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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABR
AB
AICD
AD
ADFAD
Amk
apoE
APLP
APP
BACE
CcT
DSM-IV
FAD
GSK-3
IDE

KPI
MAP

acidobézicka rovnovaha
amyloidovy {3 peptid

amyloidova intracelularna doména
Alzheimerova choroba

Familiarna Alzheimerova choroba s autozémovo dominantnou dedi¢nostou

aminokyselina

apolipoprotein E

amyloid precursor-like protein
amyloidovy prekurzorovy protein
[3-site cleavage enzyme
karboxyterminalny koniec
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV
familidrna Alzheimerova choroba
glykogén syntéza kinaza 3

inzulin degradujuci enzym

Kunitz protease inhibitor domain
microtubule associated protein

NINCDS-ADRDA kritéria National Institute of Neurological and Communicative

Psen1
Psen2
TMD

TACE

disease and Stroke/Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association (NINCDS-ADRDA )
Criteria For The Clinical Diagnosis of Alzheimer's disease

presenilin 1
presenilin 2
transmembranova doména

tumor necrosis faktor a (TNFa) converting enzyme
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1. UVOD

Alzheimerova choroba (AD), najcastejsia pri¢ina demencie, je ireverzibilné, progresiv-
ne neurodegenerativne ochorenie, charakteristické poklesom vy3sich kognitivnych funkcii,
vratane kratkodobej pamate, abstraktného myslenia, koncentracie, recovych schopnosti,
zrakového vnimania a priestorovej orientécie. Po prvykrat bola popisand nemeckym neuro-
[6gom Aloisom Alzheimerom v roku 1907 ako neuropatologicky syndrém charakteristicky
progresivnou demenciou. Alzheimer ako prvy demonstroval vztah medzi Specifickymi kogni-
tivnymi zmenami, neurologickymi léziami pri pitve a klinickym priebehom choroby (Alzhei-
mer, 1907). AD sa vyznacuje charakteristickou neuropatoldgiou, ktora zahffia pritomnost
intraneuronélnych neurofibrilarnych spleti a pritomnost amyloidovych a senilnych plakov
v extraceluldrnom priestore. Neurofibriladrne splete predstavuju hyperfosforylovanud formu
s mikrotubulami asociovaného proteinu Tau (Grundke-Igbal a kol., 1988). Amyloidové plaky
st tvorené mnoZstvom proteinov a hlavne amyloidovym B peptidom (AB) o dlzke 40-42
aminokyselin. AR je proteolyticky derivat amyloidového prekurzorového proteinu (Glenner
akol., 1984; Hardy a Allsop, 1991; Selkoe, 1989). Dané patologické atriblity mézu poslazit pri
diagnostike a identifikacii kandidatnych génov. Klinické symptémy su vysledkom dysfunkcie
neurénov a ich odumierania v 3pecifickych oblastiach mozgovej kory.

AD je geneticky heterogénne ochorenie vyskytujlce sa vo familidrnej a sporadickej forme.
Familiarna forma AD (FAD) so skorym nastupom je zriedkavé autozomalne dominantné
ochorenie, spésobené mutaciami v génoch pre amyloidovy prekurzorovy protein (APP),
presenilin 1 a presenilin 2 (Janssen a kol., 2003; Van Duijn a kol., 1991). Sporadicka forma
je Castejsia a vyznacuje sa neskorym nastupom. Predpoklada sa, Ze sporadické forma je od
veku zavisla a je vysledkom p6sobenia genetickych a enviromentélnych rizikovych faktorov.
Zistila sa asociacia sporadickej formy s genotypom apolipoproteinu E, ktory predstavuje velmi
vyznamny geneticky rizikovy faktor pri vyvoji ochorenia.

Diagnosticky pristup zahffia rodinn anamnézu, neurologické a psychologické vysetrenia,
zobrazovacie metédy a molekularno-geneticku diagnostiku. Molekulérno-geneticka analyza
kandidatnych génov v rodine s postihnutym pacientom, je velmi vyznamna nielen pri diagnos-
tike postihnutych jedincov, ale zahfria aj identifikaciu patologickej mutécie, urcenie nositelov
mutantnej alely, segregaciu alely z rodi¢ov na potomstvo a nasledné zostavenie rodokmena.

Napriek ndro¢nym diagnostickym metédam, diagnostika AD in vivo nie je spolahlivo vy-
pracovana s vynimkou familidrnych foriem. Az post mortem histopatologické vysetrenie
s detekciou neurofibrilarnych spletf a senilnych plakov méZe definitivne potvrdit diagnézu
AD a vyli¢it iny typ demencie.

Praca poskytuje prehlad o epidemioldgii, rizikovych faktoroch AD, a délezitych génoch,
o ktorych sa predpoklada, ze su zahrnuté v patogenéze AD, teda o kandidatnych génoch.
V préci je popisana tloha jednotlivych génov, ktorych mutécie vedu k vzniku FAD so skorym
nastupom a molekularne funkcie nimi kédovanych proteinov. TaktieZ sa zaobera genetickymi
rizikovymi faktormi pri AD s neskorym nastupom ochorenia.
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2. LITERARNY PREHLAD

2.1 Klasifikacia Alzheimerovej choroby

Alzheimerova choroba (AD) je multifaktorialne, geneticky heterogénne ochorenie, vy-
skytujlce sa vo familidrnej alebo sporadickej forme. Klasifikuje sa na zéklade veku nastupu
ochorenia na formu so skorym nastupom do 65 roku Zivota — presenilni demenciu a na formu
s neskorym zaciatkom po roku 65—senilnti demenciu (Terry a Katzman, 1983). Alzheimerova
choroba so skorym nastupom ochorenia a familiarnym vyskytom (FAD) zodpoveda za
10% vsetkych AD pripadov. 13% FAD so skorym nastupom predstavuje familiarna forma
s autozémovo dominantnou dedi¢nostou (ADFAD) (Campion a kol., 1999). Familiarna Al-
zheimerova choroba so skorym zaciatkom a s autozémovo dominantnou dedi¢nostou
(ADFAD) sa vyznacuje vysokou penetranciou. Campion a kol. (7999) definovali ADFAD ako
vyskyt jedného pripadu AD so skorym néastupom v troch generaciach. Stanovili prevalenciu
na 5,3 na 100,000 ludi. Doposial boli popisané tri gény, ktorych mutacie vedu k ADFAD.
St to gén pre amyloidovy prekurzorovy protein (APP), lokalizovany na chromozéme 21,
presenilin 1 (psenT) lokalizovany na chromozéme 14 a presenilin 2 (psen2) na chromozéme
1. Podla mutacnej databazy AD (Alzheimer Disease & Frontotemporal Dementia Mutation
Database) (http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations/), 80% predstavuji mutécie v psen 7,
14% v géne APP a 6% v psen 2. Mutacie v danych génoch vysvetluji 70 % pripadov ADFAD
a teda zodpovedaju za menej ako 1 % v3etkych pripadov AD. Mutécie v jednotlivych génoch
vedu k odlisSnému veku nastupu ochorenia. Vek nastupu ochorenia pri mutaciach v psen 17 je
35-60 rokov, APP je 40-65 rokov a psen 2 je 45-85 rokov (obrazok 1) (Campion a kol., 1999).
V rodinach, kde AD segreguje autozémovo dominantne ma kazdy jedinec 50% riziko, Ze zdedf
patologicki mutéciu. Nakolko vacsina pripadov FAD nie je vysvetlend mutaciami v danych
génoch, tak sa predpoklada vplyv aj inych génov a genetickych faktorov.

AD s neskorym nastupom, ¢i uz s familiarnym alebo sporadickym vyskytom, je podmie-
nena multifaktorialne. Okolo 75% tvorf prave sporadicka forma AD. Okolo 15% predstavuje
forma familidrna s neskorym nastupom ochorenia. Predpoklada sa, Ze 40% az 50% tvoria
genetické rizikové faktory (Lautenschlagera kol., 1996; Rocca a kol., 1991). VacSina foriem AD
ma komplexny geneticky zaklad dany jednym alebo viacerymi nezavisle pésobiacimi génmi
s neliplnou penetranciou, mnohymi interagujicimi génmi alebo kombinaciou genetickych
faktorov a faktorov Zivotného prostredia.
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Obrazok 1.: Opis jednotlivych foriem AD

Presenilnd ADFAD Senilnd FAD Sporadicka AD
PSENT (Chr. 14)  APP(Chr. 21) PSEN 2 (Chr. 1) ApoE, iné kandidatne gény?
80 % mut. 14% mut. 6% mut. >65r.

Vek: 25-60r. Vek: 40 -65. Vek: 45-85r.

\/

< vplyv inych kandidatnych génov

2.1.1 Klinické prejavy

Klinicky priebeh AD je charakteristicky pozvolnym zaciatkom portich paméte, s postupnou
progresiou cez Stadium mierneho deficitu az k demencii. Za¢ina sa poruchou novopamate.
Pamétové poruchy sa vo vieobecnosti prejavuju lahkou stratou schopnosti spomentit si na
nedadvne udalosti alebo skutocnosti. Tie sa postupne zvyrazriuju a neskor sa k nim pridruzia
zmeny osobnosti a pokles kognitivnych funkcii. Schudobnie abstraktné myslenie i schopnost
raciondlne uvaZovat. Postihnuty zlyhava v posudzovani a rieeni jednoduchych dloh. S prog-
resiou nastava postihnutie v3etkych zloZiek pamate a pridruzuje sa porucha priestorovej
a Casovej orientacie. Pridruzuju sa psychiatrické prejavy ako su depresia, apatia a anxieta.
Postihnuty v noci nespi, blidi po miestnostiach presvedceny, Ze je ¢as obeda alebo vychadzky
a doZaduje sa ich. V strednej faze ochorenia prestava chapat nové informacie, nezriedka sa
strati, a to i v zndmom prostredi. M4 porusent dlhodobl pamét, aj ked'ju Uplne nestratil.
Ziada pomoc pri beznych ¢&innostiach (umyvani, obliekani, jedeni). S4m sa viak pohybuje
a vacsinou i stravuje. Neskor pristtpia skraty v spravani i Uplna ¢asopriestorova dezorientacia.
V pokrocilom stadiu Alzheimerovej choroby postihnuty prestava chodit, vykonévat bezné
¢innosti, je inkontinentny. Kratkodobé a dlhodoba pamat sa Uplne stratia. MéZe sa pridruZit
mutizmus (strata komunikdcie, najma slovnej). Ochorenie kon¢i letalne v priebehu 5-10 rokov
od zaciatku prvych priznakov, v zavislosti na veku nastupu ochorenia a progresie (http://www.
alzinfo.org, http://alzheimers.org.uk).

2.2 Epidemioldgia a rizikové faktory

Alzheimerova choroba (AD) je naj¢astej3ia pri¢ina demencie, zodpovedna za dve tretiny pri-
padov. V zapadnych krajinach je to Stvrta najcastejsia pricina smrti po srdcovych ochoreniach,
rakovine a mftvici. Postihuje asi 1,4% 0s6b v rozvinutych krajinach. Prevalencia AD je okolo
1% u jedincov vo veku 60-64, okolo 4% u jedincov vo veku 65-74 rokov a narasté exponen-
cidlne s vekom, s tym, Ze vo veku 75-84 rokov je okolo 20% jedincov postihnutych tymto
ochorenim (Campion et al., 1999; Kukull a kol., 2002; Rocca, 1991). Prevalencia demencie
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sa u jedincov vo veku 65-85 rokov zdvojnéasobuje kazdych 5 rokov. V roku 2001, viac ako 24
miliénov ludi trpelo demenciou, a predpoklada sa, Ze toto ¢islo sa bude kazdych 20 rokov
zdvojnasobovat az na 81 miliénov v roku 2040 (Ferri a kol., 2005). Rizikové faktory sa delia
do niekolkych skupin: a., nemodifikovatelné (vek, pohlavie, etnické skupina, genetika, pe-
rinatalne podmienky, rast), b., socio-ekonomické modifikovatelné (faktory Zivotospravy
fajcenie, alkohol, diéta, fyzicka a psychicka aktivita), c., metabolické modifikovatelné (krvny
tlak, cholesterol, inzulin). Najpodstatne;jsim rizikovym faktorom je pokrocily vek. Predpoklada
sa, Ze u kazdého z nas by sa ochorenie vyvinulo, keby Zil 140 rokov. MnoZstvo pacientov s AD
sa zvy3uje so zvysujlicim sa vekom populcie a zvy3ujdcou sa dlzkou Zivota. Vztah medzi
vekom a AD nie je Uplné objasneny, ale predpoklada sa, Ze so zvy3ujlicim sa vekom sa mozu
vyskytnlt chyby v syntéze proteinov za vzniku abnormalnych proteinov a ich naslednej
akumuléacie (van Leeuwen a kol., 2000).

Pozitivna rodinnd anamnéza zvysuje riziko AD. CeloZivotné empirické riziko predstavuje
10-12%. U jedincov, ktori maju pribuzného prvého stupfia (matka, otec, sirodenec), u kto-
rého sa ochorenie prejavilo po 65. roku maju riziko okolo 20-25%, teda asi 2,5 krat vy3sie.
V pripade dvoch postihnutych pribuznych prvého stupnia sa riziko zvysuje aZ patnasobne
(Cuplles akol., 2004; Farrer a kol., 1989; Silvermann a kol., 1994). Farrer a kol. (7989) v 3tudii
na 70 rodinach s jednym alebo viacerymi pribuznymi s AD stanovil riziko na 53% v pripade
AD so skorym nastupom a na 86% v pripade AD s neskorym nastupom. Lautenschlager a kol.
(7996) zistili 39.0% = 2.1% riziko vo veku 96 rokov.

Rizikovou skupinou pre vznik AD su jedinci s Downovym syndrémom, u ktorych sa v 4. de-
kéde Zivota vyvinu neuropatologické priznaky. Predpokladanou pri¢inou je celoZivotna na-
dexpresia APP génu na 21. chromozéme, ktory kéduje amyloidovy prekurzorovy protein.
Hromadenie za¢ina uz v prvej dekade Zivota (Brugge a kol., 1994; Margallo-Lana a kol., 2004).

Niektoré studie potvrdili, Ze Zeny maju vyssie riziko AD, ¢o sa moze vysvetlovat vplyvom
Zenskych hormdnov na vyvoj AD, no na druhej strane sa v mnohych $tidiach nespozorovali
rozdiely medzi pohlavim (Rocca a kol., 1997; Kukull a kol., 2002).

Medzi rizikové faktory patri nizka Urover vzdelania i ked' v niektorych Studiach rizikov
skupinu predstavovali naopak ludia s vysokoskolskym vzdelanim. Taktiez sa zistilo, Ze re-
dukovana mentélna a fyzickd aktivita pocas Zivota a poranenie hlavy patria medzi rizikové
faktory (Fleminger a kol., 2003). Rizikové su aj dal3ie faktory ako st hypercholesterolémia,
arterialna hypertenzia, aterosklerdza, obezita, cukrovka a srdcovo — cievne ochorenia (De Ronci
akol., 1998; Forster a kol., 1995). Predpoklada sa, Ze vitaminy participujice v metabolizme
homocysteinu (B12 a kyselina listova), antioxidanty (Vitamin C a E) a nesaturované mastné
kyseliny maju protektivny charakter (Pope a kol., 2003).

2.2.1 Genetické rizikové faktory

Doposial boli identifikované tri kauzélne gény (APP, psen 1, psen 2), ktorych mutécie vedu
k ADFAD so skorym nastupom. Su v3ak popisané aj familidrne formy, ale mutdcia v danych
génoch sa neidentifikovala, z ¢oho vyplyva, Ze mutdcie aj v inych génoch mézu viest k FAD
so skorym zaciatkom.

10
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V pripade AD s neskorym nastupom ochorenia sa odhaduje podiel genetickych rizikovych
faktorov okolo 40% — 50%. Alela e4 apolipoproteinu E sa povaZuje za hlavny rizikovy faktor
v pripade sporadickej aj familidrnej formy s neskorym nastupom. Pritomnost e4 alely zvy3suje
riziko nastupu ochorenia u heterozygotov trojnasobne a u homozygotov patnastnasobne
(Corderakol., 1993; Farrer a kol., 1997; Khachaturian a kol., 2004).

