Bejamini-Hochberga. Brak
istotnych korelacji przy zatozeniu wartos$ci krytycznej prawdopodobienstwa a = 0,05. Wartosci p>0,05 nie
zamieszczono. Na osi odcietych zamieszczono cytokiny, natomiast na osi rzednych wskazniki
réznorodnosci alfa. Na wykresie zastosowano ciggta skale koloréw do przedstawienia wspoétczynnikdw
korelacji rho wraz zich nominalng wartoscia.

Najsilniejszg  korelacjg roznorodnosci alfa z badanymi cytokinami
charakteryzowaty sie osoby z AD. Zaleznosc ilosci uwalnianego IFN-y z obserwowanymi
cechamiiindeksem CHAO1 wyniosta odpowiednio rho = 0,66 i rho = 0,58 podczas gdy
osoby zdrowe poznawczo posiadaty ujemnag wartosc korelacji (odpowiednio rho =-0,12
i rho = -0,17), co oznacza stabg zalezno$¢. W obu grupach zaobserwowano ujemng
korelacje réznorodnosci alfa ze stezeniem TNF-q, jednak to w grupie ZDR zaleznosc¢ ta
przyjmuje wyzsze bezwzgledne wartosci, podobnie jak w przypadku IL-18.

Zaobserwowano tendencje do uwalniania znacznie wiekszych ilosci cytokin

przez PBLs w odpowiedzi na LPS-PG wsrdod osob z AD o wyzszej roznorodnosci alfa
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(obserwowane cechy i indeks CHAO1) w poréwnaniu do grupy ZDR, u ktérych wraz ze
wzrostem réznorodnosci alfa obserwowano, ze leukocyty krwi obwodowej uwalniajg
znacznie mniejsze ilosci cytokin pro- i przeciwzapalnych.

Otrzymane dla badanych grup wspotczynniki korelacji rho przeanalizowano pod
katem réznic miedzygrupowych za pomocg testu Fishera z transformacjg z (177)
stosujgc poprawke Bejamini-Hochberga. Na rysunku 33 zamieszczono wartosc
skorygowanego prawdopodobienstwa testowego testu Fishera badajgcego roznice
w korelacjach Spearmana pomiedzy grupg AD i ZDR. Pomimo umiarkowanie silnego
efektu dla niektérych zmiennych nie stwierdzono istotnych réznic we wspotczynnikach

rho pomiedzy grupami.

Test Fishera AD vs. ZDR

Obserwowane Cechy = 0.536 0.760 = 0536 0.542 | 0902 0.902

Entropia Shannona = 0.902 = 0.902 @ 0.760 0.891 | 0.902 0.902

Réwnocennosé Pielou 0.902 0905 0902 | 0.902 | 0902 0.902
Roéznorodnosc filogenetyczna Faitha =~ 0.905 =~ 0.902 = 0.902  0.891 | 0.902 | 0.891
Wskaznik CHAO1 = 0.536 0.763 @ 0.536 0.536 | 0.902 0.902

Wskaznik Simpsona = 0.902 | 0.902 = 0.556 0.760 | 0.902  0.902
IFN-y  TNF-a IL-1B IL-6 IL-10 IL-15

Rys. 33. WartosS¢ prawdopodobieristwa testowego dla testu Fishera z korektg
Bejamini-Hochberga

Podsumowujgc, nie stwierdzono istotnego zwigzku pomiedzy réznorodnoscia
mikrobioty jamy ustnej a odpowiedzig cytokinowag zarowno w grupie ZDR jak i osob
z AD. Jednak pomimo matej grupy badanej zaobserwowano ciekawe zaleznosci. Osoby
zdrowe poznawczo charakteryzowaty si¢ silniejszg korelacjg iloSci wytwarzanego
TNF-a w odpowiedzi na LPS-PG z réznorodno$cig alfa, co oznacza ze wieksza
réznorodnos$¢ mikrobioty jamy ustnej skutkowata mniejszg produkcjg tej cytokiny niz
wsréd oséb z AD. W przypadku 0séb z grupy AD wieksze ilo$ci wydzielonych IFN-y i IL-6

zwigzane byty z wyzszg roznorodnoscig mikrobioty w tej grupie.
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5. DYSKUSJA

Oproécz patologii amyloidu-B i biatka tau takze stan zapalny zostat powigzany
z rozwojem i postepem choroby Alzheimera (AD). Pomimo wielu lat badan, wcigz nie
jest jasne jakie moga byC¢ potencjalne zrodta przewlektego stanu zapalnego w AD.
Jednak ogdlnoustrojowy stan zapalny, rozwijajgcy sie na skutek infekcji, wydaje sie
wspiera¢ hipoteze zapalng rozwoju AD. Liczne badania eksperymentalne rowniez
wskazujg na mikroorganizmy/infekcje jako jeden z czynnikéw ryzyka rozwoju AD
(76,178). Obecnie AD jest uznawana za chorobe ogoélnoustrojowg z silnym
komponentem zapalnym w mdézgu i na obwodzie (77,179).

Od ponad dekady pojawiajg sie dowody sugerujgce zwigzek miedzy spadkiem
funkcji poznawczych u 0séb z demencjg a paradontozg (PeD) — chorobg zapalng jamy
ustnej wywotang infekcjg bakteryjng. Wstepne badania potwierdzajg, ze stan zapalny
wywotany przez periopatogeny, moze by¢ jednym z czynnikow przyspieszajgcych rozwoj
AD (180), jednak zwigzek miedzy patogenezg PeD i AD nadal nie zostat w petni
wyjasniony, co uzasadnia potrzebe dalszych prac w tym obszarze. Brakuje
molekularnych podstaw wyjasniajgcych relacje, ktora tgczy te dwie choroby oraz
jednoznacznych dowodow na zmiany w funkcjonowaniu komorek odpornosciowych.
Badania nad rolg PeD w patologii AD sg w petni uzasadnione: po pierwsze, ze wzgledu
na potwierdzony zwigzek PeD z szeregiem chorob uktadowych, takich jak choroby
uktadu krazenia, nowotwory jamy ustnej i jelita grubego, problemy zotadkowo-jelitowe,
czy cukrzyca (126); po drugie, ze wzgledu na bliskie potozenie anatomiczne jamy ustnej
i mozgu oraz mozliwosc¢ tatwego dostepu patogenow jamy ustnej i ich produktéw do
mozgu; po trzecie, czestos¢ wystepowania PeD wsrdd pacjentéw z AD jest wyzsza niz
w 0goélnej populacji oséb starszych (181). Pojawia sie zatem pytanie, czy obwodowe
komorki odpornosciowe, wystawione na ciggte dziatanie periopatogendw oraz
produktow ich metabolizmmu, moga wptywac na procesy zapalne w mozgu, ktore z kolei
nasilajg postep AD. Dlatego gtownym celem badan byta kompleksowa analiza
wspotzaleznosci miedzy AD i PeD na poziomie klinicznym, na poziomie funkcjonowania
obwodowych komodrek odpornosciowych, molekularnym oraz mikrobiologicznym.

Zrozumienie tych zaleznosci w potgczeniu z najnowszymi danymi literaturowymi miato
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na celu opracowanie W przysztosci nowych strategii postepowania/leczenia AD, ktore
mogtyby zapobiegac lub spowalniac¢ postep choroby.

W niniejszej pracy po raz pierwszy pokazano, ze moze istnie¢ rzeczywisty
zwigzek miedzy chorobg Alzheimera (AD) a paradontozg (PeD). Na podstawie badan
wykonanych z udziatem 68 oséb i analizy uzyskanych danych z wykorzystaniem modelu
regresji liniowe] wykazano, ze wraz z pogarszaniem sie funkcji poznawczych,
mierzonych testami MMSE i MoCA, ros$nie takze obcigzenie zapalne tkanek przyzebia,
mierzone stopniem krwawienia dzigset z uwzglednieniem liczby zebow (BOPXT).
Wprowadzenie tej miary pozwolito na lepsze zobrazowanie wielkosci powierzchni
tkanek przyzebia objetych stanem zapalnym, co moze miec istotne implikacje kliniczne
w rozwoju AD. Udowodniono rowniez, ze stan zapalny przyzebia jest wiekszy u 0sob
z zaawansowana postacig AD w poréwnaniu do 0osob zdrowych ale rowniez w stosunku
do os6b o tagodnej i umiarkowanej postaci AD. Oznacza to, ze stan zaawansowania AD
i PeD sg ze sobg dodatnio skorelowane. Wspotwystepowanie znanych czynnikéw ryzyka
AD wraz z PeD moze by¢ znaczgce dla relacji tych dwoéch chordb sugerujac ich
niezalezny rozwoj. Podobnie jak stan zapalny przyzebia, AD réwniez uwazana jest za
chorobe o podtozu zapalnym, zwigzanym zwtaszcza ze stanem zapalnym w mozgu
(neuroinflammation), ale rowniez z ogolnoustrojowym stanem  zapalnym
charakteryzujacym sie podwyzszonymi markerami stanu zapalnego obecnymi we krwi
takimi jak IL-1B, TNF-q, czy IL-12 (182). Mimo to, mozna przypuszczac, ze miejscowy
stan zapalny w jamie ustnej jest raczej wynikiem lokalnych zmian w obrebie przyzebia
anizeli wynikiem ogolnoustrojowego zapalenia lub zmian zapalnych w mézgu. Ma to
szczegoblne znaczenie dla osob chorych. Dodatkowe zrédto czgsteczek prozapalnych,
ktére moga tatwo przedostawac sie do krwiobiegu z pewnoscig wptywa negatywnie na
ogolny stan, i tak juz ostabionego pacjenta, co moze przyczyniaC sie do szybszej
i bardziej agresywnej progresji AD. Opublikowane dotychczas prace wykorzystujace
metaanalize danych potwierdzajg, ze obecnos¢ paradontozy wigze sie z wyzszym
ryzykiem rozwoju demencji w przysztosci (25,183-187), jednoczesnie podkreslajgc, ze
wymagane sg dalsze badania a obserwowane zaleznosci mogg by¢ obarczone duzym
ryzykiem btedu. W badaniach retrospektywnych (127) potwierdzono wyzsze ryzyko
rozwoju AD (OR = 1,707) u osob z 10-letnim narazeniem na PeD. Jednoczesnie

zaznaczono, ze U pacjentow z paradontozg stwierdzono roéwniez istotnie czestszg
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hiperlipidemie, depresje, urazy mozgu oraz wystgpowanie innych chorob
wspotistniejgcych w poréwnaniu do o0sob nienarazonych. Dodatkowo, pacjenci
czesciejzamieszkujg obszary o wysokim wspotczynniku urbanizacji, co moze wigzac sie
np. Z WyZsSzym narazeniem na zanieczyszczenia powietrza. Jedng z pierwszych prob
klinicznego powigzania obu choréb byty badania prowadzone m. in. przez zespot Gil-
Montoya i wsp. (188) w populacji Granady, w Hiszpanii. Autorzy pracy wykazali, ze
0gdblny stan zdrowia jamy ustnej u 0soéb z deficytami poznawczymi byt gorszy niz
w grupie 0s6b zdrowych. Ryzyko uposledzenia funkcji poznawczych byto 1,72-krotnie
wieksze u 0séb zmniejszg liczbg zebow. Ponadto, podobnie jak w prezentowanych tutaj
badaniach, autorzy wykazali, ze wskaznik krwawienia dzigset byt istotnie zwigzany ze
stopniem uposledzenia funkcji poznawczych. Dodatkowo autorzy wykazali
umiarkowane i statystycznie istotne powigzanie miedzy parametrem CAL
a uposledzeniem funkcji poznawczych. Badania Gil-Montoya i wsp. (188) nie wyjasniajg
jednak w petni zwigzku miedzy AD i PeD, gtownie ze wzgledu na zastosowane metody
badawcze (wykorzystanie tzw. Phototestu do oceny zaburzen poznawczych)
i niejednorodng grupe badang, ktorg w tym przypadku stanowity osoby z réznym
zaawansowaniem deficytow poznawczych z czego 70% stanowili pacjenci z AD
a pozostate 30% osoby z inng formg demencji. Odpowiednie narzedzia diagnostyczne
sg niezbedne do prawidtowej oceny funkcji poznawczych, dlatego w ocenie kliniczne;j
uczestnikow prezentowanego w pracy badania wykorzystane zostaty testy MMSE oraz
MoCA, ktére obecnie sg najczesciej stosowanymi skalami w ocenie funkcji
poznawczych. W innych badaniach Kamer i wsp. (189) potwierdzili zalezno$¢ utraty
przyczepu tgcznotkankowego (CAL) od stopnia obcigzenia biatkiem AR w mdzgach
starszych osob kognitywnie zdrowych przy uwzglednieniu zmiennych zaburzajgcych
takich jak wiek, obcigzenie apoliproteing E oraz palenie (189). Moze to oznaczac, ze
stan zapalny obecny w jamie ustnej jest istotnym czynnikiem ryzyka AD, jednak na
podstawie przeprowadzonych badan autorzy nie mogli w petni wnioskowa¢ o zwigzku
przyczynowo  skutkowym. W  badaniach podtuznych (longitudinalnych)
przeprowadzonych przez Ide i wsp. (190) trwajgcych 6 miesiecy stwierdzono wieksze
pogorszenie funkcji poznawczych u 0séb z zapaleniem przyzebia niz u 0séb ze zdrowym
przyzebiem, jednak zaleznosc¢ ta dotyczyta jedynie testu ADAS-COG (ang. Alzheimer's