V niektorych pracach sa popisuje asociacia AD s polymorfizmami v génoch IL-1A a IL-1B.
Pritomnost IL-1A *2 (T) alely u homozygotov znizuje vek nastupu o 9 rokov. Alelicka varianta
IL-1B 2 zvySuje riziko. ZloZeni heterozygoti pre dané alely maju az desatnasobne zvysené
riziko pre AD (Ravaglia a kol., 2006).

KedZe menej ako 50% pacientov s AD s neskorym nastupom su nositelmi apoE e4 alely,
tak musia existovat aj iné gény, ktorych polymorfné varianty zvysuju riziko na AD. Vacsina
genetickych faktorov zahrnutd v AD s neskorym nastupom su predispozi¢né Cinitele, ktoré nie
st schopné samostatne indukovat ochorenie, ale vyrazne zvy3uju riziko pre vznik ochorenia
v populdcii. Svoj patogénny ucinok pravdepodobne navodzuju interakciou s faktormi prostre-
dia alebo inymi fyziologickymi podmienkami, taktieZ sa predpokladd ich vzéjomna interakcia
a synergicky efekt. Na zéklade ich funkcie, bolo identifikované mnozstvo potencialnych génov.
Mnohé z danych génov kéduju proteolytické enzymy, plazmové proteiny, rastové faktory
alebo membrénové receptory. Niektoré maju viacero polymorfnych variant. Proteinové pro-
dukty danych génov st zahrnuté v kaskéde procesov zodpovednych za patogenézu AD. Bolo
popisanych vy3e 100 kandidatnych génov (Ertekin-Taner, 2010; Kamboh, 2004).
Potencialne gény a lokusy zahrnuté v patogenéze AD
IL1A, IL1Ba (2q14)

TfC2 (3q21), BChE (3926.1-q26.2)

NOS3 (7q35)

VLDL-R (9pter—p23), UBQLNT (9q22)

IDE (10q23-q25), GSTO1 a GST02 (10)

catD (11p15.5), SORLT (11q23), GAB2 (11q14)

a2M (12p), LRP (12), LBP-1c/CP2/LSF (12), A2M (12)

ACT (14q32.7)

ACE (17g23), 5-HTT (17911.1-q12), BH (17911.1-q11.2)

* APOE (19q32.2), TGF-B1 (19q13.1-q13.3), CST3 (20p11.2)

2.3 Amyloidovy prekurzorovy protein

Az 75 rokov od prvého popisu senilnych plakov v mozgu AD pacienta sa identifikovalo,
ze hlavnou zlozkou extraceluldrnych amyloidovych plakov je 4 kDA peptid s (3 Struktirou
a nazvali ho amyloidovy 8 peptid (AB) (Allsop a kol., 1983; Glenner a Wong, 1984). Dal3imi
Studiami sa zistilo, Ze peptid je fragment vytvoreny proteolytickym Stiepenim vacsieho pre-
kurzorového proteinu a z toho je aj odvodeny nazov amyloidovy prekurzorovy protein (APP)
(Kang akol., 1987). Dané skuto¢nosti umoznili sformulovat amyloidovid hypotézu opierajticu
sa o predpoklad, Ze nadprodukcia a agregacia A st hlavnou pri¢inou progresie AD (Hardy
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a Allsop, 1991). Prave z tohto dévodu je neurobiologicky vyskum zamerany na objasnenie
funkcie APP, tcinku a vzniku AP a jeho tlohu v neurodegeneracii.

Je mnoiZstvo faktov dokazujucich, ze tvorba AP je najvyznamnejsi proces v patogenéze
AD. Jednak v pripade FAD boli identifikované mutdcie prave v tych génoch, ktoré st priamo
zahrnuté v procesingu APP a taktiez u pacientov s trizémiou 21. chromozému sa prejavuji
neuropatologické ¢rty AD.

2.3.1 Struktura amyloidového prekurzorového proteinu

Gén pre amyloidovy prekurzorovy protein bol klonovany na zaklade aminokyselinovej
sekvencie AR a bola ur¢ena jeho lokalizacia na chromozéme 21 (21g21.3-q22.05). APP gén je
zloZeny z 18 exénov a obsahuje 170 kb genémovej DNA (Yoshikai a kol, 1990). Ex6n 16 a 17
kéduju AB peptid. APP je ubiquitne exprimovany transmembranovy glykoprotein (Kang a kol,
1987). APP podlieha alternativnemu splicingu za tvorby 10 réznych izoforiem o dlzke 563 az
770 aminokyselin (Coulson a kol., 2000). Je exprimovany v réznych typoch buniek a tkaniv
ako aj v endotélidlnych, glidlnych bunkéch, astrocytoch a neurénoch mozgu. Dominantné
izoformy st APP695, APP751, APP770 (obrazok 2). Ich odlidnost spociva v tom, ze APP751
a APP770 obsahuju exdn 7, ktory kdduje tzv. Kunitzovu proteazovu inhibi¢nd doménu (KPI),
zatial ¢o APP 695 neobsahuje KPI doménu. V3etky formy su exprimované v mozgu, no naj-
Castejsia je varianta APP695. V mozgu su izoformy exprimované v pomere (APP770: APP751:
APP695 — 1: 10: 20) (Tanaka a kol., 1989).

Obrazok 2. Schematické znazornenie APP génu s 18 exénmi a najcastejSie proteinové izoformy
APP (Ling a kol., 2003)

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 13a14 15 16 17

APP izoformy

| 6 9———13 T4——ccmmme 18

APP695
e 7 9—— 13 T4 18

APP751
O - Y 18

APP770
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Boli identifikované dva APP homoldgy APLP-1 a APLP-2 (amyloid precursor - like proteins).
Maju vak mald homoldgiu k APP regidnu koreSpondujicemu k AR doméne a preto nedavaij
vznik AB peptidu (Coulson a kol., 2000).

APP je lokalizovany v mnohych membranovych Struktdrach bunky ako st endoplazma-
tické retikulum a Golgiho aparat ako aj na povrchu bunkovej membrany (Caporaso a kol.,
1994). Je lokalizovany aj v membranovych mikrodoménach, bohatych na cholesterol a GM1
gangliozidoch.

APP je zloZeny z dlhej ektodomény, transmembranovej domény a cytoplazmatickej domény
(obrézok 3). Ektodoména je orientovana bud' extracelularne alebo do lumenu intracelularnych
vezikdl. Obsahuje N-terminalnu oblast bohatt na cystein, ktora tvori globularnu Struktdru,
nasleduje acidickd doména a za fiou pokracuje glykozylovany region (Rossjohn a kol., 1999).
APP podlieha mnohym posttranslacnym zmenam ako su glykozylécia, sulfondcia, fosforylacia
a proteolytické 3tiepenie (Waltera kol., 1997). Glykozylovana doména podlieha N- aj O- gly-
kozylacii (Weidemann a kol., 1989). Dana doména je zloZena z dvoch ¢asti. Proximalna Cast
nazyvana CAPPD (Dulovo a kol., 2004), E2 (Wang a Ha, 2004), D6a (Anderson a kol., 2006)
je Strukturovana, zloZena z hélixov, ktoré navzéjom interaguju za tvorby antiparalelného
diméru. Doména je vysoko konzervovand u APP ortolégov od Drozofily aZ po ¢loveka, &im sa
umoziuje predpoklad, Ze ma délezitu funkciu. Predpoklada sa jej vyznam pri procesingu APP.
Distalna Cast nie je Strukttirovana. Vysoko glykozylovany APP mé funkciu v bunkovej adhézii
av interakcii s extracelularnou matrix. V ektodoméne sa nachadza niekolko funk&nych domén,
ktoré viazu med, zinok, heparin, kolagén a rastovy faktor (Behera kol., 1996; Multhaup a kol.,
1995; Multhaup a kol., 1996). Rastovy faktor sa viaze na neurotrofnd doménu s motivom
RERMS (Rossjohn a kol., 1999). Predpoklada sa jeho vyznam v trofickych procesoch neurénov
a raste neuritov. Med' viazuca doména je homologicka k Saperénom medi. Predpoklada sa
Uloha APP v homeostéze medi moznym prenosom medi k metaloenzymom ako superoxidi-
smutéza alebo Cu ATPé&za. APP umozni redukciu Cu?* na Cu* a ma neuroprotektivny efekt ako
antioxidant (Hesse a kol., 1994; Multhaup a kol., 1996). U niektorych izoforiem sa nachadza
KPI doména alebo OX2 (APP770) doména. KPI doména inhibuje serin proteazy ako st trypsin
a chymotrypsin a krvné koagulacné faktory IX a IXa. Expresia KPI izoforiem v krvnych bunkach
a dostickach slizi ako funkcia v hojeni ran (Ponte a kol., 1988). Funkcia OX2 nie je znama.

APP cytoplazmatickéd doména je kréatka, zlozena z 51 aminokyselin. M& mnoZstvo motivoy,
ktoré su doleZité pri reguldcii transportu APP a v signalnej transdukcii. Nach&dza sa tu klatrin
viazuca doména a doména pre Go heterotrimericky protein (Nordstedt a kol, 1993; Nishi-
moto a kol., 1993). YENPTY motiv viaze FE65 a X11 proteiny. St to cytosélické adaptorové
molekuly, ktoré interaguju s inymi proteinmi a transkripénymi faktormi za tvorby komplexov,
ktoré sprostredkuju prenos signalu (Borg a kol., 1996; Sabo a kol., 1999). Vézba proteinov
je regulovana fosforylaciou. V CT doméne je aj VEVD motiv, ktory obsahuje Stiepne miesto
pre kaspazy 6 a 8. Stiepenim kaspazami sa narusi signalizacia APP a spusta sa apoptdza
(Pellegrini a kol., 1999).

AB doména (597 — 639 amk u APP695) sa nachadza z Casti v ektodoméne a z Casti v hyd-
rofébnej transmembranovej doméne. Obsahuje med; zinok a heparin viazucu doménu. Motiv
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RHDS je zodpovedny za formovanie komplexov s dvojmocnymi katiénmi, za vzniku cyto-
toxickych agregatov (Ghiso a kol., 1992). V AB doméne sa nachadzaju aj Stiepne miesta pre
sekretdzy.

Obrazok 3. Amyloidovy prekurzorovy protein a jeho domény
SP-signalny peptid, TMD-transmembranova doména, CD-cytoplazmatickd doména, HBD-heparin
viazuca doména, CuBD-med' viazuca doména, ZnBD-zinok viazuca doména, CBD-kolagén viaZuca
doména, GPF- miesto vazby rastového faktoru, KPI-Kunitz proteazovd doména, CHO-miesto
glykozylacie, Go-doména pre Go heterotrimericky protein, YENPTY motiv viaze FE65 a X11
proteiny (Evin a Wiedemann, 2002).

SP EKTODOMENA TMD CD
C cagp [ 11
CuBD - CBD ZnBD G, YENPTY
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I P | P region \ / | &° | o0
[0 Lo
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doména KPI OX-2 Exon | AB
15 1 1 1
Ba vy
Sekretazové
Stiepne miesta

2.3.2 Funkcia APP

Hlavné funkcie APP, ako uZ boli niektoré popisané, vyplyvaju z jeho Struktury a funkénych
domén, ktoré obsahuje. Samotny APP ako aj jeho fragmenty participuju v bunkovej adhézii,
neurotrofnej, neuroproliferacnej a neuroprotektivnej aktivite, axonalnom transporte, intrace-
lularnej komunikacii, signalnej transdukcii od membrany k jadru bunky, génovej transkripcii,
v metabolizme cholesterolu a homeostaze medi (Breen a kol., 1991; De Strooper a Annaert,
2000; Selkoe a kol., 1988; Turner a kol., 2003). Predpoklada sa, Ze APP ma déleZité funkcie, pre-
to bolo prekvapujlice, Ze APP knock-out mys3i mali relativne normalny fenotyp az na redukciu
hmotnosti, motorickej aktivity, synaptickej transmisie ako aj hypersenzitivitu k epileptickym
zachvatom. Je v3ak pravdepodobné, Ze funkciu APP nahradili jeho homoldgy. Aviak mysi bez
APP a APLP génov, prenatalne zomierali, ¢im sa predpoklada, Ze ich funkcie st vyznamné pre
normalny bunkovy metabolizmus a vyvin (von Koch a kol., 1997). Uloha APP v adhézii stvisi
s vazbou Specifickych substratov ako kolagén, heparin, laminin a inymi adhéznymi molekulami
ako st B-1-integrin a telencefalin. Signélna transdukcia a regulécia génovej expresie stvisia
s vazbou roéznych proteinov na CT doménu (Storey a kol., 1996; Storey a kol., 1999).
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APP na povrchu bunkovej membrény vystupuje ako receptor spojeny s G proteinmi
a sprostredkuje transdukciu extracelularneho signélu do vnitra bunky cez C-terminélnu do-
ménu. APP ako receptor viaze G, protein a indukuje sa tak tvorba G proteinového komplexu,
ktory disociuje na dve podjednotky G, a dimér Gg,, ktoré nasledne aktivuji rézne downstream
signalne drahy, ako je aj draha pre apoptdzu (Brouillet a kol., 1999; Nishimoto a kol., 1993;
Okamoto akol., 1995). TaktieZ sa predpoklada, Ze APP sprostredkovana aktivacia G proteinov
je zahrnutd v synaptickej transmisii a plasticite a v aktivite neurénov. Dokazom toho su aj
my3i s nulovymi APP mutéciami, ktoré mali ur¢ité abnormality v Struktdre a funkcii neurénov
ako su gliéza, znizen4 hladina synaptofyzinu v hippocampe a redukovant dlzku dendritov
neurénov v hippocampe (Zheng a kol., 1995).

Vazbou Fe65 adaptorového proteinu a proteinu MENA na APP, ktoré nésledne viazu profilin
sa umozni formécia aktinového filamentu. To priamo spéja APP s bunkovym cytoskeletom
(Sabo a kol., 2001). V niektorych pracach sa popisuje tloha APP v u¢eni a pamati (Dawson
akol., 1999).

2.3.3 Protelytické Stiepenie APP

APP je Stiepeny tromi roznymi sekretdzami a-, -, a y- sekretazou. Dané sekretazy su zahr-
nuté v dvoch réznych drahach Stiepenia, konkrétne amyloidogénnej a neamyloidogénnej. Prvy
krok neamyloidogénneho (nepatogénne) Stiepenia zacina Stiepenim a-sekretazy vo vnutri AR
domény medzi lys16-leu17 (687-688 amk; APP770) za vzniku dlhého solubilného fragmentu
a-sAPP o dlzke 687 amk a COOH terminalneho fragmentu o dlzke 83 amk (CT83), ktory
zostava ukotveny v membrane. CT83 fragment je Stiepeny y- sekretdzovym komplexom za
vzniku malého 3 kDa p3 fragmentu a AICD (amyloidova intraceluldrna doména) fragmentu
o dlzke 57-59 amk (Evin a kol., 1994; Seubert a kol., 1992) Amyloidogénna cesta tiepenia
zacina [3-sekretazou, ktora stiepi pred AR doménou (671-672 amk; APP770) za vzniku solu-
bilného B-sAPP fragmentu o dlzke 671 amk a v membréne viazaného CT99 fragmentu. CT99
je Stiepeny y- sekretazovym komplexom za vzniku 4 kDa AP fragmentu a AICD (amyloidova
intraceluldrna doména) fragmentu o dlzke 57-59 amk (Huse a Doms, 2000). y-seretazové
Stiepenie (711-712/713-714) CT99 mdze dat vznik AB40 alebo AB42. Hydrofébny AB42 je
nachylnejsi k tvorbe fibril ako AB40. AB42 je sice menej ¢asta forma, ale je hlavnou zlozkou
amyloidovych plakov.
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Obrazok 4. Nepatologickd a patologicka draha proteolytického Stiepenia APP

Nepatologicka cesta
a +y sekretazy

0] ) KPI )OX-2)

Q) ) ) ) a-sAPP

Patologicka cesta
B +y sekretazy

0 ok

Q W ) e

y-sekretaza

a a  sekretdzova aktivita st v rovnovéhe a sitazia o APP. V pripade zvysenia jednej aktivi-
ty, druha poklesne. TakZe zvysenie (3 aktivity jednak zvysi tvorbu AP, stic¢asne viak poklesne
tvorba aAPP.

2.3.3.1 a-sekretaza

(Nitsch a kol., 1992). Boli zistené konstitutivna a inducibiln& a-sekretazova aktivita. Zdroj
konstitutivnej aktivity zatial nebol presne identifikovany. Inducibilna a-sekretdzova aktivita
je pod kontrolou proteinkinazy C (PKC) (Nitsch a kol., 1997). a-sekretazova aktivita sa moze
zvysit vplyvom forbol esterov, estrogénov, testosterénu, neurotransmiterov a rastovych
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faktorov. Je popisanych niekolko potencidlnych proteinov s a-sekretdzovou aktivitou, ktoré
sa podielaju na Stiepeni APP. St to transmembranové proteiny, dizintegriny a metaloprotedzy
(ADAM). Konkrétne tumor necrosis faktor a (TNFa) konvertujici enzym (TACE, ADAM17),
ADAM 10 a ADAM 9. Enzymy maju podobnu organizaciu domén s potencialnymi funkciami
vo fuzii buniek, bunkovej adhézii, intracelularnej signalizacii a proteolyze. Konstitutivna
a-sekretdzova aktivita sa nasla hlavne na bunkovom povrchu, zatial ¢o inducibilnd v Golgiho
aparate (Blobel, 1997; Hooper a Turner, 2002; Parvathy a kol., 1999).

Hlavna funkcia TACE, ADAM 17 je Stiepenie TNFa prekurzoru za uvolnenia extracelularnej
domény a TNFa z bunky. TACE Stiepi aj iné proteiny ako p75 TNF receptor, TGFa a taktieZ
Notch receptor. Notch receptor je zapojeny v signalnej drahe pocas embryonalneho vyvinu.
U my3i bez TACE génu sa zniZila tvorba produktu a-sekretdzového Stiepenia a-sAPP av3ak
bazalna a-sekretazova aktivita zostala zachovana a nedala sa zvysit vplyvom forbolesterov,
¢o nasvedcuje, ze TACE je zapojeny do regulovanej PKC a-sekretazovej aktivity (Black a kol.,
1997; Buxbaum a kol., 1998b; Moss a kol., 1997). ADAM 10 metaloprotedza taktie? vykazuje
a-sekretazovu aktivitu. Nadexpresia ADAM 10 zvySila jednak bazalnu tak indukovanu aktivi-
tu. Bodové mutdcie zniZili jednak bazélnu tak indukovanu aktivitu. Predpoklada sa, Ze Stiepi
APP v neurénoch a aj v periférnych bunkach (Colciaghi a kol., 2002; Fahrenholz a kol., 2000).

Kandidatne proteiny su syntetizované ako preproteiny. Prodoména inhibuje ich protedzovu
aktivitu a preto musi byt odstiepend, aby sa stali aktivnymi, ¢o prebieha v Golgiho aparate.
Stiepené st proproteinovymi konvertazami PPC, ktoré $tiepia medzi pro a metaloprote4zovou
doménou. Nadexpresia PPC viedla k vyraznému zvy3eniu a-sekretazovej aktivity (Schlondorff
akol., 2000).

2.3.3.2 B-sekretéza

St identifikované dva enzymy s B-sekretdzovou aktivitou, tzv. f-miesto Stiepiace enzymi
(B-site cleavage enzyme) BACE1 a BACE2. BACE1 (Asp2, memapsin2) je transmembranova
aspartyl protedza, zloZzend z prodomény, katalytickej domény, transmembrénovej a cytoplaz-
matickej domény (Howlett a kol., 2000; Vassar a kol., 1999; Yan kol., 1999). BACET mRNA
je exprimovana vo vysokych hladinach v pankrease, mierne v mozgu a slabo v periférnych
tkanivach, ale samotna 3-sekredzova aktivita je najvyssia v mozgu. Proteadza ako proenzym
je tvorend v ER a jadrovej membrane (Huse a Doms, 2000). Prodoména je Stiepend furinom
alebo inymi proproteinovymi konvertazami, tesne pred vstupom do Golgiho aparat. Prodo-
ména nie je doleZitd pre aktivitu, ale ma vyznam pre spréavne poskladanie aktivnej domény.
Maturovany enzym zacina od Glu 46. Je N-glykozylovany na asparaginovych zvyskoch: Asn
153, 172, 223, 354 a mé tri intramolekulové disulfidové vazby v ektodoméne, ktoré regu-
luji dopravenie BACE1 do bunkovych $truktur. Dva aspartéty v ektodoméne Asp 93 a 289
su esencialne pre aktivitu. BACE1 je fosforylovany v cytoplazmatickej doméne na serine
498 (Capell a kol., 2000; Haniu a kol., 2000). Nadexpresia BACE 1 vyrazne zvysila mnoZstvo
B-sekretazovych Stiepnych produktov (Vassara kol., 1999). Naopak u mysi bez BACE1 sa tpl-
ne narusila tvorba AR, o naznacuje, 7e BACE1 je hlavna B-sekretéza (Caia kol., 2007). BACE1
knockout mysi boli zdravé s normalnym fenotypom, ¢o naznacuje, zZe inhibicia {3 sekretazovej
aktivity nie je pre organizmus toxicka a mohla by to byt vhodna cesta terapie AD. Gén pre
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BACE1 je lokalizovany na chromozéme 11 a neboli popisané zatial Ziadne mutécie v danom
géne veduce k AD. BACE 1 stiepi bud'v 3 Stiepnom mieste v Asp1 za naslednej tvorby AP
1-40/42 alebo v B> mieste v polohe Glu11 za tvorby AB 11-40/42. A 11-40/42 sa nasli vo
vy$om mnoZstve v AD mozgu (Gouras a kol., 1998). Stiepenie v B alebo B> mieste zavisi od
intracelularnej lokalizacie. V ER sa uprednostfiuje B miesto a v trans Golgi 35 miesto. BACE
efektivne Stiepi APP av3ak v pripade mutéacie v APP sa aktivita zvySuje aZ desatnasobne.
BACE1 je lokalizované v trans Golgi a endozémoch, ale taktiez aj v ER a na povrchu bunky
(Capell a kol., 2000; Huse a kol., 2000).

Transmembranova aspartyl protedza BACE2 mé 55% homoldgiu s BACE1. BACE2 mRNA je
exprimovand vo vetkom mnoZstve v hrubom ¢&reve, Zalidku, oblickach, pankrease, prostate,
placente a trachey a len v nizkych hladinach v mozgu (Yan a kol., 20017). Tym sa predpoklada,
Ze asi nema dolezitu dlohu pri patogenéze AD. BACE?2 Stiepi bud'v B Stiepnom mieste alebo
v phe19 a phe20 v AR doméne, ¢o vedie k tvorbe aAPP a p3 fragmentu a redukuje tvorbu
AB peptidu (Bennett a kol., 2000; Farzan 2000). Zistilo sa v3ak, Ze Flamska mutacia v APP
zvysuje produkciu AB peptidu vplyvom BACE2. V niektorych pracach sa popisuje, Ze moze
byt zahrnuta v neuropatoldgii podobnej AD u pacientov s Downovym syndrémom, kedze je
lokalizovana na chromozéme 21 (Motonaga a kol., 2002).

2.3.3.3 y-sekretaza
Je to intramembranovy protedzovy komplex zloZeny z presenilinov, proteinu nikastrin,
pen2 a aph1. BliZie je y-sekretdzova aktivita popisand v kapitole 4.4.4.1.

2.3.4 Lokalizacia sekretdz a APP procesingu v neurénoch

a-sekretdzova aktivita je lokalizovana v plazmatickej membrane, v sekre¢nych vezikulach,
v trans-Golgi a v endoplazmatickom retikule. 3-sekretézova aktivita je lokalizovand v endo-
plazmatickom retikule, v sekre¢nych vezikuldch, v trans-Golgi, endozémoch a lyzozémoch a v
plazmatickej membrane. y-sekretazova aktivita je lokalizovand v trans-Golgi, endozémoch
a lyzozémoch a v plazmatickej membrane, ale zavisi od typu bunky (Cappell a kol., 2000;
Huse a kol., 2000; Nunan a Small, 2000; Parvathy a kol., 1999)
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Obrazok 5. Po translacii je APP z drsného endoplazmatického retikula (RER) transportované cez Golgiho
aparat do plazmatickej membrany. APP a C-termindlne fragmenty su reinternalizované cez
endozomalny systém (Endo.) priamo do trans-Golgi (Trans-G.) alebo do sekundarmych lyzozémov
(2.Lys.), kde st degradované (plné 3ipky). C-terminalne fragmenty sd Stiepené za uvolnenia AICD
fragmentov, ktoré st dolezité pri regulacii génov transkripcie v jadre (Nuc.) (prerusované 3ipky)
(Turner a kol., 2003)

APP
sAPPa
SAPPB
AB
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2.3.5 B-amyloidovy peptid a jeho degradacia

AB je konstitutivne produkovany pocas normalneho metabolizmu bunky, je pritomny
v malych mnozstvach ako solubilny monomér cirkulujci v cerebrospinalnom moku a krvi
(Haas akol., 1992). AR peptidy varirujd v dlzke od 39 do 43 aminokyselin (Snyder a kol., 1994).
AB42 je fibrilogénny a neurotoxicky a predpoklada sa jeho centralna tloha v patogenéze AD,
ktord je popisana v kapitole 2.7.1 (Walsh a kol., 2002a, b). AB existuje ako monomér, dimér
alebo oligomér a dal3ou agregaciou sa tvoria protofibrily a nasledne zrelé fibrily (Walsh a kol.,
2000). V in vitro experimentoch sa zistilo, Ze agregacia do fibril zavisi od ¢asu a koncentracie
(Harper a Lansbury, 1997). Casové zévislost agregacie sa vyznacuje lag fazou, pocas ktorej sa
nepozoruje agregacia a po nej nastava rapidna agregécia. Agregécia vyzaduje krystalizacny

19



RNDr. Katarina Lexovéa Kolejakovd, PhD. / Molekularno-geneticka diagnostika Alzheimerovej choroby KPN

proces (Jarrett a kol., 1993). Nastava zmena v 3trukture z a hélixov na B skladany list. AR
agregované formy su velmi stabilné a odolné voci denatura¢nym cinidldm ako SDS alebo
urea (Walsh a kol., 2000).

KedZe je AR konstitutivne produkovany, musi byt zabezpeceny mechanizmus jeho de-
graddacie, aby nenastala jeho akumuldcia. Jeho ustéleny stav je determinovany rovnovéhou
medzi jeho biosyntézou a degradaciou enzymami (Evin a Wiedermann, 2002). Pri¢om znizeny
katabolizmus by mohol zohravat vyznamnu tlohu v AD s neskorym nastupom. Doposial je
popisanych niekolko kandidatnych protedz v mozgu ako su inzulin degradujici enzym, ne-
prilyzin, endotelin konvertujici enzym, plazmin, trypsinova endopeptidaza, aminopeptidaza
a katepsin.

2.3.5.1 Inzulin degradujuci enzym (IDE)

Je 110 kDa metaloproteéza, vyskytujica sa ako solubilny protein v cytoplazme alebo aj ako
s membranou asociovana forma v neurénoch (Selkoe, 2007). Degraduje mnozstvo peptidov
ako inzulin, solubilnt a membranovi formu AP, glukagén a TGF-a. Endogénny IDE degra-
duje synteticky AB v homogenatoch a membranovych frakciach mozgu (Qiu a kol., 1998).
Oligoméry AB v kultivatnom médiu su rezistentné k IDE, zatial ¢o monoméry boli enzymom
degradované. Z toho vyplyva, Ze IDE sprostredkuje degradaciu rozpustnych monomérov AR
a nie je schopny degradovat nerozpustné oligomérne formy (Edbauer a kol., 2002; Vekrellis
akol., 2000; Perez a kol., 2000). Produkty degradacie AR nie st neurotoxické a nie st schopné
tvorit amyloidové plaky. Rekombinantny IDE redukuje AP toxixitu v kortikalnych neurénovych
kultdrach (Kurochkin, 1998, 2001).

IDE gén je lokalizovany na chromozédme 10q23-q25 a je jeden z kandidatnych génov pre
AD s neskorym nastupom (Affholtera kol., 1999). V roznych rodokmerioch s AD s neskorym
zaCiatkom sa popisuje vézba k DNA markerom v blizkosti 10q lokusu. Abraham a kol. (2007)
popisuju 8 jednonukleotidovych polymorfizmov v IDE av3ak asociécia s AD fenotypom nebola
potvrdend (Bertram a kol., 2000).

2.3.5.2 Neprilyzin (NEP)

Je 90-110 kDa membréanovy glykoprotein, ktory patri do rodiny neutralnych zinkovych
metaloprotedz. NEP je endopeptidaza, ktora hydrolyzuje mnozZstvo cirkulujicich peptidov
ako st enkefalin, atridlny natriureticky peptid, endotelin, substancia P, neurotenzin, oxytocin,
bradykinin a AB. NEP obsahuje 10 konzervovanych cysteinovych zvyskov v extracelularnej
doméne, ktoré su doleZité pre funkciu (Cohen a Miller, 1999; Turner a kol., 2001).

Gén pre NEP je lokalizovany na chromozéme 3G21-q27 a je zloZeny z 24 exondv (Tran-Pa-
terson a kol., 1989). NEP je exprimovany v niz3ich hladinach v mozgu a vo vy33ich v oblickach.
Popisuje sa, ze NEP je délezity v degradacii nerozpustnych APB42 lokalizovanych v membrane
(Carson a Turner, 2002). Inhibicia neprilyzinu vedie k znizeniu degradacie membranovej frakcie
AB. Ustélend hladina endogénneho AP je zvysena v mozgu mladych neprilyzin deficitnych
mys3iach, ale zvySenie nebolo také rapidne, aby nastala tvorba amyloidovych plakov, ¢o
nasvedCuje pre participaciu aj inych protedz. Hladina AB v neprilyzin deficitnych mysiach je
najvyssia v hippocampe a najnizia v cerebelle, ¢o koreluje s vyskytom plakov v AD mozgu.
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Predpoklada sa, Ze zniZena aktivita neprilyzinu spdsobena vekom by mohla viest k aku-
mulécii AB a k vyvinu AD. Zistuje sa vdzba medzi AD a markermi na chromozéme 3. Avsak
Ziadne rozdiely v alelovych frekvenciach Styroch dinukleotidovych opakovaniach v NEP géne
sa nespozorovali medzi pacientmi AD a kontrolnou skupinou (Oda a kol., 2002).

2.3.6 Mutécie v APP géne

Doposial je popisanych priblizne 32 réznych mutécii v 16.a 17. exéne APP génu v 89 rodi-
nach, ktoré zahfiajui missense mutécie a aj duplikacie (www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).
Prva mutécia, ktora vedie k aminokyselinovej substittcii glutaméatu (Glu) na glutamin (Gln)
sa identifikovala v AR doméne v koddne 693 a bola nazvana Holandska mutécia (Levy a kol.,
71990). Mutécia je zodpovedna za Hereditarny cerebralny vyron s amyloidézou (Hereditary
cerebral hemorrhage with amyloidosis-Dutch type HCHWA-D). Amyloidové plaky s AB pep-
tidom sa nasli v stendch mozgovych ciev a diflzne plaky sa nasli v mozgovom parenchyme
(Van Broeckhoven a kol., 1990). Vek nastupu sa pozoroval okolo 50 a viac rokov. Predpokla-
da sa, Ze mutécia v kodéne 693 ma vplyv na sekundarnu Struktiru AR peptidu v bunkovej
membrane a vedie k akumulacii AR (Fabian a kol., 1993).

V koddne 693 je popisana aj dalSia substitucia, ktord vedie k zdmene glutamatu na glycin
(Gly) a vola sa Arkticka mutacia. Predpokladany vek nastupu je okolo 58 rokov (Kamino
akol., 1992).V danej pozicii je popisana aj zdmena Glu na Lys (Talianska mutacia) (Tagliavini
akol., 1999).

Mutécia v exéne 17 APP génu sa nasla v Britskej rodine s FAD. Ide o tranziciu cytozinu za
tymin ¢o vedie k zdmene aminokyseliny valin (Val) za izoleucin (Ile) v kodéne 717 (Londynska
mutdcia) (Goate akol., 1997). Pri skriningu vy3e 100 nepribuznych sporadickych pripadov AD
a kontrolného stboru sa dana mutécia nenasla (Goate a kol., 19917; Van Dujin a kol., 1991b).
Danda mutdcia bola popisana v mnohych rodinach s FAD. V koddne 717 sa nasli rézne alelické
varianty Val na lle, Val na Leu, Val na Phe a Val na Gly (Murrel a kol., 1991).