Disease Assessment Scale-Cognitive Subscale). Stosujgc test standaryzowany MMSE
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uwzgledniajac jednoczesnie wiek i pte¢ pacjentow nie stwierdzono istotnej réznicy
w punktacji MMSE. Chociaz dowody z badan wykazujg, ze infekcje przyzebia nasilajg
patologie AD i zwiekszajg ilos¢ odktadanego AR, a przewlekty stan zapalny przyzebia
moze przyspiesza¢ rozw6j AD poprzez ogolnoustrojowa odpowiedz uktadu
odpornosciowego, wcigz potrzebne sg dalsze badania aby zrozumie¢ doktadny
mechanizm molekularnyirole nieswoistej odpowiedzi immunologicznej w patofizjologii
AD (191).

Stan zapalny jest cechg wspdlng AD i PeD, co oznacza, ze elementem
posredniczacym miedzy tymi dwoma schorzeniami jest uktad odpornosciowy. Zmiany
funkcjonalnosci obwodowych komorek odpornosciowych, ktére kragzg miedzy
obwodem a moézgiem moga by¢ waznym mechanizmem lezgcym u podstaw zwigzku AD
i PeD. Istotnym aspektem, wartym szczegdlnego podkreslenia, jest w tym przypadku
analiza sktadu morfotycznego krwi. Wiele badan wskazuje bowiem na zmiany
w rozktadzie m.in. limfocytow (192,193) u 0séb z AD, co moze okazacC sie uzyteczne
w kontekscie poszukiwania wczesnych markerdw choroby (194). Analiza profilu
komoérek immunologicznych krwi  obwodowej wykazata, ze pacjenci z AD
charakteryzowali sie istotnie mniejszg ogolng liczbg biatych krwinek, w tym limfocytéw
i monocytéw niz osoby zdrowe poznawczo. Réznice w subpopulacjach i rozktadzie
poszczegodlnych  rodzajow  komorek  odpornosciowych moga mie¢ swoje
odzwierciedlenie w obserwowanych roznicach w odpowiedzi odpornosciowe;
u pacjentow i osob zdrowych. Mozna takze wnioskowacd, ze profil komorek
odpornosciowych 0sob obcigzonych AD jako pierwszy wskazuje na potencjalne
niedobory immunologiczne zaréwno wrodzonej jak i nabytej odpornosci. W badaniach
Richartz-Salzburger i wsp. u 0s6b z AD stwierdzono spadek liczby limfocytow T (CD3)
przy niewielkim wzroscie subpopulacji CD4* i spadku liczby CD8*, a takze spadek liczby
limfocytéow B (CD19%). Nie stwierdzono natomiast zmian w liczbie komorek NK
(CD16'56*) (192). Spadek w liczbie komodrek odpornosciowych oraz zmiana
w proporcji poszczegolnych populacji i subpopulacji moze wigzac sie z przedwczesng
immunosenescencjg u 0séb z AD bedac jedng z przyczyn zmian w funkcjonowaniu
odpowiedzizapalnej (192). W naszych badaniach szczegolnie wazna wydaje sie rowniez
mniejsza liczba monocytdw zaobserwowana u pacjentdw AD w poréwnaniu do osdb

zdrowych poznawczo. Jak pokazano w badaniach Luo i wsp., mniejsza liczba
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monocytow jest zwigzana z wyzszym ryzykiem rozwoju AD (195) co potwierdza istotng
role nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej w patogenezie choroby. Autorzy wykazali
bowiem, ze monocyty regulujg poziom AB we krwi, a przywrocenie sprawnej fagocytozy
AB przez monocyty krwi stanowi potencjalng strategie terapeutyczng w AD. Wzrost
obcigzenia biatkiem amyloidowym wraz z wiekiem, przy rownoczesnym spadku liczby
komorek zaangazowanych w jego usuwanie, moze prowadzi¢ do nadmiernej
akumulacji AB i wzmozonego stanu zapalnego (196). Wraz z rozwojem AD zdolnosc¢
fagocytarna monocytéw maleje, zwieksza sie natomiast ich aktywno$¢ prozapalna
uposledzajac funkcjonowanie uktadu odpornosciowego na obwodzie (197).
Dodatkowo, na skutek zwigkszonej przepuszczalnosci BBB, aktywowane monocyty
wraz z innymi komaérkami odpornosciowymi moga przedostawac sie do mdézgu bedac
jedng z przyczyn rozwijajgcego sie tam stanu zapalnego (198). Oprocz zmniejszone;j
ilosci najwazniejszych subpopulacji leukocytéw w niniejszych  badaniach
zaobserwowano réwniez, ze pacjenci z AD charakteryzowali sie mniejszg liczbg ptytek
krwi niz osoby zdrowe poznawczo. Ptytki krwi sg gtownym zrédtem AB w osoczu, jako ze
sg zdolne do wytwarzania APP i enzymow degradujacych APP — sekretaz. Uszkodzenia
naczyn krwionosnych obserwowane w AD powodowane sg wtasnie przez aktywowane
ptytki krwi, ktére w wyniku degranulacji uwalniajg AB (194). W efekcie obserwuje sie
korelacje stosunku roznych izoform APP z progresja AD (199). Aktywowane ptytki krwi
mogag tworzy¢ agregaty lub konglomeraty z leukocytami (199) co moze powodowac
uszkodzenia naczyn krwionosnych. Wykazano, ze aktywowane ptytki krwi moga wigzac
sie do ztogow AB w mozgach myszy powodujac okluzje naczyn krwionosnych
i zaburzajgc mikrocyrkulacje krwi prowadzac do neurodegeneracji (194). By¢ moze
obserwowany tutaj nizszy udziat ptytek krwi u pacjentow z AD zwigzany jest
z ich nadmierng aktywacja i odktadaniem w postaci agregatow w mozgu oraz
naczyniach krwionosnych. Poglad taki wymaga jednak weryfikacji i dalszych badan.
W prezentowanych badaniach zaobserwowano rowniez, ze osoby z AD
charakteryzowaty sie wyzszymi stezeniami erytrocytow oraz hemoglobiny niz osoby
zdrowe poznawczo. Erytrocyty wigzg sie z krgzacym AB we krwi, ktérego stezenie
wewnatrz tych komorek moze by¢ nawet kilkanascie razy wyzsze niz w surowicy.
Powoduje to zmiany morfologiczne i funkcjonalne erytrocytow (194). W efekcie, nawet

98% erytrocytow os6b z AD jest zwigzana z AB. Powoduje to stres oksydacyjny,
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wydzielanie ROS oraz akumulacje charakterystycznych dla erytrocytéw markerow
uszkodzenia, jak peroksydacja lipiddw, co prowadzi do zaburzenia podstawowej funkcji
erytrocytow i zmniejszenia transportu tlenu, a w nastepstwie hipoksje (194).
W badaniach obserwacyjnych, Chen i wsp. wykazali, ze osoby z AD charakteryzuja sie
mniejszg iloscig erytrocytow oraz hemoglobiny niz osoby zdrowe (193), do podobnych
whnioskow doszli Winchester z wsp. (200). Pomimo odwrotnej obserwacji w niniejszych
badaniach, wydaje sie ze zmiany ilosciowe erytrocytow moga by¢ zwigzane
Z postepujgcymi zmianami neurodegeneracyjnymi, a na koncowy wynik doswiadczen
mogta w tym przypadku wptyna¢ takze wielkos¢ grupy badanej. W tych badaniach nie
przeprowadzono analizy zwigzku sktadu morfotycznego krwi z parametrami
periodontologicznymi, jednak w przysztosci takie badania mogtyby pozwoli¢
odpowiedzie¢ na pytanie, czy infekcja w obrebie jamy ustnej skutkujgca przewlektym
miejscowym stanem zapalnym moze wptywacé na profil komorek odpornosciowych
przyczyniajgc sie do przedwczesnej immunosenescencji co w dalszej perspektywie
moze przyczynia¢ sie do zmian w funkcjonowaniu obwodowego uktadu
odpornosciowego.

Porownanie funkcjonalne aktywnosci leukocytéw pacjentéw z AD i 0sob
zdrowych poznawczo przeprowadzono na $wiezo izolowanych leukocytach krwi
obwodowej (PBLs) ex vivo, ktore poddawano dziataniu LPS-u pochodzacego
z P. gingivalis. P. gingivalis obok A. actinomycetemcomitans, T. forythia, T. denticola
oraz Campylobacter rectus nalezy do bakterii zwigzanych z zapaleniem przyzebia (126).
P. gingivalis uwalnia pecherzyki btony zewnetrznej zawierajgce lipopolisacharydy (LPS),
ktore mogg przenikac do tkanek przyzebia. Badania wskazujg, ze periopatogeny orazich
metabolity moga dalej przedostawac sie do krwioobiegu oraz organéw wewnetrznych,
w tym mozgu wywotujac nie tylko miejscowy, ale takze ogolnoustrojowy stan zapalny.
Obecnos$¢ patogenow zwigzanych z PeD w mdzgach pacjentow z AD moze odgrywac
kluczowsa role w inicjacji procesow zapalnych i neurodegeneracyjnych. Wybrany uktad
badawczy tj. Swiezo izolowane PBLs oraz ocena ilosci wytwarzanych mediatorow stanu
zapalnego moze w bardziej wiarygodny sposob zobrazowac odpowiedz odpornosciowsa
komorek oraz jej intensywnos$¢ jako reakcje na kontrolowane czynniki, dzieki czemu
mozliwe jest lepsze zrozumienie mechanizméw molekularnych stojgcych za taka

odpowiedzig. Pomiar poziomu czynnikow stanu zapalnego w surowicy, choc¢ uzyteczny,
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jest tak naprawde wypadkowa wielu efektow i w przypadku os6b obcigzonych AD moze
by¢ zaburzony m.in. przez czgsteczki zapalne obecne w ptynie mézgowo rdzeniowym
(PMR), ktorego niewielkie ilosci naptywajg kazdego dnia z OUN na obwdd (201,202).
W istocie, hipoteza zwiekszonego stanu zapalnego u osob z AD byta wielokrotnie
dyskutowana i wigzana z wyzszym poziomem cytokin prozapalnych w surowicy krwi
(203).