Flamska mutdcia vedie k zdmene alaninu (Ala) na glycin (Gly) v pozicii 692 a bola popisana
v Holandskej rodine s FAD. Spésobuje intermediarny fenotyp medzi kongofilnou angiopatiou
a AD (Hendriks a kol., 1992).

Patologické mutécie st popisané aj v kodéne 716. Zamena izoleucinu (Ile) za valin (Val) je
Floridska mutacia a taktieZ je tu popisana aj zdmena lle za Thr. Obidve vedu k AD fenotypu
s vekom nastupu okolo 55 rokov (Eckman a kol., 1997; Terrini a kol., 2002).

V dvoch Svédskych rodinach s FAD sa identifikovala Svédska mutacia pozostavajlica zo
substittcie dvoch bazovych parov, pricom nastane zémena lyzinu na asparagovu kyselinu
v polohe 670 a zdmena metioninu (Met) za leucin (Leu) v polohe 671. Zamena aminokyselin
nastava pred AR doménou (Mullan kol., 1992).

V koddne 714 sa identifikovali dve rozne zameny treonin (Thr) za alanin (Ala) tzv. Irdnska
mutdcia s vekom nastupu okolo 52 rokov a treonin na izoleucin (lle) tzv. Rakaska mutécia,
v pripade ktorej sa v mozgu nasli plaky zloZzené vylucne z AB42 s tplnou absenciou AB40
(Kumar-Singh a kol., 2000; Pasaler a kol., 2002).
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Zamena valinu za metionin v polohe 715 (Franctizska mutécia) sa identifikovala u pacien-
tov s FAD s vekom nastupu okolo 52 rokov. V rovnakej polohe sa nasla aj Nemecka mutacia,
ktora vedie k zdmene valinu za alanin s vekom nastupu okolo 47 rokov (Ancolio a kol., 1999;
De Jonghe a kol., 2001).

2.3.6.1 Patologicky vplyv APP mutacii

Presny mechanizmus ako missense mutacie vplyvaji na tvorbu AP a patolégiu AD nie je
zndmy. Mutécie su lokalizované v blizkosti sekretazovych Stiepnych miest. Analyzou plazmo-
vého AB z postihnutych jedincov ako aj AP z bunkovych linif nesticich mutantny APP sa zistila
vyrazne zvysend produkcia AB, zvyseny pomer AB42/AB40 a nasledna tvorba protofibril.
Predpoklada sa, Ze missense mutdcie maju vplyv na Stiepenie APP, uprednostiiuje sa Stiepenie
B sekretazou, za vzniku BAPP a nasledne neurotoxickych AB (Mullan a kol., 1992). Nachadzaju
sa v blizkosti B-sekretazového stiepneho miesta (Lys670Asp/Met67 1Leu), a-sekretézového
Stiepneho miesta (Ala692Gly, Glu693Gln, Glu693Gly, Asp694Asn), y-sekretazového 3tiep-
neho miesta (Thr714Ala, Thr714lle, Val715Met, Val715Ala, lle716Val, Val717lle). Mutacie
v koddéne 716 a 717 vedu k selektivnemu zvyseniu tvorby AB42 a AB43, ktoré rapidne agre-
guju a vedu k tvorbe plakov (Citron a kol., 1992). Mutécia 670/671 vedie k tvorbe aj AB40 aj
AB42. Mutécie Ala692Gly a Glu693Gln maju efekt na B-sekretdzové Stiepenie, porusenim
a-3tiepenia, ¢o vedie k tvorbe AB (Citron a kol., 1994; Haas a kol., 1994). Vo v3eobecnosti
plati, Ze mutacie v blizkosti B-sekretdzového Stiepneho miesta maju vplyv na tvorbu aj AB40
aj AP42, zatial, ¢o mutécie v blizkosti y-sekretazového Stiepneho miesta vyrazne zvysuiju
tvorbu AB42 a Ap43.

Obrazok 6. Sekvencia AB peptidu a jeho Stiepne miesta
Sekvencia AR je v ramceku. Dlhé Sipky znézorriuju sekretazové Stiepne miesta. Kratke Sipky
znédzoriuju miesto, kde sa predpoklada Stiepenie inzulin degradujicim enzymon. Taktiez su
znazornené niektoré bodové mutécie vedtce k FAD (Evin a Wiedemann, 2002)
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Tabulka 1. Mutéacie v APP géne

Mutécia Lokalizécia | Fenotyp Priemerny vek
ndstupu
Glu665Asp Exén 16 AD s neskorym néastupom 867
Lys670Asp/Met67 1Leu Exdn 16 Alzheimerova choroba 52 (44-59)
(Svédska mutécia)
Ala673Thr Exdn 16 Nepatologicka -
His677Arg Exén 16 Alzheimerova choroba 55
Asp678Asn Exén 16 Alzheimerova choroba 60
Ala692Gly (Flamska mutécia) Exén 17 Kongofilna angiopatia a AD 40-60
Glu693Gly (Arkticka mutacia) Ex6n 17 Alzheimerova choroba 58
Glu693Gln (Holandska mutécia) | Exdn 17 HCHWA-D ~ 50
Glu693Lys (Talianska mutécia) Exén 17 Alzheimerova choroba/Cerebral ?
hemorrhage
Asp694Asn (lowska mutacia) Exén 17 Alzheimerova choroba/Cerebral 69
hemorrhage
Leu705Val Exén 17 Alzheimerova choroba ?
Ala713Thr Exén 17 AD? Patogenéza neobjasnend -
Ala713Val Exén 17 Schizofrénia ?
Thr714Ala (Irdnska mutécia) Ex6n 17 Alzheimerova choroba 52 (40-60)
Thr714lle (Rakuska) Ex6n 17 Alzheimerova choroba 35-45
Val715Met (Francdzska mutacia)| Exén 17 Alzheimerova choroba 52 (40-60)
Val715Ala (Nemecka mutacia) | Exdn 17 Alzheimerova choroba 47
lle716Val (Floridska mutacia) Exén 17 Alzheimerova choroba 55
lle716Thr Exén 17 Alzheimerova choroba 55
Val717Phe (Indidnska mutécia) | Exén 17 Alzheimerova choroba 47 (42-52)
Val717Gly Exén 17 Alzheimerova choroba 55 (45-62)
Val717Ile (Londynska mutéacia) | Exdn 17 Alzheimerova choroba 50-60
Val717Leu Exén 17 Alzheimerova choroba 38
Leu723Pro (Australska mutacia) | Exdn 17 Alzheimerova choroba 45-60
Lys724Asn (Belgicka mutacia) Ex6n 17 Alzheimerova choroba ?

Alzheimer Disease Mutation Database (http://www.alzforum.org/res/com/mut/app/table1.asp)
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2.4 Preseniliny

2.4.1 Zakladna charakteristika presenilinov

Pomocou genetickych vazbovych analyz sa v roku 1992 detekoval lokus asociovany s FAD
so skorym nastupom ochorenia na dlhom ramienku chromozému 14 (Schellenberg a kol.,
1992).V roku 1995 bol gén psen 7 (14q24.3), identifikovany a izolovany pomocou pozi¢ného
klonovania (Sherrington a kol., 1995). Podarilo sa identifikovat jeho homoldg psen 2 na chro-
mozéme 1q42.1 (Levy-Lahad a kol., 1995). Psen 1 gén obsahuje 50-75 kb genémovej DNA
a je organizovany do 12 exdnov (Rogaev a kol., 1997). Psen 2 gén obsahuje 24 kb genémovej
DNA a je organizovany taktiez do 12 exdnov (Levy-Lehad a kol., 1996). Otvoreny Citaci ramec
je kédovany v obidvoch pripadoch exénmi 3-12.

Psen 1 a psen 2 davaju vznik dvom hlavnym mRNA transkriptom. 7kb a 2,7 kb psen T mRNA
a 2,3kb a 2,6 kb psen 2 mRNA. Presenilin 1 je exprimovany v réznych typoch buniek, hlavne
v centralnom nervovom systéme a periférnych tkanivach. V CNS je presenilin 1 lokalizovany
v hippocampe, neokortexe, purkyrieho a granularnych bunkéch, subicullu, v olfaktoridlnom
bulbe, jadrach mozgového kmena a talame (Sherrington a kol., 1995; Lee a kol., 1996). Pre-
senilin 2 je exprimovany v mozgu, pllcach, peceni, srdci, pankrease, kostrovom svalstve
a placente (Rogaev a kol., 1995). Je popisanych niekolko zostrihovych variantov presenilinu
1. Napriklad alternativnym zostrihom exénu 3 nastane delécia tetrapeptidu Val-Arg-Ser-Gln.

2.4.2 Struktura presenilinov

Preseniliny (PS) st ubikvitindzne exprimované transmembranové proteiny. Psen 1 kéduje 50
kDa protein so 467 aminokyselinami, psen 2 kéduje 55 kDa protein so 448 aminokyselinami
(Levy-Lehad a kol., 1996; Sherrington a kol., 1995). Determinacia membranovej topoldgie
presenilinov je v centre zaujmu mnohych $tudii, pretoZe by napomohla k zlepSeniu pochopenia
ich funkcie. Je navrhnutych mnoZstvo modelov na zéklade rozlicnych experimentélnych
pristupov. Pouziva sa znacenie protildtkami po selektivnej permeabilizacii bunkovej membrany
alebo konstrukcia chimerickych proteinov. Sttdie si zamerané na uréenie orientacie N
a C terminalneho konca a poctu transmembréanovych segmentov (Doan a kol., 1996, Li
a Greenwald, 71996).

Na zaklade hydropatickej analyzy sa zistila pritomnost hydrofilného N-terminalneho konca
a desiatich hydrofébnych regiénov (HR), ktoré by mohli byt lokalizované v membrane. V&¢-
Sina segmentov je spojend s kratkymi sluckami, iba HR7 A HR8 st spojené dlhou hydrofilnou
slu¢kou (Kyte and Doolittle, 1982).

Navrhnuté modely sa zhoduju v pocte Siestich hydrofébnych transmembranovych domén
a v orientacii N konca do cytosélu. Lisia sa v lokalizacii C konca a dalsich membranovych
domén. Najpravdepodobnejsi je model, ktory navrhli Li a Greenwald (7996, 7998) (obra-
zok 7). Model predpokladd osem transmembranovych domén (TMD), ktoré s pospajané
hydrofilnymi slu¢kami, amino- a karboxy-termindlny koniec orientovany do cytosélu a dlhi
slucku medzi 6. a 7. transmembrénovou doménou orientovanou do cytosélu. HR7 a HR10
su asociované s membranou, ale neprechadzaju fiou. Najnovsie Stidie potvrdili cytosélovi
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orientaciu N-terminalneho konca a dlhej hydrofilnej slucky, ale predpokladaju, Ze C-termi-
nélny koniec je orientovany do lumenu a HR pri C konci je deviatou transmembranovou
doménou (Laudon a kol., 2005).

Presenilinové homoldgy sa nasli v réznych organizmoch. Nie len u cicavcov a stavovcov,
ale v celej zvieracej risi ako napr. Xenopus leavis, Drosophilla melanogaster, Caenorhabditis
elegans a v rastlinne;j risi u Arabidopsis thaliana. Medzi ludskymi presenilinmi a presenilinmi
inych druhov existuje vysoky stupefi homoldgie. PS1a PS2 maju na 67% identickd primérnu
sekvenciu. Majui 57% homoldgiu k presenilinom Drosophilla melanogaster (Boulianne a kol.,
1997). U Xenopus leavis je 90% homoldgia PS-alpha s PS1 a 86% homoldgia PS-beta s PS2
(Tsujimaru a kol., 1997). U Arabidopsis thaliana je 33% homoldgia s ludskymi presenilinmi.
Aminokyselinova sekvencia v hydrofébnych regiénoch je dplne identickd medzi PS1 a PS2
a vysoko konzervovana medzi druhmi. Vysoka homoldgia je aj v blizkosti C-terminalneho
konca. Tieto evolu¢ne konzervované oblasti st doleZité pre funkciu a Struktudru presenilinov.
N-termindlna cast nie je evolucne konzervovana.

Obrazok 7. Membranova topoldgia presenilinu 1
Osem transmembranovych domén (I-VIIl), HR7 a 10 st asociované s membréanou (Li a Greenwald
1996, 1998).
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PS1 je lokalizovany v endoplazmatickom retikule, ER/Golgiho kompartmentoch, endozé-
moch, lyzozémoch, jadrovej membrane, plazmatickej membréane a mitochondriach (Cook
a kol., 1996; Culvenor a kol., 1997). Kvantitativnou imunoelektrénovou mikroskopiou sa
zistilo, Ze 52% endogénneho PS1 sa nachadza v pre-Golgiho membranach, ktoré obsahuju
jadrovy obal a v ER, iba 1% je v Golgiho komplexe, 25% v plazmatickej membréne a 13%
v endocytickych kompartmentoch.
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2.4.3 Posttranslacné modifikacie a proteolyza presenilinov

Preseniliny nepodliehaju glykozylacii, sulfondcii, acylécii, ale su fosforylované na serinovych
zvyskoch (Waltera kol., 1997). Najvyznamnej3ia posttransla¢na modifikacia je proteolytické
Stiepenie. PS1 je syntetizovany ako holoprotein, ktory je velmi nestabilny a rychlo degra-
duje (Thinakaran a kol., 1996). Holoprotein je aktivne katabolizovany tromi proteolytickymi
mechanizmami. PS1 aj PS2 s degradované v proteozémoch, ¢o svedci aj o ich ubikvitinacii.
Tieto multikatalytické komplexy kontroluju ich bunkovt koncentréciu (Fraser a kol., 1998).

V druhom pripade ide o endoproteolytické Stiepenie v hydrofilnej slucke medzi Siestym
a siedmym transmembranovym regiénom v polohe 298. Stiepenim PS1 vznikajti 27-28 kDa
N-terminalne (NTF) a 18-20 kDa C-terminalne fragmenty (CTF). Stiepenim PS2 vznikaju
34 kDa N-terminalne a 20 kDa C-terminalne fragmenty (Podlisny a kol., 1997). Pomer NTF
a CTF je 1:1, a ani nadexpresia PS1 nespdsobila vyrazny ndrast tvorby fragmentov. Z toho
dévodu sa predpoklada, Ze 3tiepenie je prisne regulovany proces (Thinakaran a kol., 1996). Aj
holoprotein aj jeho fragmenty su sicastou vysokomolekularnych, multimérnych proteinovych
komplexov. Holoprotein je komponent 180 kDa komplexu, ktory je lokalizovany v drsnom
ER (Capell akol.,1998; Yu a kol., 1998). NTF a CTF su sticastou 250 kDa multimérnych kom-
plexov lokalizovanych v ER a Golgiho aparate (Capell a kol., 1998; Thinakaran a kol., 1998;
Yu a kol., 1998). Holoprotein PS1, ktory sa neinkorporuje do komplexov je rychlo rozlozeny
s pol¢asom rozpadu 1,5 — 2 hodiny. Fragmenty su stabilnejsie s pol¢asom rozpadu 24 hodin.
Inkorporacia presenilinov a ich derivatov do proteinovych komplexov je potrebnd pre ich
biologickd funkciu. Stiepenie presenilinov je vysoko konzervované a déleité pre ich stabi-
litu a aktivitu (Thinakaran a kol., 1998). Enzymova aktivita zodpovedna za 3tiepenie nebola
doposial identifikovana. Predpoklada sa hypoteticka presenilindza alebo aj autokatalytické
Stiepenie (Capell a kol., 1998).

Ci holoprotein alebo jeho fragmenty vykonavaju biologickti funkciu zatial nie je presne
objasnené. Aj v pripade poru3enia Stiepenia presenilinov, vykazoval holoprotein y-sekretazov
aktivitu. Stiepenie nastava v oblasti 298, ktora je kédovana 9. exénom, kde sa vyskytuje aj
vela mutdcii. Predpoklada sa, Ze pre patologicku funkciu nie je potrebné Stiepenie, pretoze
sU popisané mutantné varianty, ktorych Stiepne miesto bolo porusené a nenastalo Stiepenie
a aj tak sa zachovala aktivita, ktora viedla k tvorbe AB42 (Podlisny a kol., 1997; Steinerakol.,
1999). Preto sa predpoklada, Ze Stiepenie presenilinov je nezavislé od y-sekretazovej aktivity.

Treti proteolyticky mechanizmus je Stiepenie kaspézou 3. Aktivéacia apoptdzy vedie k akti-
vacii kaspézy 3, ktord nasledne Stiepi PS1 v aspartdtovom zvysku v polohe 345 a PS2 v polohe
329 (Kim a kol., 1997). Nie je v3ak jasné, ¢i kaspazou sprostredkované Stiepenie presenilinov
je aktivne zahrnuté v regulacii apoptotickej signalnej drahy (niektoré 3tudie predpokladaj
anti-apoptoticky efekt C-terminalnych derivatov kaspazového 3tiepenia) alebo je nahodne
Stiepeny potom ako sa aktivovala apoptdza. Inhibicia kaspazového Stiepenia nema vplyv na
biologickd aktivitu presenilinov ani amyloidogenézu (Brockhaus a kol., 1998).
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2.4.4 Funkcia presenilinov
2.4.4.1 y-sekretazova aktivita

De Stroper a kol. (7998) po prvykrat popisli vyznamni dlohu PS1 v procese Stiepenia
APP, ked' zistili, Ze mysi bez psen T maju redukované mnozstvo AB40/AB42 v nervovych
tkanivach a nahromadené produkty a- a 3-sekretédzového Stiepenia C83 a C99. Zvy3na
y-sekretézova aktivita je spdsobend PS2, pretoze mysi bez psen 7 a psen2 nevykazuju takmer
Ziadnu y-sekretazovu aktivitu (Donoviel a kol., 1999; Nunan a Small, 2000). Preseniliny pria-
mo alebo nepriamo kontroluju patofyziologickd maturaciu B-APP. AD pacienti s mutaciami
v presenilinoch maju signifikantne zvy3senud hodnotu plazmatického AB42 spolu s masivnym
ukladanim AB42 v mozgu (Iwatsubo a kol., 1998). Vyrazne zvy3sena hladina AR 42 sa zistila
vo vsetkych biologickych systémoch s nadexpresiou mutantnych presenilinov akymi su
transfekované bunky a transgénne mys3i (Borchelt a kol., 1996; Citron a kol., 1997).

Presny mechanizmus Stiepenia APP presenilinmi nie je zndmy. Jeden model predpoklad,
ze preseniliny predstavuju hlavné katalytické centrum y-sekretazovej aktivity. Predpoklada
sa, Ze preseniliny st autokatalyticky aktivované aspartyl proteazy (Herreman a kol., 2000;
Wolfe a kol., 1999). Nasved¢uje tomu identifikacia dvoch aspartatovych zvyskov, ktoré s
vysoko evolu¢ne konzervované. Jeden sa nachadza v transmembranovej doméne 6 (D257
v PS1,D263 v PS2) v NTF a druhy v transmembranovej doméne 7 (D385 v PS1, D366 v PS2)
v CTF. Mutdcie v aspartatovych zvyskoch signifikantne znizuju produkciu Af peptidu a p3,
¢im sa predpoklad3, Ze dané aspartatové zvysky su esencialne pre y-sekretdzovu aktivitu
a tvoria aktivne centrum. Mutéciami sa jednak narusi y-sekretédzova aktivita, ale rusi sa
aj endoproteolyza presenilinov, ¢im sa predpokladd, Ze aspartatové zvysky maju vyznam
aj pri stiepeni (Wolfe a kol., 1999). Dalsim dékazom sekretézovej aktivity presenilinov je,
Ze y-sekretazové inhibitory sa Specificky viazu na C- a N-terminélne fragmenty a inhibiju
y-sekretazovu aktivitu (Li a kol., 2000).

Dalsi model predpoklada, Ze preseniliny sd zahrnuté v intracelulérnom transporte APP do
kompartmentov s y-sekretazovou aktivitou. Popisuje sa doleZitost vzdjomnej interakcie APP
a presenilinov v tvorbe AB42. Fyzicka interakcia medzi APP a presenilinmi v ER je najpravde-
podobnej3i mechanizmus $tiepenia APP (Cook a kol., 1997; Hartmann a kol., 1997). Preseniliny
interaguju s APP v oblasti AB transmembranovej domény. Nebol popisany Ziaden rozdiel v
interakcii medzi Standardnym a mutantnym typom presenilinu. Predpoklada sa, Ze mutécie
nemenia interakciu APP a presenilinov, ale modifikuju Struktdru komplexu a tym vplyvaiju
na Stiepenie APP (Cook a kol., 1997).

Po identifikacii presenilinov ako katalytického centra y-sekretdzovej aktivity, sa zacali hla-
dat dalsie proteiny predpokladaného multimérneho komplexu, ktoré su nutné pre stabilitu
komplexu, reguléciu presenilinov a y-sekretazovd aktivitu (Small, 2002). Identifikoval sa
s presenilinom interagujuci protein nikastrin. Je to transmembranovy vysoko glykozylovany
protein so 709 aminokyselinami, ktory tvori vysokomolekuldrne komplexy s PS1 a PS2 a je
taktieZ zahrnuty do 3tiepenia APP a proteinu Notch (Yu a kol., 2000). Na mnohych zvieracich
modeloch sa potvrdilo, Ze nulové mutdacie génu pre nikastrin vedu k letadlnemu fenotypu
ako v pripade knockout presenilinov a Notch (Lia kol., 2003; Yu a kol., 2000). Gén kédujdci
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nikastrin sa nachadza na chromozéme 1q23, ktory je povazovany za kandidatny lokus AD
s neskorym néastupom. Nikastrin ma konzervovand doménu ako proteiny z rodiny transfe-
rinovych receptorov, ktord viaze APP a interaguje s NTF a CTF presenilinov. Viaze C83/C99
APP a ma vplyv na tvorbu AP. Nikastrin je zapojeny aj do Stiepenia presenilinov. Missense
mutacie v konzervovanom motive DYIGS (336-340) nikastrinu zvy3uju hladinu AB40/ AR42
a delécia tohto motivu inhibuje tvorbu AB. Iba maturovany N-glykozylovany nikastrin sa
selektivne viaZe na presenilin v aktivnej y-sekretaze (Arawaka a kol., 2002; Edbauer a kol,
2002; Kimberley a kol., 2002; Leem a kol., 2002). Genetickym skriningom boli identifikované
dalSie dva gény potrebné pre y-sekretdzovu aktivitu. Aph-1, ktory kéduje protein so siedmymi
transmembranovymi doménami a Pen-2, ktory kdduje protein s dvomi transmembranovymi
doménami. Nadexpresia vsetkych Styroch poteinov vedie k zvySenej hladine NTF a CTF,
maturovaného nikastrinu a y-sekretdzovej aktivity. Predpoklada sa, Ze proteinovy komplex
pozostdvajlci z presenilinov, nikastrinu, aph-1 a pen-2 je potrebny pre y-sekretdzovu akti-
vitu (obréazok 8) (Francis a kol., 2002; Kimberly a kol., 2003). Biogenéza, maturacia, stabilita
a ustaleny stav jednotlivych komponentov podlieha vzajomnej regulacii. ZniZena expresia
niektorych zloZiek ma vplyv na stabilitiu ostatnych zloZiek komplexu. Dékazom toho je, Ze
v pripade absencie presenilinov je maturacia nikastrinu inhibovana a nikastrin sa neviaze do
proteinového komplexu (Leem a kol., 2002). Deficiencia presenilinov taktieZ narusi intra-
celularny transport aph-1 a pen-2. Preseniliny nepodliehaju Stiepeniu za tvorby NTF a CTF
v bunkach bez nikastrinu (Wang a kol., 2004; Zhang a kol., 2005). Tvorba komplexu za¢ina v ER
hned'po translacii a membranovej lokalizacii proteinov. Nikastrin a aph-1 tvoria subkomplex,
v ktorom je nikastrin nematurovany a hypoglykozylovany. Nésledne sa prida PS1 holoprotein
interakciou s nikastrinom. V poslednom kroku sa prida pen-2 interakciou s TMD4 PS1. PS1
sa Stiepi a vznikd komplex s NTF a CTF PS1, maturovanym, glykozylovanym nikastrinom
a y-sekretazovou aktivitou (Capell a kol., 2003; Kim a kol., 2005; Watanabe a kol., 2005).

Obrazok 8. Komponenty y-sekretazovej aktivity
A. y-sekretdza pozostéva zo $tyroch integralnych membranovych proteinov: presenilinov,
nicastrin, aph-1, pen-2. Preseniliny su Stiepené za vzniku NTF a CTF. Dva aspartéty esencialne pre
aktivitu st znazornené. B. Model ako st jednotlivé zlozky y-sekretdzy usporiadané v aktivnom
protedzovom komplexe (Fraering a kol., 2004).

presenilin nikastrin

NTF CTF NeT
I 1 Aph-1

Pen-2

CTF
NTF
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2.4.4.2 Programovana bunkova smrt

Vyznamnu dlohu v apoptéze zohréva Stiepenie presenilinov kaspazou 3. Zistilo sa, Ze v kul-
tivovanych bunkach, ktoré exprimovali mutantny PS2 bol vy3si podiel alternativne Stiepenych
fragmentov (kaspazou 3) ako fragmentov normalneho 3tiepenia, zatial ¢o v kultivovanych
bunkéch, ktoré exprimovali wild type PS2 to bolo naopak. C-terminalne fragmenty PS2 ziskané
fyziologickym Stiepenim maju anti-apoptoticky efekt, ale fragmenty ziskané alternativnym
Stiepenim tento efekt nemaju (Kim a kol., 1997). C-terminélne fragmenty PS2 su fosfory-
lované in vivo. Fosforylécia PS2 inhibuje Stiepenie kaspazou 3 a indukuje anti-apoptoticky
efekt (Waltera kol., 1999). To, Ze kaspazou $tiepené mutantné PS2 modulujid bunkovid smrt
sa zistilo tym, Ze mali apoptoticky efekt v HeLa bunkéch na rozdiel od wild type PS2 (Janicki
a Monteiro, 1997). Ci proapoptoticka funkcia mutantného PS2 suvisi so zvy$enou tvorbou
toxického AP sa presne neidentifikovalo. Zmena fosforylacie PS2 indukuje vnimavost neu-
rénov na apoptotické stimuly (Walter a kol., 1999).

Anti-apoptoticky efekt maju aj fragmenty PS1 ziskané fyziologickym Stiepenim. Kaspézou
ziskané C-terminalne fragmenty blokuju dany efekt a rusia aj vazbu s -kateninom, ¢o taktiez
vedie k apoptéze (Tesco a kol., 1998; Zhang a kol., 1998).

Predpoklada sa, Ze v désledku mutécii v psen T a psen 2 su preseniliny nachylnejsie k Stie-
peniu kaspézou 3 a to je mechanizmus, ktorym je kaspdza zahrnuté v patogenéze AD.

2.4.4.3 Notch signalna transdukcia

Predpoklada sa vyznamna tloha presenilinov v regulécii signélnej transdukcie pocas em-
bryonalneho vyvinu (Shen a kol., 1997). Preseniliny sd zahrnuté v Notch signalnej dréahe.
Notch je transmembrénovy protein zahrnuty v intracelularnej signalizacii v embryogenéze.
Je Stiepeny za vzniku intraceluldrneho fragmentu, ktory je translokovany do jadra, interaguje
s transkrip&nymi faktormi a spusta transkripciu cielovych génov potrebnych pre vyvin. Uloha
presenilinov v Notch signalizécii bola potvrdend zvieracim modelom, ked mysi bez prese-
nilinov zomierali v prvych drioch Zivota. Mali zadvazné skeletdlne abnormality, redukovand
hmotnost a velkost, deformované pliica a poruchu neurogenézy. Zakladom poruchy vyvinu
axialnej kostry je narusend segmentacia v embryogenéze. Podobny je fenotyp mysi bez
Notch génu. Taktie? sa zistila zniZzena expresia Notch v réznych typoch buniek (Shen a kol.,
1997; Wong a kol., 1997). Dokazom, Ze preseniliny st potrebné k Stiepeniu Notch, je inhibicia
Stiepenia Notch inhibiciou y-sekretazovej aktivity.

Zistilo sa, Ze nadexpresia normalnych alebo mutantnych presenilinov zvratila neonatélnu
letalitu my3i, o naznacuje, Ze mutdcie nemaju vplyv na funkciu presenilinov vo vyvine (Davis
akol., 1998).

2.4.4.4 Signalna draha B-kateninu

PS1interaguje v mozgu a periférnych tkanivach priamo s 3-kateninom, ¢lenom kateninovej
proteinovej superrodiny. Kateniny s proteiny pribuzné k armadillo proteinom u Drosophilla
melanogaster. 3-katenin sa viaze na PS1 v oblasti dlhej hydrofilnej slucky v polohe 372-399
(Murayama a kol., 1998; Tesco a kol., 1998). V danej slucke je motiv, ktory je vysoko konzer-
vovany aj v PS2. K hlavnym funkcidm kateninov patri bunkové adhézia, strukturalna dloha
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v stabilizacii intraceluldrnych spojeni a Wingless/Wnt signalna transdukcia. Wnt signaliza-
cia je zahrnutd v mnohych esencidlnych vyvinovych procesoch. Cytoplazmaticka hladina
B-kateninu je kontrolovana glykogén-syntazou —kinazou-3 B (GSK-3p), ktora v aktivnom
stave fosforyluje B-katenin a ten je degradovany v proteazéme (Aberle a kol., 1997). To pre-
bieha v pripade ak Wnt signalizacia nie je aktivna. Ak sa aktivuje Wnt signalizacia, B-katenin
sa viaZe na transkrip¢né faktory a v jadre spusta transkripciu cielovych génov (Resnik, 1997).
Tvorba komplexu 3-kateninu s PS1 vyrazne stabilizuje 3-katenin. Mutantny PS1 zniZuje sta-
bilitu B-kateninu a tym sa spuista jeho degradécia a narusi sa Wnt signalizacia. U pacientov
s AD s mutdciou v presenilinoch je vyrazne redukovana jadrova translokdcia -kateninu.
Strata -kateninovej signalizacie zvy3uje citlivost neurénov na apoptézu indukovanud AB.
Mutantné preseniliny st teda priamo spojené s neurodegeneréciou v dosledku porusenia
stability B-kateninu. Taktiez sa predpokladd, Ze Stiepenie kaspazou narisa tvorbu komplexu
PS1 a B-kateninu, ¢o taktieZ vedie k zniZeniu stability B-kateninu (Zhang a kol., 1998).

GSK-3p fosforyluje aj protein tau. Mutantny PS1 je schopny interagovat s tau a GSK-3f3
a sprostredkuje fosforylaciu tau, preto sa predpoklads, Ze je zahrnuty v regulacii fosforylacie
tau a teda aj v tvorbe neurofibrilarnych spleti (Imahori a Uchida, 1997).

2.4.4.5 Interakcie s inymi proteinmi

Preseniliny interaguju s mnohymi proteinmi (obrazok 9). Zistila sa interakcia s neuronalnym
vapnik viazucim proteinom, kalsenilinom, ¢o priamo spéja funkciu presenilinov s regulaciou
intraceluldrnej hladiny vapnika (Buxbaum a kol., 1998).

Interakcia PS1 karboxyterminalneho konca s G-proteinom svedci o ich Ulohe v reguldcii
G-proteinovej aktivacie (Smine a kol., 1998).