Wybdr LPS-PG w naszych badaniach nie byt przypadkowy, poniewaz jak
wspomniano P. gingivalis jest waznym czynnikiem etiologicznym zapalenia przyzebia.
W niniejszych badaniach stwierdzono, ze PBLs izolowane od pacjentow z AD
charakteryzowaty sie nizszg aktywnoscig spontaniczng skutkujgcg uwalnianiem
istotnie mniejszych ilosci cytokin prozapalnych: TNF-a, IL-1B i IL-6 niz osoby zdrowe
poznawczo. Wytwarzaty takze mniej cytokiny przeciwzapalnej — IL-10. Po stymulacji
LPS-em, komodrki zaréwno osdb zdrowych jak i pacjentdow z AD odpowiedziaty istotnym
wzrostem wydzielania cytokin TNF-q, IL-1j3, IL-6 oraz IL-10 osiggajgc podobne stezenia
w obu grupach. Jednak silniejszg odpowiedzig zapalng, czyli wiekszym wyrzutem
badanych cytokin TNF-a, IL-1B, IL-6 oraz IL-10 cechowaty sie PBLs os6b z AD. We
wczesniejszych badaniach pilotazowych naszego zespotu, majgcych na celu analize
funkcjonalnosci PBLs u osob z AD wybraliSmy klasyczny antygen bakteryjny
pochodzacy z E. coli (LPS-EC) (204) stosowany w tego typu analizach. WykazaliSmy, ze
stymulacja komoérek LPS-EC powoduje istotny wzrost wytwarzania cytokin: TNF-q,
IL-18, IL-6 oraz IL-10. Poréwnujac owczesne badania z obecnymi zauwazyliSmy, ze
stymulacja komérek LPS-EC powodowata wydzielanie ogolnie wiekszych ilosci cytokin
niz w przypadku LPS-PG, co wskazuje, ze wykorzystanie LPS-u pochodzgcego z innej
bakterii wigze sie z rozng odpowiedzig komorek odpornosciowych pacjentow z AD.
Netea i wsp. postuluja, ze przestrzenny ksztatt lipidu A moze by¢ gtéwnym Zrédtem
zmiennosci miedzy LPS-ami E. coli oraz P. gingivalis (205). tancuchy lipidu A LPS-u
pochodzgcego z P. gingivalis tworzg asymetryczny, cylindryczny ksztatt stworzony
zpieciutancuchow podczas gdy LPS E. colitworzy szerszy cylinder z 6taricuchow. Moze
to powodowac¢ powstawanie zawad sterycznych w efekcie czego aktywowane zostajg
rozne receptory TLR na powierzchni komaorek. Autorzy uwazajg, ze w przypadku LPS-EC
aktywowany jest gtownie TLR4 podczas gdy w przypadku P. gingivalis jest to TLR2. Ma to

swoje konsekwencje biologiczne w aktywacji wewnagtrzkomorkowych szlakow
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sygnatowych iw efekcie ilosci wytwarzanych cytokin. Aktywacja TLR4 skutkuje silniejsza
odpowiedzig z wydzieleniem wiekszych ilosci TNF-q, IL-1B oraz IFN-y niz w przypadku
TLR2 (205). Jednak zesp6t Ogawa i wsp. w badaniach z 2002 roku nie potwierdzit takie;j
hipotezy. Badacze wykazali, ze LPS-PG rowniez aktywuje TLR4, a aktywacja TLR2 moze
pochodzi¢ od nieznanych sktadnikow bakteryjnych (206). Z kolei w najnowszych
badaniach z 2024 roku, zespot Schuster i wsp. zwraca uwage, ze komercyjnie dostepne
LPS-y pochodzace z P. gingivalis sg stabszymi aktywatorami niz zywa bakteria lub inne
aktywatory jak fimbrie P. gingivalis czy LPS-EC (207), a zakazenie fibroblastow
dzigstowych zywa bakterig przebiega gtownie z aktywacjg TLR2. Niemniej, aktywacja
komorek z wykorzystaniem LPS-PG przebiega ze stabszg odpowiedzig obwodowych
komoarek odpornosciowych niz w przypadku LPS-EC, co zaobserwowaliSmy w naszych
badaniach. O tym, ze LPS-PG moze powodowac¢ odmienng aktywacje komorek
odpornosciowych informujg badania Alizadehgharib S i wsp. (208), gdzie badacze
zaobserwowali wyzsze stezenia uwalnianych cytokin IL-13 i IL-6 przez ludzkie
mononuklearne komaorki odpornosciowe (ang. peripheral blood mononuclear cells —
PBMCs) pochodzgce od zdrowych dawcéw krwiw odpowiedzi na LPS-EC w poréwnaniu
do LPS-PG (208). Wyjasnieniem zaobserwowanych przez nas efektéw moze by¢ z jedne;j
strony immunologiczne wyczerpanie komorek, ktore obcigzone wcigz trwajaca infekcja
i zwigzanym z tym przewlektym stanem zapalnym o niskim nasileniu same wytwarzaja
w sposoOb ciggly, chociaz na niskich poziomach, czgsteczki zapalne. Wyczerpanie
komorek moze byC z kolej potgczone z nieprawidtowym wzorcem odpowiedzi
odpornosciowej tj. hiperstymulacja. W prezentowanych tu badaniach komorki
izolowane od pacjentow z AD wykazywaty cechy wyczerpania i mogty charakteryzowac
sie wysokimi markeramiwyczerpania, dlatego spontanicznie wytwarzaty mniejsze ilosci
czgsteczek stanu zapalnego niz leukocyty osob zdrowych. Mimo tego zareagowaty
silniej na stymulacje LPS-PG, co wskazuje na zjawisko hiperstymulacji. Z drugiej strony
nasze obserwacje moga wynika¢ z innego zjawiska, a mianowicie tolerancji
immunologicznej na LPS-PG. W badaniach in vitro wykazano, ze traktowanie ludzkich
komorek THP-1 (monocyty) przy pomocy LPS-PG skutkuje ostabieniem odpowiedzi tych
komorek podczas nastepnej aktywacji i jest to efekt specyficzny dla tego rodzaju LPS-u,
gdyz takiej zaleznosci nie zaobserwowano dla LPS-EC (209). Proces ten moze byc¢

pewnym rodzajem adaptacji ewolucyjnej P. gingivalis w ktorym LPS tej bakterii
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nasladuje przeciwzapalne dziatanie IL-10. Z drugiej strony dtugotrwaty kontakt komaérek
uktadu odpornosciowego z LPS-PG moze prowadzi¢ do wyksztatcenia tzw. pamieci
immunologicznej zwigzanej z odpowiedzig nieswoistg (ang. innate immune memory)
(210). Dtugotrwaty lub wielokrotny kontakt z réznego rodzaju czasteczkami PAMP moze
prowadzi¢ do zmian epigenetycznych wynikajgcych z treningu odpowiedzi nieswoistej
(ang. innate training). Roznice we wczesniejszej ekspozycji 0séb uczestniczgcych
w badaniu na LPS-PG oraz ogdlna kondycja/status komaérek odpornosciowych oséb
zdrowych moze ttumaczy¢ wyzsze ilosci cytokin wydzielanych przez ich PBLs przed
stymulacja i silniejszg aktywacjg komorek po stymulacji u 0séb z AD.

Kolejnym etapem kompleksowej analizy mozliwych powigzan miedzy AD i PeD
byta ocena kondycji/statusu obwodowych komérek odpornosciowych pacjentow z AD
biorgc pod uwage obcigzenie PeD. Tego typu badania majgce na celu wyjasnienie
mechanizméw lezgcych u podstaw AD i PeD sg nowatorskie i wymagaty
skomplikowanej analizy statystycznej, nie byty wczesniej publikowane itgczg w sobie
zarowno dane kliniczne jak i eksperymentalne. Badania uwzgledniaty obecnosc¢ lub brak
demencji, warto$¢ wskaznikow periodontologicznych opisujgcych PeD oraz poziom
odpowiedzi PBLs na LPS-PG wyrazony poziomem cytokin pro- i przeciwzapalnych. Na
podstawie naszych doswiadczen udato nam sie czesciowo opisac te zaleznosc. Jak sie
okazato zdolnos¢ PBLs pacjentow z AD do wytwarzania przeciwzapalnej IL-10 oraz
prozapalnej IL-6, ktore odgrywaja kluczowa role w odpowiedzi na antygeny bakteryjne,
byta Scisle zwiagzana z wartoscig APIl. Wyzsza warto$S¢ wskaznika APl Swiadczaca
0 gorszej higienie jamy ustnej byta zwigzana z nizszym stezeniem tych cytokin. Takiej
zalezno$ci nie zaobserwowano dla komoérek oséb zdrowych poznawczo, co wskazuje
na roznice funkcjonalne obwodowych komoérek odpornosciowych miedzy osobami
zdrowymi poznawczo i chorymi. Wnioskujemy, ze gorsza higiena jamy ustnej moze byc¢
zwigzana z wiekszg ekspozycjg na roznego rodzaju mikroorganizmy i wydzielane przez
nie endotoksyny, co stymuluje receptory TLR i moze prowadzi¢ do nadmiernej aktywac;ji
komorek, a w dalszej perspektywie nadmiernego ich wyczerpania. Ponadto, czesc
bakterii, m.in. P. gingivalis moze mie¢ zdolno$¢ do zmniejszania wydzielania cytokin
przeciwzapalnych, wtym IL-10 (211). Zatem leukocyty 0s6b z przewlektym zapaleniem
przyzebia bedg charakteryzowaty sie zahamowanym wytwarzaniem cytokin

przeciwzapalnych, ktorych waznym zrodtem sg np. monocyty.
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Dalsza analiza wspotzaleznosci AD i PeD oraz préba wyjasnienia mechanizmow
tej relacji byta prowadzona takze na poziomie transkryptomu. Podjeta zostata préba
porownania wzglednej ekspresji genow zwigzanych z aktywacjg i regulacjg stanu
zapalnego u 0sob z AD oraz zdrowych w tej samej grupie wiekowej. W tym celu zbadano
wzgledng ekspresje nastepujacych genow: NFKBT, ktéry koduje podjednostke czynnika
transkrypcyjnego NF-kB regulujgcego ekspresje gendw zwigzanych z funkcjonowaniem
zarowno swoistej jak i nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej, jest aktywowany
w odpowiedzi na czynniki fizyczne jak promieniowanie UV oraz chemiczne i biologiczne,
w tym wolne rodniki, cytokiny oraz antygeny (212); PI3KR1, ktéry koduje regulatorows
podjednostke alfa enzymu kinazy fosfatydyloinozytolu-3 uczestniczgcg w szlaku
przekazywania sygnatu z receptorow dla cytokin oraz szlaku aktywujgcym limfocyty T
i B; AP-1 (c-JUN), ktéry koduje biatko c-Jun i razem z biatkiem c-Fos tworzg czynnik
transkrypcyjny AP-1. c-Jun jest zaangazowany w regulowanie proliferacji, apoptozy
i przezycia komorek, a takze nowotworzenia i morfogenezy tkanek (213); IRF1 i IRF3
koduja interferonowe biatka regulatorowe bedgce czescig sygnalizacji w szlakach TLR,
zaangazowane sg w aktywacje ekspresji interferonow, gtéwnie w odpowiedzi na
zakazenia wirusowe (214); STAT1 i STAT3 kodujg czynniki transkrypcyjne z rodziny STAT,
czyli przekaznikow sygnatu i aktywatorow transkrypcji, biatka te w wyniku fosforylacji
ulegaja aktywacji w odpowiedzi na cytokiny i czynniki wzrostu i uczestnicza
w nieswoistej odpowiedzi odpornosciowej (215); SOCS7 i SOCS3 kodujg biatka
supresora sygnalizacji cytokinowej, ktore sg zaangazowane w blokowanie Sciezki
sygnatowej JAK-STAT, regulujac wydzielanie cytokin i czynnikow wzrostu (215); COX1
i COX2 kodujg odpowiednio konstytutywng oraz indukowang cyklooksygenaze,
pierwsza z nich zaangazowana jest w synteze prostaglandyny, prostacykliny
i tromboksanu regulujace dziatanie uktadu pokarmowego i krwionosnego, natomiast
COX-2 zwigzana jest z aktywacjg stanu zapalnego (216). Uzyskane przez nas rezultaty
byty bardzo interesujgce wyznaczajgc sciezke do dalszego zgtebiania tego zagadnienia.
Po pierwsze, wykazalismy, ze leukocyty osob zdrowych poznawczo charakteryzowaty
sie wyzszg wzgledng ekspresjg prawie wszystkich badanych genéw w poréwnaniu do
pacjentéw z AD. W kilku przypadkach réznica ta byta istotna statystycznie, ktora
utracono po zastosowaniu poprawki na wielokrotne testowanie. Nie nalezy jednak

uznawac tego wyniku za nieistotny poniewaz analiza sity obserwowanego efektu réznic
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miedzy grupami byta wysoka, co wskazuje na potrzebe dalszych badan zwtaszcza na
wiekszej grupie badanej. W przypadku tego typu badan wielko$¢ proby jest bardzo
wazna i moze stanowi¢ istotne ograniczenie badania. Niemniej jednak sugeruje to
zwigzek obserwowanego efektu z wczesniej opisanymi zaleznoSciami w wytwarzaniu
cytokin przez PBLs. Jak wspomniano wczesniej, LPS-PG moze aktywowac szalki
z zaangazowaniem TLR2. Mniejsza ekspresja NFkB w komadrkach chorych z AD moze
sugerowacC brak silnej odpowiedzi komoérek na LPS-PG. W istocie, odpowiedz
komorkowa, gtownie monocytow na ten rodzaj LPS-u jest stabsza i zwigzana
Z nietypowym mechanizmmem odpowiedzi odpornosciowej (217).

Powigzanie AD i PeD z poziomem ekspresji badanych genéw okazato sie duzym
wyzwaniem i nie byto dotychczas badane zwtaszcza w badaniach populacji ludzkiej.
Uzyskane wyniki nie pozwolity jednoznacznie wykazac, ze wspotwystepowanie obu
choréb (mierzone wskaznikami neuropsychologicznymi oraz periodontologicznymi)
wigze sig istotnie ze zwiekszonym poziomem ekspresji genodw zwigzanych z aktywacja
i regulacjg odpowiedzi zapalnej. Zaobserwowano jednak, ze wigksza ekspresja genu
AP1 w PBLs w odpowiedzi na LPS-PG byta zwigzana z utratg przyczepu (wyzsze CAL)
zarowno w grupie oséb zdrowych jak i 0séb z AD, a w przypadku pacjentdow z AD rowniez
w odniesieniu do gtebokosci sondowania (wyzsze PD). Negatywna korelacje dla grupy
AD stwierdzono takze w przypadku genu STATT i wskaznika higieny APL. Czynnik
transkrypcyjny AP-1 byt juz wczesniej wiazany z destrukcjg tkanek przyzebia i PeD.
Wedtug badan Yelins’ka i wsp. (218) wzrost poziomu czynnika transkrypcyjnego AP-1
koreluje z wytwarzaniem tlenku azotu (NO) i anionorodnika ponadtlenkowego (O2e-)
w tkankach przyzebia w przebiegu ogolnoustrojowej odpowiedzi zapalnej na modelu
szczurzym. Ponadto, JUN, FOS, KLF2, THBST i WIF1 zostaty zidentyfikowane jako
kluczowe regulatory w zapaleniu przyzebia i potwierdzono, ze sa silnie
ekspresjonowane w zapalnej tkance przyzebia (219). Jun i Fos sg podjednostkami
czynnika transkrypcyjnego AP-1. Aktywacja receptordow Toll-podobnych (TLR) stymuluje
produkcje wielu cytokin i ostatecznie aktywuje AP-1. Makrofagi M1 regulujg TLR4/AP-1
i promujg niszczenie kosci zebodotowej w zapaleniu przyzebia (220).

Uzyskane w tych badaniach wysokie wartosci wspotczynnikow korelacji, nawet
pomimo braku istotnosci, moga sugerowac potencjalne zaleznosci i wskazywac na

praktyczne biologiczne implikacje. Wydaje sie, iz rzeczywiscie moze to Swiadczy¢ o tym,
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ze zwiekszona ekspresja AP-1 wigze sie z rozwojem, a zwtaszcza nasileniem stanu
zapalnego przyzebia (PeD), u pacjentow z AD o czym S$wiadczg otrzymane wyzsze
wartosci wskaznikéw CAL i PD. Powyzej opisano, ze w odpowiedzi na LPS-PG
obwodowe komorki odpornosciowe (PBLs) pacjentéw z AD odpowiadajg gwattownym
wyrzutem cytokin prozapalnych TNF-a, IL-18, IL-6 oraz przeciwzapalnej IL-10, co
rowniez moze by¢ ttumaczone wiekszg ekspresjg AP-1. Mechanizmy odpowiedzi
zapalnej wywotanej przez LPS badane byty wczesniej przez Liu X i wsp. (221). Autorzy
potwierdzili, ze LPS wyraznie zwiekszyt wytwarzanie IL-6, IL-8 i TNF-a oraz ekspresje
m.in. AP-1 w komarkach linii ludzkich monocytow THP-1.

We wczesniejszych pracach naszego zespotu wykazaliSmy, ze opornosé
leukocytow krwi obwodowej (PBLs) na zakazenia wirusowe jest wskaznikiem kondycji
wrodzonego uktadu odpornosciowego. Najsilniejszg opornos¢ PBLs na zakazenie
wirusowe zaobserwowano ex vivo i utrzymywata sie ona in vivo jako jedna z reakcji
wrodzonej odpornosci w zdrowym organizmie (222,223). Na potrzeby wspomnianych
badan i oceny poziomu wrodzonej odpornosci opracowano test oparty na opornosci
obwodowych komérek odpornosciowych ex vivo na zakazenie wirusem indykatorowym,
tj. pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV). Wirus ten zostat wybrany sposrod
innych badanych wiruséw ludzkich i zwierzecych. Wirus namnaza sie w wiekszosci
ludzkich i zwierzecych komaorek oraz nie powoduje naturalnych zakazen w populacji
europejskiej, co stanowi 0 jego przydatnoSci przy ocenie odpowiedzi nieswoistej
leukocytow (222). Na podstawie replikacji VSV w ludzkich PBLs ocenianej metoda
TCIDso 0znaczano poziom odpornosci wrodzonej. Miano VSV wynoszgce 0-1 logTCIDso
wskazuje na catkowitg opornos¢ komorek na zakazenie wirusem (wysoki poziom
wrodzonej odpornosci), miano VSV >1 logTCIDs, jest uwazane za czesciowg opornosc
lub brak opornosci przy mianie wynoszacym 24 log (niedobor wrodzonej odpornosci).
Stwierdzono rowniez, ze wrodzona przeciwwirusowa odpowiedz immunologiczna PBLs
jest zwigzana z wiekiem i indywidualnie zréznicowana (220).

Wyniki poprzedniego badania naszego zespotu pokazaty, ze poziom wrodzonej
odpowiedzi odpornosciowej koreluje z klinicznym nasileniem AD (224). Wraz ze
stopniem zaawansowania choroby pogarsza sie wrodzona odpornos¢ pacjentow.
Wskazywato to na istotne uposledzenie wrodzonych mechanizmow immunologicznych

w tej grupie chorych i wskazywato na potencjalny cel przysztych terapii. W niniejszych

128



badaniach podjeto prébe oceny stopnia wrodzonej odpowiedzi immunologiczne;j
u pacjentow z AD obcigzonych takze PeD, czyli probe sprawdzenia czy obecnosc¢
przewlektego stanu zapalnego przyzebia bedzie dodatkowo obcigza¢ wrodzony uktad
odpornosciowy. Przyjeto zatozenie, ze pacjenci z AD i PeD bedg osobami o niskiej
odpornosci i duzej wrazliwosci na zakazenie VSV. Na poczatek, podobnie jak
w poprzednim badaniu, potwierdzono, ze stopien odpornosci wrodzonej koreluje
z nasileniem AD (dane niezaprezentowane w pracy). Jednak wprowadzenie
dodatkowych zmiennych periodontologicznych do modelu analizy statystycznej nie
potwierdzito wczesniejszych zatozen. Zauwazono jednak, ze u pacjentow z AD wzrost
wskaznika higieny jamy ustnej APl wigzat sie z wiekszg opornoscig komorek na
zakazenie VSV i nizszym mianem wirusa, co oznacza, ze gorsza higiena jamy ustnej
u tych osdb moze wigza¢ sie z wyzszg odpornoscig nieswoistg. Pierwsze nasuwajgce
sie wyjasnienie to zmieniony profil komorek odpornosciowych, ktéry wykazaliSmy
u pacjentow tego badania, czyli zmniejszong liczbe biatych krwinek zwtaszcza
monocytow i limfocytow. Z wezesniejszych badan opublikowanych przez nasz zespot
wiemy natomiast, ze VSV replikuje sie tylko w monocytach i komaérkach dendrytycznych
pochodzgcych z monocytow (225). Mniejsza liczba monocytéw, czyli komadrek
docelowych dla wirusa by¢ moze byta zwigzana z jego nizsza replikacjg. Co wiecej,
u 0sOb z zapaleniem przyzebia stwierdzono wzrost ekspresji markerow zwigzanych
z odpornoscig nieswoistg na monocytach i neutrofilach w poréwnaniu do 0sob bez
zapalenia przyzebia (226), co paradoksalnie moze przyczyniaC sie do wiekszej
odpornosci tak aktywowanych komorek na zakazenie VSV. Jednak biorgc pod uwage
fakt, ze w tych badaniach, w wyniku zakazenia komorek VSV pacjenci z AD
charakteryzowali sie istotnie nizszymi stezeniami wydzielonych cytokin IFN-y, IL-18,
IL-6 oraz TNF-a mozna przypuszczac, ze cechujag sie oni jednak nizszg odpornoscig niz
osoby zdrowe. By¢ moze jest to przyczyng nie do konca jednoznacznych wynikow
i wskazuje na koniecznos$¢ dalszych eksperymentéw w tym obszarze. Zmiany
w funkcjonowaniu odpowiedzi nieswoistej sg zalezne od wieku co jest dobrze
udokumentowane w literaturze naukowej (227) i obejmujg one zmiany w odpowiedzi
zapalnej z tendencjg do generowania silniejszego stanu zapalnego, zmian w liczbie
i stosunku poszczegélnych subpopulacji komoérek odpornosciowych oraz ekspres;i