Mnohé proteiny interaguju s dlhou hydrofilnou slu¢kou presenilinov ako napr. protein cy-
toskeletu filamin; p-kalpain; Rab6 a 11, malé GTPazy, zahrnuté vo vezikuldrnom transporte;
antiapoptotické molekuly Bcl-XL/bcl-2, ¢o nasvedcuje funkciu v kontrole bunkovej smrti;
interakcia s epitelialnym kadherinom a telencefalinom nasvedcuje dlohu v bunkovej adhézii.
TaktiezZ je popisana uloha presenilinov pri spravnom skladanf a transporte proteinov a bun-
kovom deleni (Van Gassen a kol., 2000).
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Obrazok 9. Jednotlivé funkcie presenilinov a ich interakcia s proteinmi (Vetrivel a kol., 2006)
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2.4.5 Mutdcie v presenilinoch

Do dne3nej doby je popisanych 185 roznych mutécii v psen v 405 rodinach a 13 mutécii
v psen2 géne (Alzheimer Disease Mutation Database www.molgen.ua.ac.be/ADMutations).
Mutécie v psen su zodpovedné za vyse 50% v3etkych FAD s autozémovo dominantnou
formou dedi¢nosti a tplnou penetranciou (Cruts a kol., 7998). Va&sina mutacii v psenT su
substitu¢né mutécie meniace zmysel genetickej informéacie (zdmena jednej amynokyseliny
za druhd — missense). Missense mutdcie su rozloZzené po celej kédujlcej oblasti a s lokalizo-
vané hlavne vo vysoko konzervovanych transmembranovych doménach a v aminokyselino-
vej polohe 260-290 (Dillen a Annaert, 2006). Zasahuji aminokyseliny konzervované medzi
PS1 a PS2. Mutécie vedu k odlisnému veku nastupu ochorenia, ktory variruje od 25 rokov
(Leu392Val) aZ do 60 rokov (Ala79Val). Okrem missense mutécii su popisané aj delécie ako
napr. 22932_22937delATCATG. Tato hexanukleotidova delécia v exdne 4 vedie k delécii
dvoch aminokyselin metioninu a izoleucinu v TM | doméne. Priemerny vek nastupu je 36
rokov a priemerny vek dmrtia je 44 rokov (Steiner a kol., 2001). Dalsia popisana trinukleo-
tidova delécia v exdne 6 38795_38797delTAT vedie k delécii izoleucinu v TM IlI. Priemerny
vek nastupu je 52 rokov (Beck a kol., 2002). Vyrazné genémové delécie sa nasli v oblasti
56305_62162del, ¢o vedie k delécii exénu 9 (Crook a kol., 1998). Znama je aj trinukleotidova
delécia v exéne 12 71122_71124delACC, ¢o vedie k delécii treoninu s priemernym vekom
nastupu 34,5 rokov (Ishikawa a kol., 2005).
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Okrem delécii su popisané aj inzercie. Inzercia 6 nukleotidov v exéne 5, 25669_25670in-
STTATAT vedie k inzercii fenylalaninu a izoleucinu medzi lyzin 155 a tyrozin 156. Priemerny
vek nastupu je 28 rokov a imrtia 35. Inzercia 18 nukleotidov je popisand v intréne 8 a tri-
nukleotidova inzercia v exne 10 (Rogaeva a kol., 2001).

TaktieZ st popisané zostrihové mutdcie v intréne 4, ¢o vedie k vzniku troch réznych tran-
skriptov. Prvy s inzerciou treoninu medzi kodénom 113 a 114. Dal3ie dva s &astocnou alebo
Uplnou deléciou exdnu 9. Tieto dva vedu k posunu ¢itacieho rémca a k tvorbe stop koddnu.
Priemerny vek nastupu je okolo 35,6 a priemerny vek Gmrtia je 42 rokov (Tysoe a kol., 1998).
Dal3ia zostrihova mutécia v intréne 8 vedie k delécii exénu 9 T291_S319del a k aminoky-
selinovej substitucii serinu za cystein v kodéne 290. Priemerny vek nastupu je 47,5 rokov
(Sato akol., 1998).

Vyrazne nizke zastipenie mutacii vedlcich k posunu &itacieho rémca alebo k strate expresie
naznacujl, Ze vyrazné zmeny Struktury presenilinov nie su zlucitethé zo Zivotom.

V psenT bola v jednej anglickej rodine identifikovana aj mutécia s netiplnou penetranciou,
ktoréd vedie k zdamene aminokyseliny izloleucin za valin v kodéne 141, s priemernym vekom
nastupu 55 rokov. Tato mutécia bola zistend aj u zdravych jedincov vo veku 68 rokov (Rossor
akol., 1996).

Mutdcie v psen 2 vedu k neskorsiemu veku néstupu ochorenia v priemere 57 rokov. Su
popisané len missense mutécie. Prvd mutdcia bola identifikovana genetickou vazbovou ana-
lyzou chromozému 1 v nemeckej rodine. Ide o bodovi mutaciu v exéne 5, ktoré vedie v TM
Il doméne proteinu k zdmene asparaginu za izoleucin v kodéne 141. Priemerny vek nastupu
je 56, 9 rokov (Levy-Lahad, 1995; Rogaev a kol.,, 1995). Charakteristické pre mutécie v psen2
je ich nelplna penetrancia alebo sa aj predpokladd, ze v désledku neskorsieho veku nastupu
pacient zomiera skor ako sa ochorenie stihne prejavit (Levy-Lahad, 1995).

Vplyv mutantnych presenilinov na patogenézu AD vyplyva z jeho hlavnych funkci, ktoré
v pripade mutéacie m6zu byt narusené (loss of function). Predpoklad4 sa v3ak, Ze mutécie
v presenilinoch maju za nasledok aj ziskanie novej funkcie presenilinov (gain of function), ¢o
sa prejavi vplyvom na y-sekretdzové Stiepenie BAPP, tak Ze sa selektivne uprednostriuje tvorba
vysoko toxickych AB42 peptidov. Tato skutocnost sa potvrdila vo vietkych biologickych sys-
témoch s nadexpresiou mutantnych presenilinov (Borchelt a kol., 1996; Citron a kol., 1997).
Presny mechanizmus ako sa meni $pecificita Stiepneho miesta BAPP nie je presne zndmy, ale
predpoklada sa, Ze sa v désledku mutécie meni proximita C- a N-terminalnych casti PS1, ¢o
vedie ku konformacnym zmenam v aktivnych centrach y-sekretazy a tym sa uprednostriuje
Stiepenie za vzniku AR42 (Berezovska a kol., 2005). Dalsie mechanizmy sd indukcia apoptézy,
vplyv na fosforyldciu tau, zmena v homeostéze vépnika a narusenie interakcie s mnohymi
proteinmi ako napr. 3-kateninom.

2.5 Protein Tau

Rozne sporadické a familidrne neurodegenerativne ochorenia klinicky sa prejavujice de-
mentnym syndrémom a motorickou dysfunkciou st charakteristické intracelularnou akumu-
laciou filamemtov zloZenych z proteinu tau. Vo vieobecnosti sa tieto ochorenia s podobnou
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histopatologickou ¢rtou oznacuju ,tauopatie”. Medzi tieto ochorenia sa zaraduje aj Alzhe-
imerova choroba, ktorej vyznamnou patologickou ¢rtou su lézie hyperfosforylovaného tau
vo forme neurofibrilarnych spleti (NFS) (Grundke-Igbal a kol., 1986; Wischik a kol., 1988).

2.5.1 Molekularna Struktura a funkcia tau

Tau je s mikrotubulami asociovany protein (MAP). Gén kddujlci tau sa nachadza na chro-
mozéme 17921 (Neve a kol., 1986). Je zloZzeny zo 16. exénov, pricom vacsina tau v CNS je
kédovana 11. exdnmi (obrazok 10) (Andreadis a kol., 1992). Tau protein je exprimovany hlavne
v neurénoch centréalneho nervového systému (CNS) a v periférnom nervovom systéme (Binder
a kol., 1985; Couchie a kol., 1992). V neurdénoch sa nachadza hlavne v axénoch. V nizkych
hladinach je exprimovany aj v astrocytoch a oligodendrocytoch CNS (LoPrestia kol., 1995).

V ludskom mozgu je exprimovanych 6 izoforiem tau varirujdcich v dlzke od 352 do 441
aminokyselin ako vysledok alternativneho zostrihu exénov 2, 3, 10 (Goedert a kol., 1989a).
Izoformy sa odliujd, v d6sledku alternativneho splicingu exénu 10, pritomnostou troch (3R
tau) alebo Styroch (4R tau) tandemovych opakovani v C-terminélnej Casti proteinu. Tieto
opakovania st si¢astou domén viazucich mikrotubuly (MT) zloZenych z 31 alebo 32 amino-
kyselinovej sekvencie a st kédované exénmi 9-12 (Goedert a kol., 1989a, b). Samotny motiv
viaZzuci mikrotubuly je zloZeny z 18 vysoko konzervovanych aminokyselin (Butner a Kirschner,
1997). Izoformy sa taktieZ odlisuju alternativnym splicingom exdnov 2 a 3, ¢o vedie k absencii
(ON) alebo pritomnosti sekvencie s 29 aminokyselinami (E2, TN) alebo s 58 aminokyselinami
(E2+E3, 2N) v N-terminalnej ¢asti proteinu. V dospelom ludskom mozgu je expresia 3R tau
a 4R tau priblizne vyrovnana (Goedert a kol., 1989a, b). Zastupenie izoforiem ON je 54%, TN
37 % a 2N sa vyskytuje v najnizsom mnozstve 9% (Forman a kol., 2000).

Obrazok 10. Schéma ludského tau génu a Siestich tau izoforiem vytvorenych alternativnym
zostrihom. Tau gén obsahuje 16 exdnov, exén O je sidastou prométora. Alternativnym
zostrihom exdnov 2 (E2), 3 (E3) a 10 vznik4 3est alternativnych izoforiem tau. Exény 6
a 8 nie su transkribované v ludskej CNS. Ex6n 4a taktiez nie je transkribovany v CNS, ale
je exprimovany v PNS a vedie k tvorbe ,velkej" izoformy tau. Cierne raméeky znazorfiuj
tandemové opakovania (R1-R4) (Forman a kol., 2000).
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Alternativny mRNA splicing je regulovany vyvinom. Kym vo fetdlnom mozgu je expri-
movana iba najkratsia izoforma s 352 aminokyselinami 3R/ON, v dospelom mozgu je expri-
movanych v3etkych 6 izoforiem (Goedert a kol., 1989a, b; Goedert a Jakes, 190). V PNS je
v dosledku transkripcie exdnu 4a exprimovany tau protein s velkou molekulovou hmotnostou
tzv. ,velky" tau (Georgieff a kol., 1991; Taleghany a Oblinger, 1992).

K hlavnym funkcidm proteinu tau patri asemblacia mikrotubulov, regulacia stability a orien-
tacie mikrotubulov, udrZovanie integrity neurénov a axonalny transport. Tau reguluje koncen-
traciu, pri ktorej tubulin polymerizuje do mikrotubulov (Cleveland a kol., 1977; Weingarten
akol., 1975). 4R tau izoforma efektivnejsie iniciuje polymerizaciu mikrotubulov a lep3ie viaze
mikrotubuly (Butner a Kirschner, 1997). Mysi bez tau génu nemaju patologicky fenotyp ani
Ziadne abnormality mozgu, ¢o naznacuje, Ze tau nie je esencialny protein a jeho funkciu na-
hradzaju iné s mikrotubulami asociované proteiny nervového systému (Harada a kol., 1994).

2.5.2 Fosforylécia tau

Tau je fosfoprotein, ktory mé 79 potencialnych serinovych a treoninovych fosforyla¢nych
miest na najdlh3ej izoforme. Popisuje sa fosforylacia na 30 miestach na normdlnom proteine
tau (Buée a kol., 2000). Aj stupeni fosforylécie tau je regulovany vyvinom. Tau z fetalneho
mozgu je vysokofosforylovany na viacerych miestach a stuperi fosforylacie Siestich izoforiem
klesa s vekom v dosledku aktivacie fosfataz (Kanemaru a kol., 1992; Mawal-Dewan a kol.,
1994).

Tau v AD mozgu je fosforylovany na viacerych miestach. Je substrdtom pre mnohé Ser/
Thr proteinové kindzy ako glykogén syntaza kinaza 3 (GSK-3), cyklin dependentné kinaza
2 (cdk2), cyklin dependentna kinaza 5 (cdk5), cAMP dependentna kinaza, Ca?* /kalmodulin
dependentna kinaza, protein kindza A (PKA), kinaza regulujlica afinitu mikrotubulov (MARK)
a mitogén aktivujlca kindza (MAPK) (Baudier a kol., 1987; Bauman a kol., 1993; Drechsel
akol., 1992; Drewes a kol., 1997; Hanger a kol., 1992). TaktieZ st popisané stresom aktivo-
vané protein kindzy, ktoré fosforylujd tau na mnohych miestach (Reynolds a kol., 1997a, b).

Fosforylacia tau reguluje vazbu na mikrotubuly nepriamo timerne k stupriu tejto posttrans-
la¢nej modifikacie (Drechsel a kol., 1992; Biernat a kol., 1993). Predpoklada sa, Ze fosforylacia
tau na Specifickych Ser/Thr miestach a nie celkovd miera fosforyldcie mé vplyv na vazbu
mikrotubulov. Fosforylacia na Ser 262 mieste, ktoré lezi v MT viazucej doméne ma vyznamnu
dlohu v redukcii vazby tau na mikrotubuly (Biernat a kol., 71993). Podobny vplyv ma aj fos-
forylacia na Ser 396, ktoré sa nachadza v blizkosti 4. MT viazucej domény (Bramblett a kol.,
7993). Obidve tieto miesta su viak fosforylované na fetalnom tau a hyperfosforylované na
vietkych 6 izoformach tau v dospelom mozgu, ktoré su stcastou neurofibrilarnych spleti
(Seubert a kol., 1995).

Ako dve hlavné kindzy zahrnuté vo fosforyldcii tau in vivo sa popisuji GSK-3 a cdk5. GSK-3
je Ser/Thr kinaza nachadzajlca sa v mozgu (Mandelkow a kol., 1992). Kotransfekcia neneuro-
nalnych buniek s ludskym tau a GSK-3 indukovala hyperfosforylaciu tau a stratu schopnosti
viazat mikrotubuly (Lovestone a kol., 1996). Priama inhibicia GSK-3 litiovymi solami redukuje
fosforylaciu tau (Hong a kol., 7997). Cdk 5 je kinaza bohato zastdpena v neurénoch. Pred-
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poklada sa, Ze fosforylacia sprostredkovana cdk5 indukuje fosforylaciu tau prostrednictvom
GSK-3 (Sengupta a kol., 1997).

Vplyv kinaz je v rovnovéhe s Gc¢inkom fosfatdz, ktoré defosforylujd tau. Patria sem PP1,
PP2A, PP2B (kalcineurin) a PP2C. V3etky defosforyluju tau in vitro, ale ich presny vplyv in
vivo nie je objasneny (Buée a kol., 2000). PP2A a PP2B st pritomné v ludskom mozgovom
tkanive a defosforyluju tau na 3pecifickych miestach aj v mieste Ser396 (Matsuo a kol.,
1994). PP1 a PP2A sa viaZu na tau a této interakcia sprostredkuje interakciu s mikrotubu-
lami. PP2A sa viaZe aj priamo na mikrotubuly (Sontag a kol., 1995, 1999). In vitro inhibicia
fosfataz v kultivovanych nervovych bunkéach vedie k zvy3eniu tau fosforylacie, k zniZeniu
vazby tau k mikrotubulom, destabilizacii mikrotubulov a degeneracii axénov (Merrick a kol.,
1997). Hyperfosforylovany agregovany tau je nerozpustny a vysoko rezistentny k degradacii
protedzami a enzymami.

Vo vieobecnosti sa da zhodnotit, ze defosforylovany tau umoziiuje polymerizaciu mikro-
tubulov zatial, ¢o zvysujuci sa stupeni fosforylacie tau znizuje tdto schopnost a vedie k desta-
bilizacii mikrotubulov a zhlukovaniu hyperfosforylovaného tau do neurofibrilarnych spleti
(Spillantini a Goedert, 1998).

V mnohych Stddiach sa popisuje, Ze inkubacia tau so sulfatovanymi glykozaminoglykanmi
ako su heparin alebo heparan sulfat vedie k zhlukovaniu tau do filamentov aké st pozorované
u AD. Sulfatované glykozaminoglykény stimuluju fosforylaciu tau réznymi protein kindzami.
Patologické pritomnost heparan sulfatu v cytoplazme niektorych nervovych buniek vedie
najskor k jeho hyperfosforylécii, k destabilizacii mikrotubulov a nasledne k tvorbe neurofib-
rildrnych spleti. Heparéan sulfat bol identifikovany v nervovych bunkéch v skorych stadiach
neurofibrildrnej degeneracie.