receptorow TLR, a takze ostabienia funkcji wyspecjalizowanych komaorek, np. neutrofili.
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AD jest silnie zwigzana i zalezna od funkcjonowania uktadu odpornosciowego (228),
zwtaszcza astrocytow i mikrogleju w mozgu (229), ale rowniez obwodowych komorek
odpornosciowych (64). Zatem na podstawie przeprowadzonych badan mozna
przypuszczac€, ze komorki osob z AD charakteryzujg sie znacznym wyczerpaniem
skutkujgcym wytwarzaniem mniejszych ilosci cytokin prozapalnych przy jednoczesnie
nadmiernym wzbudzeniu w wyniku aktywaciji, co z kolei prowadzi do wydzielenia
znacznych ilosci mediatorow zapalnych. Dodatkowo, funkcjonowanie komodrek
odpornosciowych jest zaburzone, co objawia sie miedzy innymi stabszg odpornosciag na
zakazenie. Proba wyjasnienia wspotzaleznosci miedzy AD i PeD na poziomie analizy
wytwarzania mediatoréw stanu zapalnego w odpowiedzi na infekcje wirusowa (w tescie
opornosci PBLs na VSV) pozwolita wykazac, ze gorsza higiena jamy ustnej (wyzszy
wskaznik API) pacjentéw z AD zwigzana jest z wytwarzaniem istotnie mniejszych ilosci
IL-10 przez PBLs. Takiego efektu nie wida¢ u osob zdrowych poznawczo. Juz sam
kontakt PBLs z wirusem powoduje u pacjentéw z AD znacznie mniejszg odpowiedz
cytokinowg. W przypadku odpowiedzi komorek odpornosciowych na LPS-PG
obserwowany byt efekt gwattownego wyrzutu tj. hiperstymulacji, tymczasem reakcja na
antygen wirusowy skutkowata stabszym efektem immunologicznym. Te obserwacje
wyraznie sugeruja, ze obwodowe komorki odpornosciowe 0séb z AD obcigzonych
dodatkowo PeD, w zaleznosci od czynnikow genetycznych i Srodowiskowych balansuja
pomiedzy nadmierng aktywacjg a wyczerpaniem immunologicznym w zaleznosci od
dziatania czynnika zakaznego oraz klinicznego zaawansowania kazdego ze schorzen.
W nastepnym kroku zbadano zwigzek wybranych polimorfizmdw gendw uktadu
HLA (DRB1, DRA) oraz receptora regionu Fc (FCGR2A) z odpowiedzig cytokinowag
pacjentow oraz 0s6b zdrowych poznawczo, a takze zwigzek obecnos$ci poszczegolnych
genotypOw z zaawansowaniem stanu zapalnego przyzebia poprzez ocene wartosci
wskaznikow periodontologicznych przy obecnosci poszczegolnych genotypow.
Pierwotnym zatozeniem byto to, ze pacjenci z AD oraz PeD bedg charakteryzowali sie
specyficznym fenotypem hiper zapalnym, ktéry powoduje nasilone wydzielanie
mediatoréw stanu zapalnego. Nie stwierdzono réznic w rozktadzie genotypow pomiedzy
grupami AD i ZDR w kontekscie rozpatrywanych polimorfizmow. Odsetek
poszczegodlnych genotypow rs1801274 (gen FCGR2A), rs9270856 (HLA-DRBT),
rs3135344 (HLA-DRA) oraz, co zaskakujgce, dwoch genotypow genu APOE jest taki sam
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w obu grupach. Udziat poszczegolnych alleli APOE w populacji 0séb z AD wynosi
odpowiednio 3,9%, 59,4% oraz 36,7% dla E2, E3 i E4 (176) podczas gdy w niniejszych
badaniach wynidst on 6,9% dla allelu E2, 81,9% dla allelu E3i111,1% dla allelu E4, co
oznacza ze udziat allelu E4 byt ponad 3 razy nizszy w badanej grupie osob z AD
w poréwnaniu do populacji kaukaskiej. Obserwowane réznice mogag wynikac
zreprezentacji os6b z AD przed 65 rokiem zycia. Mtodsi pacjenci z AD czes$ciej wykazujg
atypowe formy AD, ktére zwigzane sg z EOAD (230) i moga nie by¢ reprezentatywne dla
sporadycznej formy AD i badan dotyczacych modyfikowalnych czynnikéw ryzyka.
W badaniach tych nie kontrolowano czy osoby wtgczone do badania byty FAD czy SAD,
a prawie 20% osdb w momencie badania miata ponizej 65 roku zycia. AD w takim wieku
zalicza sie do EOAD czyli choroby o wczesnym poczatku i moze by¢ zwigzana
z mutacjamio prawie petnej penetracjiw genach PSENT, PSEN2i APP (231). Grupe FAD
cechujg mutacje, ktore prawie na pewno bedg prowadzi¢ do rozwoju jakiejs formy
demencji. Taka grupa rozwinie wiec AD niezaleznie od tego czy inne czynniki ryzyka
zaistniejg w zyciu takich osob czy nie i zwykle stanie sie to przed 65 rokiem zycia. Mimo
to nie zdecydowano sie na usuniecie 0s6b ponizej 65 roku zycia z badanej grupy z kilku
powodow. Jako, ze wiek byt jedynym predyktorem na podstawie, ktérego mozna byto
podejrzewac¢ czy dany przypadek AD jest FAD lub SAD mozna bytoby popetni¢ btad
usuwajgc osobe, ktora z innych przyczyn zachorowata przed 65 rokiem zycia. Wiek ten
jest jedynie wartoscig przed ktorg AD o wczesnym poczatku moze sie pojawic lub nie,
nie mozna wykluczyc¢ jednak innych przyczyn, ktére prowadzg do EOAD inie sg zwigzane
zFAD. Podobnie w przypadku SAD, ktéry z przyczyn innych niz genetyczne moze pojawic
sie przed 65 rokiem zycia. Drugim problemem jest brak informacji o czasie chorowania,
gdyz niewykluczone, ze osoby po 65 roku zycia w badanej grupie sg FAD. Dlatego sam
wiek jest niewystarczajgcy do wykluczenia oséb z badania gdyz byto wysokie ryzyko
pomyiki, zwtaszcza ze grupa AD sktadata sie z 36 0sOb, a 0s6b ponizej 65 roku zycia
zidentyfikowano w liczbie 7 co stanowi prawie 20%. Usuniecie zbyt duzej liczby
badanych osob stworzytoby w grupie duze dysproporcje, ponad to jesli zebrana probka
stanowi poprawng reprezentacje wszystkich osob z AD to udziat osdb z FAD powinien
wynosi¢ w niej okoto 5% (232).

Jako, ze badane polimorfizmy sg zwigzane z funkcjonowaniem uktadu

odpornosciowego przebadano wptyw poszczegolnych genotypow na iloSci
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wytwarzanych cytokin w odpowiedzi na stymulacje komoérek LPS-PG. Stwierdzono
istotne roznice w produkcji cytokiny IL-10 miedzy grupami oséb z AD i genotypem AA
oraz 0s6b zdrowych poznawczo z genotypem GA genu FCGR2A (rs1801274) oraz
tendencje do uwalniania mniejszychiloscilL-1B, IL-6 oraz IL-10 w grupie 0s6b z AD wraz
z obecnoscig allelu G w tym SNP. Gen FCGR2A kodujacy izoforme receptora dla czesci

statej immunoglobuliny G podklasy FcyRIl (CD32) podlega ekspresji na wielu
komorkach uktadu odpornosciowego, w tym na monocytach, makrofagach oraz
neutrofilach, a jego aktywacja zwigzana jest z wydzielaniem cytokin prozapalnych,
wzmozong fagocytozg oraz zwiekszong cytotoksycznoscig (233). Obecnosc allelu G
(Arg131) w obrebie genu kodujgcego ten receptor zwigzana jest zwyzszg Smiertelnoscia
wsrod zakazonych COVID-19 (234), czy szybszym przebiegiem HIV (235). W naszych
badaniach wykazaliSmy, ze obecnosS¢ tego allelu wigzata sie z tendencjg do
wytwarzania mniejszych ilosci IL-1B, IL-6 oraz IL-10. Moze wynika¢ to ze sposobu
odpowiedzi tego receptora w zaleznosci od izoformy ktérg przyjmuje. Genotyp AA
(His131) uwazany jest za genotyp o wysokim powinowactwie do 1gG2 i 1gG3, podczas
gdy obecnos¢ argininy zmniejsza zdolno$¢ tego receptora do wigzania przeciwciat
(236). Zatem wariant AA bedzie wigzat sie z silniejszg odpowiedzig zapalng. Czesc¢
badan wskazuje, ze obecnosc¢ allelu A zwigzana jest z chorobami o podtozu zapalnym
(237,238). W innych natomiast to allel G uwazany jest czynnik ryzyka (239,240).
Polimorfizm tego genu ma takze znaczenie w odpowiedzi na stosowane terapie.
W badaniach wptywu leku immunosupresyjnego abataceptu na efektywnosc leczenia
reumatoidalnego zapalenia stawow obecnosc¢ allelu A w SNP genu FCGR2A zwigzana
byta z wyzszg skutecznoscig terapii (wg kryterium EULAR) (241). Wydaje sie, ze
w chorobach o podtozu zapalnym silniejszym czynnikiem ryzyka jest genotyp AA,
podczas gdy w zakazeniach w ktorych wazna jest silna odpowiedz czynnikiem ryzyka
bedzie genotyp GG, ktéry charakteryzuje sie nizszym powinowactwem. Nie
stwierdzono, aby pacjenci z AD istotnie réznili sie pod katem odpowiedzi zapalne;j
miedzy sobg w zaleznosci od posiadanego genotypu genu FCGR2A. Jedyng istotng
réznicag byta ilos¢ uwalnianej IL-10 miedzy osobami zdrowymi o genotypie AA oraz
osobami z AD o genotypie GA, gdzie pacjenci charakteryzowali sie przecietnie nizszym
stezeniami tej cytokiny. Obserwacja nizszego poziomu cytokiny przeciwzapalnej IL-10

w zaleznosci od obecnosci allelu G w naszych badaniach nie pokrywa sie z badaniami
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Kozicky i wsp. (2018) (242). Jednak w przypadku cytokin prozapalnych jak IL-6,
tendencja jest taka sama i to obecnos$c¢ allelu A jest zwigzana z wyzszymi iloSciami tej
cytokiny. Réznice w odpowiedzi odnosnie IL-10 mogg wynikac¢ z obecnosci nieznanych
réznic miedzy grupami ZDR i AD, ktore powoduja taki efekt. Dodatkowo, w badaniach
Kozicky i wsp. zastosowano inny model badawczy, w ktérym stymulowano jedynie
monocyty, natomiast komorki nieadherentne zostaty usuniete. Co wiecej, uzyto LPS
pochodzacy z E. coli, ktory jak dyskutowano powyzej, prawdopodobnie dziata poprzez
aktywacje innych szlakéw i jest znacznie silniejszym induktorem niz LPS-PG.

W przypadku genu HLA-DRB1 (rs9270856) stwierdzono istotne roznice jedynie
w kontekscie wytwarzania IL-15. Pacjenci AD z genotypem GG wytwarzali istotnie mnigj
tej cytokiny w poréwnaniu do pacjentow z genotypem GA*. Takiej roznicy nie
zaobserwowano natomiast dla grupy ZDR. Gen HLA-DRB1 koduje tancuch beta
receptora powierzchniowego HLA-DR bedgcego ligandem dla receptora TLR
limfocytéow T-pomocniczych. Receptor ten znajduje sie na komdrkach prezentujgcych
antygen, jak makrofagi, limfocyty B oraz komorki dendrytyczne (243). Polimorfizmy
w genie HLA-DRB1 sg zwigzane z reumatoidalnym zapaleniem stawow (244) oraz
stoniowatoscig  (245). Co wiecej stwierdzono  zwigzek  polimorfizmow
HLA-DRB1 z ryzykiem rozwoju AD (246,247). Znalez¢ mozna rowniez doniesienia o
zwigzku niektorych genotypow HLA-DRB1 z wczesnym rozwojem zapalenia przyzebia
(248). W literaturze brak jest jednak bezposredniego odniesienia do badanego SNP
(rs9270856). W niniejszych badaniach nie stwierdzono aby ktory$ z genotypow tego
genu byt istotnie czestszy w grupie AD niz u 0sob zdrowych, nie stwierdzono takze aby
byt zwigzany z roznicami w rozktadzie wskaznikow periodontologicznych.