2.5.3 Tvorba a morfolégia neurofibrilarnych spleti

Hromadenim hyperfosforylovaného tau nastéva jeho zhlukovanie za tvorby neurofibrilér-
nych spleti (NFS). Hlavnym komponentom NFS st parové 3piralové vlakna, ktoré tvoria asi
95% tau filamentov a zvy3ok je tvoreny z rovnych vlakien. Parové Spirélové vlakno je zlozené
z dvoch okolo seba sa ovijajucich vldkien, ktoré tvoria zavity kazdych 80 nm a maju Sirku od
8 do 20 nm (Crowther a Wischik, 1985; Probst a kol., 1997). Rovné vlékna netvoria helixy. Aj
parové Spirdlové vldkna aj rovné vlakna su zlozené hlavne z abnormalne fosforylovaného tau
(Crowther, 1991; Kondo a kol., 1988; Lee a kol., 1991).

Analyzou pérovych 3pirdlovych vlakien SDS polyakrylamidovou elektroforézou sa zistilo,
Ze st zloZené z troch hlavnych foriem 60, 64, 68 kDa a 3tvtej menej zastipenej 72 kDa
formy. Po defosforyldcii sa zobrazilo 6 foriem koreSponduijdcich so Siestimi izoformami tau
z dospelého mozgu (Greenberg a Davis, 1990; Lee a kol., 1997). Mnohé 3tddie sa zamerali
na identifikéciu, ktoré izoformy tau tvoria jednotlivé formy parovych Spirdlovych 8vlakien.
Zistilo sa, Ze 60 kDa forma je zloZena z najkrat3ej izoformy (352) hyperfosforylovaného
tau a 72 kDa forma z najdlh3ej izoformy tau (441). Forma 64 kDa sa sklada z 3R tau s 381
aminokyselinami a 4R tau s 383 aminokyselinami. 68 kDa forma je zloZend z 3R tau so 410
aminokyselinami a 4R tau so 412 aminokyselinami. Chemickymi analyzami sa zistilo, Ze jadro
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3piralovych vlakien tvoria izoformy tau s 3 tandemovymi opakovaniami (Goedert a kol., 1995;
Morishima-Kawashima a kol., 1995).

Mutdcie v tau su charakteristické pre autozémovo dominantni frontotemporalnu de-
menciu. Predpoklada sa, Ze mutécie v exéne 9, 10, 11 zniZuju stabilitu tau a redukuji jeho
schopnost viazat mikrotubuly.

2.6 Apolipoprotein E

Genetickou vdzbovou analyzou v rodinéch so sporadickou alebo familiarnou AD s nesko-
rym nastupom bol identifikovany hlavny kandidatny gén pre apolipoprotein E na lokuse na
chromozéme 19 (Pericak-Vance a kol., 1997).

2.6.1 Struktira a expresia ApoE

Gén pre apok je lokalizovany na chromozéme 19q13. Obsahuje 3,7 kb gendmovej DNA
a je zloZeny zo 4 exénov. Kéduje plazmaticky glykoprotein s 299 aminokyselinami a moleku-
lovou hmotnostou 34 kDa (Mahley, 1988). Protein je zloZeny z dvoch $truktdrnych domén.
Aminoterminalna doména (1-191amk) je stabilna globularna truktdra, a obsahuje miesto
viazuce sa na LDL receptor (136-150). Karboxyterminalna doména (216-299) je menej
stabilna a obsahuje miesto viaZuce lipidy (240-270). Sekundérna Struktdra je tvorena pre-
vaine z a-hélixov (62%), z B-skladaného listu a B-otacok (Mahley, 1988; Wiesgraber, 1994;
Wiesgraber a kol., 1994) (obrazok 11).

ApoE je exprimovany v mnohych typoch buniek v réznych tkanivach. Vacsina apok je
syntetizovand v peceni. Taktiez je syntetizovana bunkami nervového systému. V periférnom
nervovom systéme sa tvori v glidlnych bunkdch, ktoré obklopuju senzorické a motorické ne-
urény, v nemyelizovanych Schwanovych bunkach a v makrofdgoch. V CNS je produkovany
hlavne v astrocytoch, ale taktiez v kortikalnych a hippokampélnych neurénoch. Syntéza apoE
sa identifikovala aj v plicach, obli¢kach, vaje¢nikoch a svaloch (Siest a kol., 7995).

Obréazok 11. Struktura apolipoproteinu E
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2.6.2 Polymorfizmy apoE

ApoE je polymorfny protein vyskytujuci sa v troch réznych izoformach E2, E3, E4 (Poirier,
1996; Poirier a kol., 1993; Roses, 1996). St exprimované z jedného lokusu s tromi alelami (e2,
e3, e4) za vzniku troch homozygotnych fenotypov (E2/E2, E4/E4, E3/E3) a troch heterozygot-
nych fenotypov (E3/E2, E4/E2, E4/E3). Izoformy sa odli3ujti v aminokyselinovej sekvencii na
dvoch miestach. Najcastejsia varianta E3 s pritomnostou cysteinu v kodéne 112 a argininu
v koddne 158 sa vyskytuje priblizne u 75% kaukazoidnej populécie. Druhd varianta E4 ma
v pozicii 112 a 158 arginin a je zastlpena u 15% Kaukazoidnej populécie. Tretia varianta E2
ma v pozicii 112 a 158 cystein a je zastipena u 10% Kaukazoidnej populécie (obrazok 12)
(Poirier a kol., 1993). Analyzou alelovej distribicie apoE v réznych populaciach sa zistilo, ze
alela e3 je celkovo najfrekventovanejsia.

Asociécia medzi e4 alelou a AD bola potvrdend v mnohych 3tidiach. Analyzou polymorfiz-
mov v kontrolnej populdcii a u pacientov s AD, sa u pacientov s AD zistila zvySena frekvencia
e4 alely a zniZena frekvencia e2 alely (Corder a kol., 1994; Saunders a kol., 1993). Predpoklada
sa, Ze pritomnost jednej e4 alely zvysuje riziko na AD trojnasobne a pritomnost obidvoch alel
aZ patnastnasobne v porovnani s kontrolou (Farrer a kol., 1997).

Obrazok 12. Izoformy ApoE

Apo E2 12 158

NH; COOH
Apo E3 (wild type)
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Apo E4

NH; Arg Arg COOH

2.6.3 Funkcia apoE

Apolipoprotein E je sticastou metabolizmu lipidov. ViaZe sa s lipidmi a tvori lipoproteiny.
Syntetizovany v peceni sa stdva sticastou VLDL a ma ulohu v transporte triglyceridov do
pecene. Taktiez je inkorporovany do HDL a ma vyznam v distribdcii cholesterolu. Napomaha
odstrafiovat cholesterol z plazmy a cerebrospinalneho moku. Ak je siSastou chylomikrénov
transportuje triacylglyceroly a cholesterol. Sprostredkuje vazbu apo€ lipoproteinov k LDL
receptorom, ¢im zabezpedi prijem lipidov do bunky. Podiela sa aj na transporte fosfolipidov
a cholesteryl esterov (Beffert a kol., 1998; Mahley a kol., 1988).

ApoE ma vyznamnu funkciu aj v CNS. Podiela sa na mobilizacii a redistribucii cholesterolu
pocas rastu nervov, oprave, myelinizacii, prestavbe membrény, axonalnej regenerécii pocas
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vyvinu a po poraneni. TaktieZ ma dlohu v synapticke] plasticite, imunoreguldcii a aktivacii
lipolitickych enzymov (Beffert a kol., 1998; Blennow a kol., 1994; Poirier, 1994, 1996).

Velké mnozstvo lipidov sa uvolni v pripade poskodenia alebo degeneracie membrany alebo
myelinu v nervovych bunkach. Astrocyty v CNS a makrofagy v PNS sluZia na syntézu a uvolne-
nie apoE, ktory vychyta cholesterol a fosfolipidy. Cast cholesterolu vytvoreného pocas tohto
procesu je uskladnend v astrocytoch a makrofagoch vo forme cholesterylesterov, ktoré sa
vyuZiju v pripade dalSej regenerécie. V neurénoch sa zvy3uje expresia LDL receptorov. ApoE
v komplexe s cholesterolom sa viaze na LDL receptor. Komplex je degradovany a cholesterol
sa uvolni a vyuZije sa v oprave a vyvine dendritov a pri proliferacii synapsii (Beffert a kol.,
1998; Blennow a kol., 1994; Ignatius a kol., 1986; Poirier, 1994, 1996).

2.6.4 Neuropatoldgia apoE

Uloha ApoE v neuropatoldgii Alzheimerovej choroby sa zistila zo $tddif na transgénnych my-
Siach, ktoré exprimovali ludské apoE4 a APP. Mysi mali vyrazne fosforylovany tau, disrupciu
cytoskeletu v neurdne, stratu synapto-dendritickych konexif, senilné plaky, poruchu ucenia
a pamaéte (Holtzman a kol., 2000; Tesseur a kol., 2000a, b). Vyrazne naru3end regeneracia
nervov a synapto-dendritickych spojov a neuritické plaky sa nasli aj v mozgu AD pacientov
(Huang a kol., 2004). Porusenie v oprave a regeneracii nervov u AD pacientov stvisi s tym,
Ze apoE4 je menej efektivnejsi v regenerdcii nervov po poraneni a taktiez menej stimuluje
rast nervov v porovnani s apoE3 a apoE2.

OdliSnosti medzi apoE3 a apoE4 vyplyvaju z odlidnej Struktury. V apoE4 je interakcia medzi
aminoterminélnou a karboxyterminalnou doménou (obrazok 13). Interakcia nastava medzi
Arg-61v aminoterminélnej doméne a Glu-255 v karboxyterminalnej doméne (Dong a Weis-
graber, 1996; Dong a kol., 1994). Predpoklada sa, Ze v désledku pritomnosti argininu v polohe
112 u apoE4 je Arg-61 orientovany smerom od helixu, ¢im sa umozni jeho interakca s Glu-
255. Tato interakcia nenastava u apoE3 a apoE2. Dand interakcia medzi doménami vyrazne
zniZuje stabilitu apoE4. Je to najmenej stabilnd izoforma (apoE4>apoE3>apoE2). Doménova
interakcia sa podiela na mnohych patologickych procesoch apoE4 (Mahley a Huang, 2006).

Obrazok 13. Interakcia medzi Arg 61 a Glu 255 v apoE4
Tato interakcia nie je u apoE3 (Mahley a kol., 2006)
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ApoE4 izoforma sa viaZze na AB peptid s vyrazne vyssou afinitou ako E3 a E2. Interakciou
apoE4 s AP sa zniZi degradacia a zvysi akumulacia a ukladanie A, ¢im nasledne nastava
tvorba amyloidovych plakov. Je niekolko dbdkazov, ktoré nasvedcuju vplyv E4 izoformy na
produkciu a Stiepenie AB. Pacienti s AD s genotypom E4/E4 mali viac amyloidovych plakov
v porovnani s heterozygotmi E4, ktori mali viac plakov v porovnani's jedincami bez e4 alely.
Transgénne mysi s expresiou APP a bez apoE génu mali vyrazne redukované amyloidové plaky
v porovnani s my3ami s apoE génom (Catano a kol., 1995; Sanana a kol., 1994; Wisniewski
akol., 1993). Zistilo sa, Ze schopnost viazat AB stvisi so truktdrou E4 izoformy. Po porudeni
doménovej interakcie sa inhibovala vdzba apoE4 na A (Ye a kol., 2005).

ApoE4 spolu s AP indukuje uvolnenie obsahu lyzozémov a naslednu apoptdzu neurénov.
Nestabilny apoE4 tvori rézne reaktivne intermediéty s kyslym pH, ¢o vedie k destabilizacii
membrany lyzozémov (Ji a kol., 2002).

ApoE syntetizovany v neurdénoch je 3tiepeny na fragmenty 3pecifickou serin proteazou.
ApoE4 je najviac nachylny na proteolyzu. NaruSenim interakcie domén sa narusi aj prote-
olyza. Stiepeny apoF nie je schopny plnit svoju funkciu v regeneracii nervov po poskodeni
a niektoré fragmenty maju aj neurotoxicky ucinok. V mozgu AD pacientov a transgénnych
mysi, ktoré exprimovali apoE4 sa nasli 29-30 kDa fragment (1-272), ktorému chybalo 27 amk
z C-terminalnej domény a 15-20 kDa fragment (127-272) (Brecht a kol., 2004; Harris a kol.,
2003; Huang a kol., 2001). Tieto fragmenty st neurotoxické a vedu k neurodegenerativnym
zmenam v neurénoch v hippokampe a kortikalnych oblastiach. St schopné translokacie, mi-
tochondrialnej lokalizacie, vazby na fosforylovany tau a na AP. Fragmenty apoE4 interaguju
s cytoskeletom a vedu k jeho rozkladu.

Mitochondrialna dysfunkcia je popisana u mnohych AD pacientov s apoE4 (Brecht a kol.,
2004; Chang a kol., 2005). Oblast viazuca sa na mitochondrie sa nachadza v regiéne viazucom
lipid. Porusenie elektropotencialu mitochondrie v dosledku apoE4 fragmentov v kultivova-
nych neurénoch ma vplyv na funkciu neurénov, pretoze mitochondria mé vyznamnu dlohu
v synaptogenéze a apoE4 expresia vedie k strate synapto-dendritickych konexii (Buttini a kol.,
1999; Chang a kol., 2005). ApoE4 fragmenty vyvolavajud aj mitochondrialnu apopt6zu, zatial
¢o apoE3 chrani bunku pred apoptézou a méa antioxidativny ucinok (Ji a kol., 2002). ApoE4
fragmenty narisaju aj mitochondrialnu regulaciu energie a glukézy v neurénoch. Zistila sa
redukovana utilizacia glukézy v neurénoch u pacientov s AD a E4 izoformou (Reiman a kol.,
2004; Small a kol., 2000).

ApoE ma vplyv aj na fosforylaciu a agregaciu tau. ApoE3 sa viaze na nefosforylovany
tau, chrani ho pred fosforylaciou a tvorbou neurofibrilarnych spleti. ApoE4 sa neviaze na
nefosforylovany tau. Ale apoE4 fragmenty vyrazne stimuluji tau fosforylaciu, tvorbu spleti
a disrupciu cytoskeletu (Strittmatter a kol., 1994).

Hlavnymi neuropatologickymi mechanizmy apoE4 st interakcia s AB, ¢im sa zniZi degra-
dacia a zvysi ukladanie AP a tvorba plakov, narusené reparacia a rast neurénov, neurodege-
neracia, apoptdza, apoE4 fragmenty majl neurotoxicky vplyv na mitochondrie, cytoskelet
a indukciu fosforylacie tau (Mahley a kol., 2006).

39



RNDr. Katarina Lexovéa Kolejakovd, PhD. / Molekularno-geneticka diagnostika Alzheimerovej choroby KPN

Zatial ¢o e4 alela zvy3uje riziko na AD, predpoklada sa, Ze e2 alela je protektivna. Ma v3ak
nizku afinitu k LDL receptorom, ¢o je spojené so zvySenym rizikom na hyperlipoproteinémiu il
(Rebeck a kol., 2002; Sullivan a kol., 1998).

2.7 Patogenéza Alzheimerovej choroby

Medzi zékladné neuropatologické ¢rty AD patria extraceluldrne amyloidové plaky, ktorych
jadro tvori amyloidovy B peptid o dlzke 39-43 amk obklopeny dystrofickymi axénmi, den-
dritmi, reaktivnymi astrocytmi a aktivovanymi mikrogliami. TaktieZ vyznamnou ¢rtou su
parové Spiralové vlakna a neurofibrildrne splete tvorené hyperfosforylovanym proteinom tau
(Glennera kol., 1984; Grundke-Igbal a kol., 1988; Hardy a Allsop, 1991; Masters a Beyreuther,
2005; Selkoe, 1989; Selkoe 2001b).

2.7.1 B Amyloidova teéria

Mnoho tedrii bolo pocas rokov sformulovanych na vysvetlenie molekuldrnych mechaniz-
mov veducich k patogenéze AD. AP kaskaddova tedria je v sisasnosti najpravdepodobnejsia,
pretoze najlepsie vysvetluje bunkové, molekuldrne a funkéné procesy charakteristické pre
AD (Hardy a Selkoe, 2002).