W przypadku genu HLA-DRA (rs3135344) nie stwierdzono istotnych roznic
pomiedzy grupami i genotypami. Zaobserwowano jednak tendencje w ktorej osoby
z grupy AD charakteryzujg sie wyzszym wytwarzaniem TNF-a, IL-1B i IL-6 przy obecnosci
genotypu TT, czego nie wida¢ w przypadku osob zdrowych. Gen HLA-DRA koduje
tancuch alfa receptora powierzchniowego HLA-DR. Wzrost ekspresji genu HLA-DRA
wigze sie z wyzszym ryzykiem wystgpienia AD o0 poznym poczatku (249). Sam wariant
tego genu (rs3135344) réwniez moze by¢ zwigzany z etiologig AD (250). Allel T genu
HLA-DRA (rs3135344) zwigzany jest jednoczesnie z AD oraz krgzgcym receptorem

ACE2, a takze z czestszg hospitalizacjg pacjentow w wyniku zakazenia COVID-19.
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W badaniach wtasnych allel T wigzat sie z tendencjg do wytwarzania wyzszych ilosci
cytokin TNF-q, IL-1B oraz IL-6 w odpowiedzi na stymulacje komorek LPS-PG. Moze to
oznaczac, ze obecnos¢ allelu T zwigzana jest z silniejszg odpowiedzig zapalng. Nie
zaobserwowano roznic w poziomie cytokin w grupie osob zdrowych w zaleznosci od
genotypu.

Celem odpowiedzi na pytanie, czy badane polimorfizmy w rozpatrywanych
genach sa zwigzane ze stanem zapalnym przyzebia zbadano rozktad zmiennych
periodontologicznych w zaleznosci od genotypu w grupach oséb zdrowych poznawczo
oraz 0sob z AD. Nie stwierdzono istotnych réznic dla zmiennych periodontologicznych
w zaleznosciod genotypu w zadnej z grup. Stwierdzono natomiast réznice we wskazniku
higieny miedzy zebowej ale tylko miedzy grupami, co oznacza, 7e& pacjenci
charakteryzowali sie gorszg higieng jamy ustnej niezaleznie od posiadanego genotypu.
Pacjenci i osoby zdrowe posiadajgce takie same rozpatrywane allele nie roznig sie pod
wzgledem przecietnych wartosci BOPXT, API, PD i CAL. Oznacza to, ze allele te nie maja
wptywu na obserwowane wartosci tych zmiennych i istnieje inny czynnik, ktéry
powoduje roznice miedzy grupami AD i ZDR, zwtaszcza dla wskaznika API.

Dodatkowo, w niniejszej pracy przeprowadzono rowniez pilotazowe badania nad
sktadem i roznorodnoscig mikrobiomu jamy ustnej grupy badanej. Kluczowym
aspektem tych badan byta ocena czy wspotwystepowanie AD oraz PeD wigze sie
z réznicami w mikrobiomie uczestnikow badania i zmieniong odpowiedzig cytokinowa
komorek odpornosciowych w odpowiedzi na LPS-PG. Takie badania nie byty dotychczas
prowadzone. Duzo wigkszym zainteresowaniem Srodowiska naukowego cieszg sie
bowiem badania roznic w sktadzie mikrobioty jelitowej miedzy osobami zdrowymi oraz
obcigzonymichorobamineurodegeneracyjnymi (251,252). Wyniki okazaty sie niezwykle
interesujace i potencjalnie wytyczyty dalsze kierunki badan naszego zespotu. Mimo, iz
zaden ze wskaznikdw roznorodnosci alfa nie okazat sie istotnie rézny pomiedzy
osobami z AD i zdrowymi, zaobserwowano jednak wieksze zréznicowanie osobnicze
0s0Ob zdrowych poznawczo pod wzgledem réznorodnosci alfa niz wsréd osob z AD.
Zbadano zatem wariancje tych wskaznikow. W przypadku obserwowanych cech, czyli
liczby wyodrebnionych taksonow, stwierdzono ze pomimo braku istotnosci po
zastosowaniu korekty wartosci p, istniejg pewne réznice w rozktadzie liczby

obserwowanych gatunkéw mikroorganizmow miedzy grupg osob zdrowych i chorych,
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co moze sugerowac, ze grupa AD byta bardziej jednorodna. Duze zréznicowanie grupy
zdrowej moze wynika¢ z obecnosci wiekszej liczby czynnikéw Srodowiskowych
réznicujacych osoby zdrowe poznawczo. Osoby z AD zmagajg sie z wieloma
ograniczeniami wynikajacymi z postepu choroby. By¢ moze ograniczenia te sprawiaja,
ze osoby z AD sg do siebie bardziej podobne pod wzgledem stylu zycia, nawykow
higienizacyjnych zebdw, stosowanej diety, ilosci przyjmowanych ptyndw czy lekéw co
moze istotnie wptywac¢ na sktad mikrobioty jamy ustnej. Przeanalizowano takze
réznorodnos¢ mikrobiomu pod katem réznorodnosci beta okreslajacej roznice sktadu
pomiedzy badanymi grupami. Zastosowane wskazniki roznorodnosci beta (wskaznik
Jaccarda, Bray-Curtisa, Unweighted i Weighted UniFrac) nie rdznity sie miedzy
badanymigrupami. Oznacza to, ze grupy te sg podobne ze wzgledu na sktad gatunkowy
mikroorganizmow, jego obfito$¢ oraz podobienistwo ewolucyjne.

Aby zbadac¢ czy réznorodnosé mikrobiomu wsrdod pacjentow z AD i osodb
zdrowych rézni sie w zaleznosci od obecnosci dodatkowego obcigzenia jakim jest PeD
przeprowadzono badanie korelacyjne wskaznikow periodontologicznych ze
wskaznikami réznorodnosci alfa. Mimo braku istotnego zwigzku pomiedzy
réznorodnoscig alfa i wskaznikami periodontologicznymi zaobserwowano jednak
pewne wyrazne korelacje, ktore warto zaznaczy¢. U osob zdrowych poznawczo
zaobserwowano, ze wskaznik higieny miedzyzebowej zwigzany jest z rownomiernoscia
gatunkowa mikroorganizmow, co oznacza ze osoby zdrowe doswiadczajg wiekszych
dysproporcji w liczebnosci poszczegolnych taksonow wzgledem siebie niz osoby z AD.
Jest to szczegolnie ciekawe z uwagi na fakt, ze w naszych badaniach wykazano, iz
pomimo tego ze wiekszo$¢ osob zdrowych dbata podobnie o higiene jamy ustnej
charakteryzujg sie oni duzym zroznicowaniem pod wzgledem wskaznika higieny.
Naturalne wydaje sie, ze im gorsza higiena jamy ustnej tym wieksze zaburzenia
w proporcjach miedzy mikroorganizmmami. By¢ moze jednak regularne szczotkowanie
stwarza presje selekcyjng oraz przyczynia sie do mechanicznego usuwania podatnych,
nie zwigzanych z biofilmem bakterii, co powoduje dysproporcje w poszczegolnych
taksonach. Takiej zaleznosci nie obserwuje sie u 0s6b z AD gdyz wigkszo$¢ z nich
charakteryzuje sie bardzo stabg higieng jamy ustnej przy jednoczesnie duzym
zroznicowaniu nawykéw higienizacyjnych zebdéw, prawdopodobnie zaleznym od

stopnia zaawansowania choroby. Rzadsze szczotkowanie zebdw moze sprzyjac
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ustaleniu pewnej rownowagi gatunkowej mikroorganizmow w przypadku gdy nie ma sie
do czynienia z patologicznym przerostem bakterii patogennych. Wyrazna negatywna
korelacja ubytku przyczepu (CAL), ktéra Swiadczy o zaawansowaniu zapalenia
przyzebia, z liczbg obserwowanych gatunkéw zdaje sie potwierdza¢ ten poglad.
W przypadku zmian chorobowych, zwtaszcza takich jak paradontoza dochodzi do
zmiany w liczbie i proporcjach mikroorganizmow. Przyktadowo, szczotkowanie jezyka
nie wptywa na zmiany w roznorodnosciach alfa i beta mikrobioty jezyka, ale istotnie
zwieksza obfitos¢ bakterii Prevotella melaninogenica, Prevotella nanceiensis
i Veillonella parvula oraz zmniejsza obfitos¢ Prevotella histicola (253). Z kolei ptukanie
i nitkowanie zebow dwa razy dziennie wigze sie z wiekszym udziatem Proteobacteria
i mniejszg roznorodnoscig mikrobioty (254). Wsrdéd oséb z AD zaobserwowano réwniez,
ze gtebokos¢ kieszonek dzigstowych zwigzana jest z wyzszym pokrewienstwem
ewolucyjnym mikroorganizméw (255). Moze wynika¢ to ze specyficznego
mikrosrodowiska jakie zdaje sie zapewnia¢ powiekszajaca sie kieszonka dzigstowa.
W efekcie, jest to miejsce gdzie dobrze moga rozwijac sie pewne specyficzne bakterie,
ktore ze wzgledu za swoje wymogi Srodowiskowe czesciej mogg by¢ ze sobag
spokrewnione. Jednak negatywna korelacja dla wskaznika utraty przyczepu
i roznorodnosci filogenetycznej wsrod osob z AD zdaje sie wykluczac taki poglad.
Porownanie roznorodnosci i sktadu gatunkowego ptytkich i gtebokich kieszonek
dzigstowych u 0sob z PeD wykazato, ze gtebokie kieszonki charakteryzujg sie wyzsza
réznorodnoscia i wiekszg liczbg gatunkow w porownaniu do miejsc ptytkich (255).
Wigksza obfito$¢ mikroorganizmow w gtebokich kieszonkach obejmowata peripatogeny
takie jak Prevotella, Porphyromonas, Treponema i Fusobacterium podczas gdy
w ptytszych kieszonkach dominowaty bakterie z rodzaju Streptococcus, Rothia,
Veillonella i Actinomyces. Roznorodno$¢ mikrobiomu zmienia sie zatem wraz
z zaawansowaniem klinicznym choroby przyzebia. W przypadku pozostatych cech
réznorodnosci alfa i wskaznikéw periodontologicznych, a przede wszystkim
z uwzglednieniem stanu zapalnego przyzebia, nie stwierdzono wyraznych i silnych
korelacji zaréwno wsrod osob zdrowych poznawczo jak i oséb z AD. Nie stwierdzono
takze, aby obserwowane korelacje byty istotnie rozne miedzy grupami AD i ZDR. Mimo
tego, ze nie udato sie jednoznacznie potwierdzi¢ omawianych zaleznosSci

w roznorodnosci mikrobiomu i wskaznikow periodontologicznych wydaje sie, ze
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zaobserwowane roéznice wyznaczajg cel dalszych badan, ktére bedg mogtby zostac
wykonane z zastosowaniem nieco zmienionych w stosunku do zastosowanych tutaj
metod izolacji genomowego DNA oraz przede wszystkim z wykorzystaniem wiekszej
liczby probek sliny od osob badanych. Podobng analize zwigzku wspotwystepowania
AD i PeD wykonano dla réznorodnosci beta. W tym wypadku wykorzystano test
permutacyjny (PERMANOVA), ktéry nie wykazat istotnego zwigzku stanu zapalnego,
higieny miedzy zebowej, gtebokosci kieszonek oraz utraty przyczepu z zadnym
z zastosowanych wskaznikéw réznorodnosci beta.

Aby sprawdzi¢ zwigzek miedzy sktadem mikrobiomu jamy ustnej a odpowiedzig
cytokinowg PBLs na LPS-PG wykonano analize korelacji réznorodnosci alfa z poziomem
wytwarzanych cytokin. Zaobserwowano, ze wsréd osob z AD iloS¢ wytwarzanego IFN-y
oraz IL-6 zwigzana byta z wyzszymi wartosciami wskaznikow obserwowanych cech oraz
indeksu CHAQO1, co oznacza, ze wyzsza odpowiedz zapalna zwigzana jest z wieksza
liczbg gatunkdéw oraz rzadkich gatunkow mikroorganizmow. Natomiast w przypadku
0sob zdrowych relacja ta byta odwrotna i stabsza, im wieksza liczba gatunkéw tym
mniejsza iloS¢ wytwarzanych cytokin. Efekt ten jest szczegoélnie silny w przypadku
TNF-qa, ktéry wykazuje negatywng korelacje ze wszystkimi wskaznikami réznorodnosci
alfa zaréwno wsrod osob z AD jak i zdrowych poznawczo.

Wydaje sie, ze osoby z AD charakteryzujg sie mikrobiomem, ktory sprzyja
wzmozonej odpowiedzi zapalnej w wyniku stymulacji LPS-PG. Specyficzna relacja
uktadu odpornosciowego pacjentow z mikrobiomem jamy ustnej sprzyja takiej
odpowiedzi, gdyz obwodowe komorki odpornosciowe sg stale pobudzane przez
naptywajgce z jamy ustnej metabolity i patogeny. Komorki ulegajga nadmiernej

stymulacji, co prowadzi do ich wyczerpania w wyniku immunosenescencji, a przy
pojawieniu sie antygenu - do hiperaktywacji. Prawdopodobnie w przypadku oséb
zdrowych poznawczo aktywacja obwodowych komoérek odpornosciowych nie byta az
tak powszechna, a ich komoérki odpowiadajgce prawidtowo w zaleznosci od stopnia
higieny jamy ustnej i czynnikow Srodowiskowych reaguja wytworzeniem mniejszych
ilosci cytokin wraz ze wzrostem réznorodnosci mikrobiomu. Relacja aktywacji
obwodowych komorek odpornosciowych ex vivo w odpowiedzi na antygen
z roznorodnoscig mikrobiomu jamy ustnej wymaga jednak dalszych, szczegotowych

badan.
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W nastepnym etapie przeprowadzono analize réznic w obfitosci poszczegodlnych
taksondéw mikroorganizmow. W zwigzku z brakiem roznic w roznorodnosci alfa i beta
miedzy porownywanymi grupami, do analizy roznic obfitosci dla arbitralnie wybranych
taksonéw zdecydowano sie na uzycie nieparametrycznego testu Manna-Whitneya.
Dane dotyczace wzglednej obfitosci majg charakter kompozycyjny i znajduja sie
w sympleksie, dlatego zaleca sie uzycie bardziej zaawansowanych metod
statystycznych jak np. ANCOM-BC2 (256). Wyniki dotyczgce mikrobiomu w niniejszych
badaniach stanowig wstepng analize, ktéra w przysztych badaniach, rozszerzonych o
wiekszg probke statystyczng, moze zosta¢ zweryfikowana stosujgc bardziej
odpowiednie metody. W tym badaniu, na poziomie typu (phylum), zardéwno
w grupie 0s6b zdrowych jak i oséb z AD wykazano, ze najliczniej reprezentowanymi
mikroorganizmami w jamie ustnej sg Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Saccharibacteria oraz Fusobacteria. Czesciowo potwierdza to dane literaturowe, ktére
podajg ze niezmieniona chorobowo, prawidtowa mikrobiota jamy ustnej cztowieka
obejmuje sze$¢ gtownych typodw mikroorganizmow Firmicutes, Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes oraz Fusobacteria, ktore wspodlnie
stanowig nawet 94% wszystkich taksondw. Pozostate 6% taksondw stanowig miedzy
innymi Saccharibacteria, Synergistetes, SR1, Gracilibacteria, Chlamydia, Chloroflexi,
Tenericutes i Chlorobi (257). Zardwno wsrod osob zdrowych poznawczo jak i 0sdb z AD
stwierdzono niewielki udziat kretkow Spirochaetes oraz Actinobacteria. Bakterie z typu
Spirochaetes sg cienkimi, spiralnymi lub falistymi organizmami o bardzo duzej
ruchliwosci. Spirochaetes nalezg do bakterii Gram-ujemnych, ws$rod ktorych
zidentyfikowano ponad 90 gatunkow w tym chorobotworcze Treponema spp.,
Leptospira spp. oraz Borrelia spp. (258). Z kolei Actinobacteria sg Gram-dodatnimi
pateczkamisposrod ktorych wiekszos¢ bytuje w glebie. W kontekscie zdrowia cztowieka
znacznie kliniczne majg bakterie z rodzaju Actinomyces, ktore zasiedlajg btony sluzowe
cztowieka i moga wywotywac choroby przyzebia oraz prochnice zebdw. Actinomyces
wchodzg w sktad mikrobiomu jamy ustnej zyjgc w Slinie, ptytce nazebnej oraz zdrowych
powierzchniach dzigset (259). Nie stwierdzono istotnych réznic we wzglednej obfitosci
Firmicutes, Saccharibacteria oraz Fusobacteria pomiedzy zdrowymi poznawczo oraz
grupg AD. Zaobserwowano jednak, ze pacjenci z AD charakteryzowali sie wyzszym

udziatem Bacteroidetes i nizszym Proteobacteria niz 0soby zdrowe poznawczo. Analiza
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taksonomiczna w badaniach Wu i wsp. wykazata, ze pacjenci z AD mieli nizszg
liczebnosS¢ Fusobacterium i zwiekszony stosunek Firmicutes/Bacteroidetes (F/B)
w poroéwnaniu do oséb zdrowych co moze sugerowaé¢ obecnosé ogolnoustrojowego
stanu zapalnego (260). Odwrotng zaleznos$¢ zaobserwowano w tych badaniach. Osoby
zdrowe poznawczo charakteryzowaty sie wyzszym stosunkiem F/B. Spontaniczne
wydzielanie cytokin zapalnych przez osoby zdrowe byto wyzsze niz u pacjentéw AD.
Jednak przyczyna, dlaczego to osoby zdrowe charakteryzujg sie stosunkiem F/B
Swiadczgcym o wyzszym ogoélnoustrojowym stanie zapalnym, nie jest do korica jasna.

By¢ moze jest to wynik ztozonych relacji pomiedzy zapalnym charakterem AD,

wyczerpaniem komodrek odpornosciowych w  wyniku przewlektej stymulacii
i immunosenescencji a takze zmian zwigzanych z wiekiem. Stosunek F/B nie jest staty
w czasie i podlega zmianom w ciggu zycia w ktérym to dorosli charakteryzuja sie zwykle
wyzszymi wartosciami F/B niz dzieci i osoby starsze (261). Ponad to wiekszy udziat
Bacteroidetes moze by¢ zwigzany z zaburzeniami usuwania ztogow amyloidowych. Jak
wykazano w pracy Waseén i wsp. zakazenie myszy Bacteroidetes fragilis skutkowato
zwiekszeniem obcigzenia AR, zwiekszong ekspresja enzymow zaangazowanych
w obrobke amyloidu, zmniejszong fagocytozg oraz degradacjg biatek w komarkach
mikrogleju (262). Zatem mozna wnioskowac, iz obecnos$¢ Bacteroidetes spp., ktorg
wykazano w niniejszym badaniu, moze byC zwigzana z patogenezg AD. Negatywny
wptyw wykazuje takze sam LPS Bacteroides fragilis, ktory jest silnym induktorem szlaku
NF-kB i jest rozpoznawany przez TLR2 i TLR4 jak réwniez receptory mikrogleju CD14
(263). Pomimo tego, ze Bacteroides fragilis zwigzany jest gtownie z mikrobiotg jelitowa,
potencjalny udziat tej bakterii w patogenezie AD moze sugerowac, ze inni
przedstawiciele Bacteroidetes spp. moga by¢ rownie zaangazowani w ten proces.
Bacteroides fragilis oraz P. gingivalis wytwarzajg podobne biatka, ktére sg
zaangazowane w pozyskiwanie hemu i przyczyniajg sie do zaburzenia funkcjonowania
mikrobiomu, co moze swiadczy¢ o istotnym udziale zarowno mikrobiomu jamy ustnej
jak i mikrobiomu jelitowego w chorobach uktadowych oraz neurodegeneracyjnych
i stanowi¢ wazny czynnik ryzyka AD (264).

Jako, ze w badaniach tych skupiono sie na wptywie LPS-u pochodzgcego
z P. gingivalis zbadano réwniez wzgledne roznice w obfitosci rodziny (family)

Porphyromonadaceae. Osoby z AD charakteryzowaty sie wyzszg wzgledng obfitoscig
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Porphyromonadaceae niz osoby zdrowe poznawczo. Natomiast na poziomie rodzaju
(genus) przebadano roznice wzglednej obfitosci dla bakterii wchodzgcych w sktad
»~czerwonego kompleksu” zaproponowanego przez Socransky i wsp. (115). Nie
stwierdzono istotnych réznic we wzglednej obfitosSci Tannerella spp. oraz Treponema
spp. miedzy grupami 0sdb zdrowych i chorych. Zaobserwowano jednak, ze obfitos¢
Porphyromonas spp. w grupie 0sob z AD jest wyzsza niz w grupie oséb zdrowych
poznawczo. Zwiekszenie ilosci badanych probek prawdopodobnie pozwolitoby
potwierdzi¢ te wyniki. W badaniach Troci i wsp. wykazano wyzszg obfitos¢
Porphyromonadaceae w mikrobiocie fekalnej oraz Porphyromonas spp., Leptotrichia
spp. i Tannerella spp. w mikrobiocie jamy ustnej. Co wiecej, obfitos¢ Porphyromonas
spp. jest skorelowana z iloscig AB w PMR (265). Zesp6t Franciotti i wsp. poréwnat
obfitos¢ P. gingivalis w jamie ustnej osdb z chorobami neurodegeneracyjnymi, osob
z zaburzeniami neurologicznymi ale bez choréb neurodegeneracyjnych oraz osob
zdrowych. Obfitos¢ P. gingivalis byta najwyzsza u o0séb z chorobami
neurodegeneracyjnymi, a najnizsza wsrod osob zdrowych. ObecnoS$¢ tej bakterii
korelowata rowniez z obecnoscig przeciwciat anty-P. gingivalis ale tylko w przypadku
0s6b bez zmian neurodegeneracyjnych, co moze sugerowac, ze u pacjentow z chorobg
neurodegeneracyjng zaburzona zostaje odpowiedZ swoista skutkujgca niskim
poziomem przeciwciat (266).

Przeprowadzone badania cechujg sie pewnymiograniczeniami. Najwazniejszym
z nich jest problem wielkosci proby badanej. Wedtug zatozen proba powinna liczy¢ 120
0s0b, w tym 60 0sdb z AD i 60 0sOb zdrowych poznawczo. Zatozenia zostaty spetnione
tylko w 56% z kilku przyczyn. Najwazniejszg przyczyng nieuzyskania petnej grupy byta
pandemia COVID-19, ktora rozpoczeta sie pod koniec 2019 roku, a do Polski dotarta na
poczatku 2020 roku. Jako, ze osoby zyjgce z demencjg, z racji swojego wieku oraz
obcigzenia chorobg, byty szczegdlnie narazone na zakazenie wirusem SARS-CoV-2
rekrutacja pacjentdow zostata wstrzymana i nie udato sie jej ponownie wznowi¢. Dostep
do grupy 0s6b zdrowych poznawczo rowniez byt utrudniony ze wzgledu na obostrzenia,
zwtaszcza na poczatku pandemii, jak réwniez ze wzgledu na specyfike badan, ktéra
wymagata przeprowadzenia badania periodontologicznego w obrebie jamy ustnej.
Z tego samego powodu znacznie ograniczona byta proba badana

w oznaczeniach genetycznych. W badaniach poszukujgcych zwigzku polimorfizmow
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genow z cechami klinicznymi choroby, w tym przypadku wspotwystepowania AD i PeD,
wymagana jest bardzo duzailo$¢ analizowanych probek. W przeciwnym razie uzyskanie
wiarygodnych wynikow moze by¢ utrudnione, mimo zastosowania czutych metod
analizy statystycznej. Kolejnym ograniczeniem byta liczba probek Sliny, w ktorej
analizowano sktad mikrobioty. Mimo to, udato sie jednak wykry¢ ciekawe zaleznosci

i wyznaczy¢ dalsze kierunki badan w tym obszarze.

PODSUMOWANIE

W przebiegu choroby Alzheimera (AD) dochodzi do istotnych zmian w profilu
obwodowych komorek odpornosciowych, ktérych ogdlna ilos¢ jak i ilos¢
poszczegdlnych subpopulacji leukocytow istotnie zmniejsza sie w poréwnaniu do 0sob
zdrowych poznawczo. Moze to by¢ jedng z przyczyn ostabionej odpowiedzi
odpornosciowej przeciwko antygenom bakteryjnym i wirusowym oraz wskazywac na
potencjalne niedobory immunologiczne w tej grupie chorych.

Na podstawie analizy parametrow klinicznych mozna wnioskowag, ze istnieje
Scisty zwigzek miedzy wystepowaniem AD i paradontozy (PeD). Obcigzenie stanem
zapalnym przyzebia u pacjentéw demencyjnych moze istotnie wptywac na pogarszanie
sie funkcji poznawczych i postep AD. Jest to podstawg do zwrdcenia szczegdlnej uwagi
na koniecznos$c¢ leczenia PeD w terapii 0sob dotknietych AD.

Obwodowe komaorki odpornosciowe (PBLS) ex vivo pacjentow obcigzonych AD
charakteryzuja sie zmniejszonym wytwarzaniem czgsteczek stanu zapalnego, co moze
by¢ oznakg obnizonej funkcjonalnosci w stosunku do 0séb zdrowych. Zaobserwowano
takze, iz obecnosc¢ antygenu bakteryjnego LPS-PG (LPS z P. gingivalis) prowadzi do
gwattownej odpowiedzi odpornosciowej u pacjentow z AD w stosunku do o0sob
zdrowych. Przejawia sie to wiekszym wyrzutem mediatorow stanu zapalnego, co moze
z kolei wskazywac, ze ulegajg one hiperaktywaciji.

Wspotwystepowanie AD i PeD wptywa na kondycje/status obwodowych
komorek odpornosciowych. Moznawnioskowac, ze PBLs wykazujg oznakiwyczerpania,
poniewaz wraz z pogarszajgcym sie statusem periodontologicznym pacjenta
chorujgcego na AD odpowiadajg istotnie mniejszym wytwarzaniem cytokin pro-

i przeciwzapalnych waznych w odpowiedzi przeciwbakteryjne;j.
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Zwiekszona ekspresja genu AP-71 wigze sie z nasileniem stanu zapalnego
przyzebia (PeD) u pacjentow z AD, co moze takze ttumaczy¢ wiekszy wyrzut cytokin
przez obwodowe komorki odpornosciowe w odpowiedzi na LPS-PG.

Obcigzenie stanem zapalnym przyzebia (PeD) nie jest zwigzane z poziomem
wrodzonej odpornosci u 0sob zdrowych poznawczo (ZDR). Tymczasem u 0sdb z AD PeD
i wrazliwos¢ PBLs na zakazenie wirusowe mogg by¢ ze sobg ujemnie skorelowane, co
moze wynikac ze zmienionego profilu komorek odpornosciowych.

W wyniku zakazenia komorek VSV pacjenci z AD charakteryzowali sig istotnie
nizszymi stezeniami wydzielonych cytokin prozapalnych w zwigzku z tym mozna
przypuszczac, ze cechujg sie oni ogolnie nizszg wrodzong odpornoscig niz osoby
zdrowe.

Badane polimorfizmy gendw APOE (rs429358;rs7412), HLA-DRB1 (rs9270856),
HLA-DRA (rs3135344), HLA-DQAT (rs9272105), FCGR2A (R/H131) nie sg zwiazane
z wiekszg odpowiedzig zapalng u pacjentéw z AD obcigzonych dodatkowo PeD.

Mikrobiota jamy ustnej rézni sie miedzy osobami zdrowymi poznawczo
a chorymi z AD. Pacjenci z AD charakteryzowali sie wyzszym udziatem Bacteroidetes
i nizszym Proteobacteria niz osoby zdrowe poznawczo. Obecnosc¢ Bacteroidetes spp.
moze by¢ zwigzana z patogenezg AD. Chorzy z AD charakteryzuja sie wyzszg przecietng
wzgledng obfitosScia bakterii z rodziny Porphyromonadaceae niz osoby zdrowe.
Wystepuje u nich takze wyzsza wzgledna obfito$¢ bakterii Porphyromonas spp.

Specyficzny sktad mikrobioty i stosunek jednych szczepow do drugich moze byc¢

zwigzany z obecnoscia ogolnoustrojowego stanu zapalnego.
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6. WNIOSKI KONCOWE

1. Obecnie priorytetem w dziedzinie zdrowia psychicznego powinno by¢ wdrozenie
diagnostyki stanu zapalnego przyzebia (paradontoza) wsréd osob z zaburzeniami

funkcji poznawczych oraz demencjg, zwtaszcza typu alzheimerowskiego (AD).

2. Nalezy rozwazy¢ witaczenie leczenia paradontozy na state do protokotu
leczenia/postepowania z pacjentami demencyjnymi, ale takze z osobami

wykazujgcymitagodne zaburzenia poznawcze.

3. Paradontoza, jako choroba infekcyjna i zapalna, jest dodatkowym, znacznym,
obcigzeniem dla uktadu odpornosciowego pacjentéw cierpigcych na chorobe
Alzheimera, co wptywa na o0golng kondycje i status obwodowych komorek
odpornosciowych oraz powoduje utrzymywanie sie przewlektego ogélnoustrojowego

stanu zapalnego o niskim nasileniu.

4. U pacjentéw z chorobg Alzheimera dziatanie obwodowego uktadu odpornosciowego
jest znacznie ostabione, przez co nie jest on wydolny w walce z czynnikami
zakaznymi. Komorki odpornosciowe wykazujg oznaki wyczerpania, a w obecnosci
antygenow bakteryjnych czy wirusowych ulegajg nadmiernej aktywaciji. W przysztosci
nalezy zatem rozwazyC wtgczenie terapii poprawiajgcych deficyty immunologiczne

wsrod 0sob z zaburzeniami poznawczymi i demencja typu AD.

5. Personel medyczny tj. pielegniarki, lekarze psychiatrzy oraz stomatolodzy powinni
by¢ szkoleni w kierunku biezgcego informowania pacjentéw o koniecznej

profilaktyce paradontozy, aby unikng¢ przysztych konsekwencji dla zdrowia

psychicznego.
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7. PRZYSZLE KIERUNKI BADAN

Rezultaty badan wykonanych w niniejszej pracy pokazujg, ze paradontoza, czyli
stan zapalny przyzebia, jest czynnikiem inicjujgcym rozwdj i sprzyjajgcym progresji
zaburzen poznawczych i choroby Alzheimera m.in. poprzez negatywny wptyw na
odwodowy uktad odpornosciowy. Miejscowy stan zapalny, toczacy sie przez lata
powoduje przejscie w ogolnoustrojowe obcigzenie zapalne, co prowadzi do dysfunkcji
i niewydolnosci komorek odpornosciowych. Doktadne mechanizmy zwigzane
z zaburzeniem wrodzonych jak i nabytych reakcji odpornosciowych to dalszy kierunek
badan w tym obszarze.

W przysztosci wyniki przedstawionych tu badan powinny zosta¢ wykorzystane do
podnoszenia Swiadomosci spoteczenstwa na temat zdrowia i higieny jamy ustnej jako
waznego czynnika profilaktycznego w walce z chorobami demencyjnymi takimi jak
choroba Alzheimera.

Nalezy wykorzysta¢ wyniki niniejszej pracy w planowaniu dalszych badan
naukowych, badan eksperymentalnych i klinicznych, majgcych na celu wykazanie czy
leczenie paradontozy moze korzystnie wptyng¢ na obwodowy uktad odpornosciowy,
zmniejszy¢ deficyty immunologiczne oraz poprawi¢ jakos¢ zycia chorych,
a w konsekwencji takze zredukowac bgdz spowolni¢ postep zaburzen poznawczych

i choroby Alzheimera.
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DODATEK

Tab. D1. Wyniki regresji liniowej dla MMSE i CAL

(stata) 22,467 4,521 | 13,269 31,665 | 4,969 <0,001
VCAL 1,891 1,121 -0,389 4,172 1,67 0,051
wiek -0,099 0,065 | -0,231 0,032 -1,536 0,067

Tab. D2. Wyniki regresji liniowej dla MMSE i PD

(stata) 27,402 | 8,940 9,213 45,591 3,065 0,002
VPD -2,411 4,898 | -12,375 7,554 -0,492 0,313
wiek -0,096 0,067 -0,233 0,041 -1,428 0,081

Tab. D3. Wyniki regresji liniowej dla MoCA | CAL

(stata) 23,101 4,382 14,185 32,016 | 5,272 <0,001
VCAL 1,344 1,086 -0,866 3,555 1,237 0,112
wiek -0,148 0,063 -0,276 -0,021 -2,365 0,012

Tab. D4. Wyniki regresji liniowej dla MoCA i PD

(stata) 26,572 | 8,519 9,239 43,904 3,119 0,002
vPD -1,690 | 4,667 | -11,185 7,805 -0,362 0,360
wiek -0,146 | 0,064 -0,276 -0,015 | -2,275 0,015
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Tab. D5. Wyniki testu Dunna dla zmiennej API
oraz genotypu rs1801274

Dla kazdej poréwnywanej grupy zamieszczono wartosé
statystyki testowej a pod nig wartosc¢ p.

Tab. D6. Wyniki testu Dunna dla zmiennej
APl oraz genotypu rs9270856

Tab. D7. Wyniki testu Dunna dla zmiennej
APl oraz genotypu rs3135344

-4,72

<0,001
-1,54 3,12
0,074 | 0,002

-4,28 0,94 -2,50
<0,001 | 0,174 | 0,009
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Tab. D8. Skrdcone wyniki obejmujgce  czynnik
interakcyjny dla testu PERMANOVA dla wskazZnika
Jaccarda

BOPxTxalzheimer | 0,237 0,044 0,964 0,579
APIxalzheimer 0,227 0,042 0,918 0,743
PDxalzheimer 0,238 0,043 0,962 0,609
CALxalzheimer 0,250 0,046 1,021 0,427

Liczba grup: 2, N = 23, liczba permutacji: 999. SS - suma
kwadratéw (ang. sum of squares).

Tab. D9. Skrécone wyniki obejmujgce  czynnik
interakcyjny dla testu PERMANOVA dla wskaZnika Bray-
Curtisa

BOPxTxalzheimer | 0,167 0,031 0,668 0,956
APIxalzheimer 0,126 0,023 0,498 0,998
PDxalzheimer 0,177 0,033 0,705 0,929
CALxalzheimer 0,329 0,061 1,335 0,100

Liczba grup: 2, N = 23, liczba permutacji: 999. SS - suma
kwadratéw (ang. sum of squares).

Tab. D10. Skrocone wyniki obejmujgce czynnik
interakcyjny dla testu PERMANOVA dla Unweighted
UniFrac

BOPxTxalzheimer [ 0,094 0,045 0,993 0,484
APIxalzheimer 0,087 0,041 0,903 0,684
PDxalzheimer 0,090 0,043 0,944 0,598
CALxalzheimer 0,106 0,050 1,127 0,257

Liczba grup: 2, N = 23, liczba permutacji: 999. SS - suma
kwadratéw (ang. sum of squares).
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Tab. D11. Skrocone wyniki obejmujgce czynnik
interakcyjny dla testu PERMANOVA dla Weighted UniFrac

BOPxTxalzheimer | 0,194 0,019 0,406 0,922
APIxalzheimer 0,259 0,025 0,548 0,816
PDxalzheimer 0,254 0,024 0,522 0,822
CALxalzheimer 0,442 0,042 0,943 0,437

Liczba grup: 2, N = 23, liczba permutacji: 999. SS - suma
kwadratéw (ang. sum of squares).
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