Inicidlnou udalostou v AP tedrii je nevyvézienost medzi tvorbou a Stiepenim Ap. Kedy
v pripade familiarnej formy je zvySené produkcia AP a v sporadickej forme zniZené Stiepenie
AB. Za zvySent tvorbu AB42 pri familidrnej forme st zodpovedné mutacie v APP, psenl
a psen2. Kritickou udalostou v patogenéze je zhlukovanie AP. Solubilny AR sa zhlukuje do
rozpustnych oligomérov, nasledne do protofibril az sa tvoria nerozpustné fibrily a plaky. AR
42 sa poklada za najviac neurotoxicky a nachylnejsi k tvorbe fibril ako iné AP. Predpoklada
sa, ze AP peptid zacina svoj neurotoxicky efekt uz vo forme solubilnych oligomérov a nie vo
forme nerozpustnych fibril (Walsh a kol., 2002). Nasledne sa spusta kaskada procesov, ktoré
zahffiaju aktivaciu astrocytov a mikroglii, sekréciu cytokininov v désledku zapalovej odpove-
de, narusenie homeostazy iénov, tvorbu volnych radikélov, oxida¢ny stres a nim aktivované
kinazy a akumulacia vapnika v bunke. Procesy vedu k zniZeniu fluidity membrén, synaptickej
a neurénovej dysfunkcii a k smrti neurénom, ¢o sa klinicky manifestuje stratou kognitivnych
funkcii (obrazok 14). Okrem samotnych AR oligomérov, cytotoxicky efekt sa zistil aj Gcin-
kom CT fragmentov APP (Butterfield a Boyd-Kimball, 2004; Hardy a Selkoe, 2002; Masters
a Beyreuther, 2005; Selkoe 2001b). Amyloidova patoldgia zacina v izokortexe a s progresiou
ochorenia sa $iri do archikortexu a hippokampélnej formacie.
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Obrazok 14. Amyloidova kaskddova hypotéza (Hardy a Selkoe, 2002)
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2.7.1.1 Oxidaény stres

Oxidacny stres v mozgu v dosledku tvorby volnych radikélov vedie k oxidativnemu posko-
deniu tkaniv. Vznikaju vysokoreaktivne kyslikové substraty ako superoxid, peroxid, hydrogén
peroxid, aldehydy, ketény, alkoholy a cholesterol oxidy, ktoré poskodzuji DNA a génovd
expresiu. Zvysuju sa oxidativne modifikacie proteinov, ako glykacia produktov a zvysena
peroxidacia membranovych lipidov. Radikély st pre bunku toxické, v dosledku straty membra-
novej integrity a peroxidacie membran. Nastéva inhibicia neurénovej glukézy, glutamétovych
transportérov, Na-K ATP4zy, aktivécia kindz, dysregulacia homeostazy vapnika, nastava intra-
celuldrne hromadenie vapnika, porucha signalizacie, aktivuju sa mnohé transkripcné faktory
a indukuje sa apoptéza. Dané procesy vedu k smrti neurénov v désledku bunkovej dysfunkcie
(Barnham a kol., 2004; Butterfield a Boyd-Kimball, 2004; Butterfield a kol., 2001; Good a kol.,
1996; Mark a kol., 1996; Schippling a kol., 2000; Smith a kol., 1998). Taktiez vznikaju reaktivne
dusikové substraty. NO interaguje so superoxid aniénom za vzniku peroxynitritu a indukuje
oxidacny stres, vedie k peroxidacii membran a k apoptéze bunky (Law a kol., 2007).
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2.7.1.2 Zapalova odpoved’

Reaktivne astrocyty a aktivované mikroglie obklopujtce neuropatické plaky su typické pre
mozog AD pacientov a st vysledkom zépalovej odpovede. Astrocyty a mikroglie st aktivované
AB oligomérmi a fibrilarnymi a inymi komponentami. Aktivované mikroglie produkujui rézne
chemotaktické faktory, ktoré aktivuju vedlajsie signdlne proteiny a drahy s cytotoxickym
i¢inkom (Meda a kol., 1995, Rogers a kol., 1992). Vznikajuce proteiny sa stavaju si¢astou AR
fibril. Poc¢as zapalovej odpovede sa produkuju interleukin 1b, interleukin 6 a TNF-a (Griffin
a kol., 1989). Cytokininy sprostredkuju expresiu NO syntadzy a NADPH oxidazy, ¢o vedie
k tvorbe NO a néslednej tvorbe peroxynitritu. Taktiez sa popisuje aj aktivacia MAP kinazy.

2.7.1.3 Porucha energetického metabolizmu

V doésledku oxidativneho poskodenia lipidov a proteinov membran, ktoré sa stavaju su-
¢astou amyloidovych agregétov, je neurdn priamo vystaveny AR plakom a oxidativnemu
Uc¢inku. Vyrazne sa zniZi aktivita komplexu IV, cytochrém c oxidazového komplexu, ¢im opat
vznikaju vysokoreaktivne kyslikové substraty a vplyvaju na tvorbu AP agregatov. Nastava
depolarizacia mitochondridlnej membrany a kolaps membranového potenciélu, ¢im sa uvolni
cytochrém c a splsta sa apoptotické draha aktivaciou kaspézy 3. Mitochondrialna membréna
a DNA st poskodené (Cadenas a Davies, 2000; Brown a Bal-Price, 2003; Byrne, 2002; Kruman
a Mattson, 71999).

2.7.1.4 Narusend homeostaza vapnika a kovov

Vépnik je esencialny pre vyvin neurénov, synapticku plasticitu a transmisiu a regulaciu mno-
hych procesov. Porucha homeostazy vapnika nastava v désledku indukcie tvorby vapnikovych
a iénovych kanélov. Vyrazne sa zvysi vstup vapnika do bunky, ¢im sa sptstaju cytotoxické
procesy (MacManus a kol., 2000; Mattson a Chan, 2001).

Tvorba vysokoreaktivnych kyslikovych substratov vyzaduje reakciu s kovmi ako med'alebo
Zelezo. AP je metaloprotein s vysokou afinitou k Cu, Fe a Zn. Ked'interaguje s danymi kovmi
dochédza ku réznym chemickym reakciam. Zvy3ené koncentracie Cu, Fe a Zn sa zistili v mozgu
AD pacientov. Kovy indukujd zhlukovanie (Bush. 2003; Bush a kol., 2003).

2.7.1.5 Aktivacia signalnych drah

A fibrily aktivuju MAP kinazu, ktora participuje v mnohych procesoch ako aj vo fosfory-
l&cii tau. TaktieZz sa v dosledku vstupu vapnika aktivuje kalpain kinaza, ktord aktivuje cdk5
kinazu, o opat vedie k hyperfosforylacii tau. V neurénoch sa aktivuje JNK, ktora fosforyluje
a aktivuje transkripeny faktor c-Jun, ktory stimuluje transkripciu mnohych cielovych génov
ako aj induktoru apoptdzy Fas ligandu, ktory sa viaze na svoj receptor a indukuje kaskadu
veducu k aktivacii kaspazy (Lee a kol., 2000; Morishima a kol., 2001).
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Obrazok 15. Neurotoxicky efekt AR (Suh a Checler, 2002)
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2.7.2 Tau proteinova tedria

Tau je fosfoprotein, ktorého de/fosforylacia je regulovana fosfatdzami a kindzami. Ab-
normalna fosforylacia tau vedie k jeho disociécii z mikrotubulov, ¢im nastava ich rozpad.
Hyperfosforylovany tau nie je schopny plnit svoju funkciu a zacina jeho zhlukovanie do
parovych 3pirdlovych vlakien a nésledne do neurofibrildrnych spleti. Nefungujuci cytoskelet
a mikrotubuldrna siet vedie k poruche axonélneho transportu. Nahromadeny hyperfosfory-
lovany tau je nedegradovatelny enzymami a je toxicky pre neurdn. Jednotlivé procesy vedu
k odumretiu neurénu a ku klinickym prejavom kognitivneho deficitu (obrazok 16) (Igbal a kol.,
2005; Spillantini a Goedert, 1998).

K masivnej fosforylacii dochadza v dosledku aktivacie kindz, ktoré su aktivované oxidacnym
prostredim (MAPK, GSK-3, PKA, Cdk5) (Buée a kol., 2000; Lee a kol., 2000) Cdk5 kinaza je
v komplexe s p35 neurdn 3pecifickym aktivatorom. Proteolytickym Stiepenim p35 kalpainom
vznikd p25. Cdk5/p25 vyrazne fosforyluje tau. Predpoklada sa, Ze fosforylacia na Ser/Thr-Pro
motivoch redukuje schopnost tau viazat mikrotubuly (Baudier a kol., 1987; Bauman a kol.,
1993; Drechsel a kol., 1992; Drewes a kol., 1997; Hanger a kol., 1992). Vyznamné miesta
fosforylacie tau, ¢o vedie k redukcii vdzby na mikrotubuly a k zhlukovaniu tau su Ser 262, Ser
293, Ser 324, Ser 356 (Drechsel a kol., 1992; Biernat a kol., 1993). V désledku vysokoreak-
tivnych kyslikovych substratov dochadza aj k glykozyldcii tau, ¢im sa tieZ redukuje vazba na
mikrotubuly (Mandelkow a kol., 1995).

Popisuje sa niekolko Stadif ako sa zacina a Siri formécia neurofibrilarnych spleti v neurdne.
Prvé |ézie sa objavuju v transentoridlnom kortexe, ¢o sa definuje ako Stadium . V $tadiu Il sa
NFS nachadzaju aj v entorindlnom kortexe. Pocas prvych dvoch 3tadii nedochadza ku klinickej
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manifestécii. V $tadiu lll a IV sa lézie roz3iruju do hippokampu. V danych $tadich sa popisuje
mierny kognitivny deficit. V Stadiach V a VI sa |ézie rozsiruju aj do izokortikélnych oblasti,
najskor su postihnuté asociacné arey, neskér motorické a najneskor primarne senzorické.
Tieto 3tadia st asociované s dementnym syndrémom (Braak a Braak, 1991; Price a kol., 1997).

Obrazok 16. Tau proteinova tedria
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2.8 Diagnostika

+ Anamnéza
« Klinické vy3etrenie
+ Neurologické vy3etrenie
« Psychologické vy3etrenie
+ Zobrazovacie metddy
+ Genetické vysetrenie

Pacient s podozrenim na AD by mal byt odporucny k 3pecialistovi — neurolégovi alebo
psychiatrovi. Diagnosticka $kéla by mala zahfiiat podrobnid anamnézu — pokial je mozné
odoberanti od pacienta a doplnenti Gidajmi od pribuznych. V anamnéze je dolezité sa zamerat
na zaciatok prvych priznakov (nahly alebo postupny), priebeh (pozvolny alebo skokovity),
progresiu priznakov (v Gvode poruchy izolované na novopamat s postupnou progresiou na
ostatné zlozky pamate alebo celkové oplostenost psychiky). Dalej sa treba zamerat na neuro-
psychiatrické sprievodné priznaky (halucinacie, bludy, apatia, depresia, izkost, podrazdenost,
agresivita, zmena stravovacich navykov, zmena rytmu spanku a bdenia) a v neposlednom rade
na aktivity denného Zivota. V neurologickom vysetreni sa zameriava na postdenie orienta-
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cie (MMSE test) a neurologické rutinné vy3etrenie. Vhodné je doplnenie psychologického
vy3etrenia so zameranim sa na posuidenie organického ubytku kognitivnych funkcii psycho-
légom. Zobrazovacie metddy st vyraznym prinosom v diagnostike neurodegenerativnych
ochoreni. Realizuje sa CT a MR mozgu. CT mozgu mé pri AD len orienta¢ny vyznam. Slizi
na vyltcenie inych loZiskovych zmien, posidenie atrofie a drobnych ischemickych lozisk.
Detailnejsiu informaciu o stave mozgového parenchymu poskytuje MR vy3etrenie. Pre Cistu
Alzheimerovu chorobu su charakteristické minimalne hyperintenzitné zmeny, dominuje at-
rofia mozgu s temporélnou a hlavne hippokampélnou predilekciou. Na potvrdenie diagndzy
AD v pociato¢nych Stadiach neexistuje Ziadne jednoznacné kritérium v MR obraze. Va&siu
hodnotu ako MR vy3etrenie ma pri potvrdzovani AD postdenie Ubytku mozgovej hmoty
v Case na zaklade volumetrickych 3tudii MR. Dand metdda umozni percentudlne vycislenie
Ubytku mozgovej hmoty v ¢ase. Realizuje sa prostrednictvom dvoch vySetreni s odstupom
12 mesiacov a posudzuje sa ro¢ny Ubytok mozgového tkaniva. PouZiva sa bud' Standardnd
volumetria alebo presnej3ia metéda volumetria na podklade VBM (Voxel Based Morphomet-
ry). U pacientov s AD je priemerny ro¢ny Ubytok 2, 37%, u pacientov s miernym kognitivnym
deficitom je to 1, 37% a u kontrol je to 0,41% (Fox a Schott, 2004). Na diagnostiku AD sa
pouZivajl diagnostické kritéria podla DSM-IV a NINCDS-ADRDA.

Vyznamy prinos v diagnostike AD maju genetické testy. Pri sporadickych formach, teda
u pacientov s neskorym néastupom ochorenia sa vykonava genotypizacia apolipoproteinu E.
U pacientov so skorym nastupom ochorenia (pred 60 rokom) sa vykonava molekularno-
-genetickd analyza kandidatnych génov, ktord je velmi vyznamna nielen pri diagnostike
postihnutych jedincov, ale zahffia aj identifikéciu patologickej mutécie, uréenie nositelov
mutantnej alely, segregaciu alely z rodi¢ov na potomstvo a nasledné zostavenie rodokme-
fa. Napriek néro¢nym diagnostikym metddam, diagnostika AD in vivo nie je spolahlivo
vypracovand s vynimkou familidrnych foriem. Az post mortem histopatologické vy3etrenie
s detekciou neurofibrilarnych spleti a senilnych plakov moéze definitivne potvrdit diagndzu
AD a vylicit iny typ demencie.

2.8.1 Identifikacia apoE izoforiem pomocou polymorfizmu dlzky restrikénych
fragmentov (PCR-RFLP)

Jednotlivé apoE izoformy sa identifikuji pomocou restrikénej analyzy (PCR-RFLP) vyuZzitim
restrik¢énej endonuklézy Hhal. PCR — RFLP sa stala standardnou metdédou pri vySetrovani
genotypu apoE. Restrikéné endonukleazy (restriktazy) majd vyznamné postavenie v DNA
diagnostike mnohych dedi¢nych ochoreni. Restriktazy s v bakterialnych bunkach stcastou
restrikéno — modifikacného systému, ktory chrani bunku pred vstupom cudzorodej DNA, naj-
CastejSie virusového povodu. Restriktazy Stiepia DNA v 3pecifickych miestach. Rozpoznavacie
miesta restriktdz pozostavaju zo Styroch az 6smych nukleotidov. Kazda restriktdza ma svoj
kdd, ktory je urceny na zéklade dohodnutej nomenklattry zohladrujicej rodovy a druhovy
nazov organizmu, kmer mikroorganizmu a taktiez R-M systém v pripade ak existuje viacero
systémov v bunke. Hhal je restriktaza produkovana baktériou Haemophilus haemolyticus,
kmen a a predstavuje R-M | systém. Pritomnost Specifickych restrikénych miest mozno
vyuzit na rychlu, velmi jednoduchu a presnu identifikéaciu izoforiem apoE. Varianty apoE sa
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odlisuju v aminokyselinovej sekvencii na dvoch miestach. Varianta E3 ma cystein v kodéne
112 a arginin v koddne 158. Varianta E4 ma v pozicii 112 a 158 arginin. Varianta E2 ma v po-
zicii 112 a 158 cystein. V dosledku odliSného aminokyselinového zloZenia, sa varianty lisia
aj v Stiepnych miestach, ktoré rozpoznava restriktaza Hhal (rozpoznava arginin) a preto po
postiepeni vznikaju odlisné velkosti fragmentov u jednotlivych izoforiem apoE (obrazok 17).

Polymorfizmy v ApoE:

112

2.8.2 Molekularno-genetickd analyza kandidatnych génov

Molekulérna analyza je zamerana na detekciu mutécii v kandidatnych génoch pomocou
sekvenacnej analyzy. Sekvenovanie je v stcasnosti rychlym a spolahlivym spésobom na
presnu identifikaciu mutacii. Sekvenacna analyza zahfia analyzu exénov 16 a 17 pri géne
APP, 10 exdnov psenT génu, 10 exénov psenZ génu a exénov 9, 10, 11 pri géne tau. Sa-
motnej sekvenacnej analyze predchadza PCR (polymerase chain reaction). PCR je metdda
umozriujlica efektivne namnozenie 3pecifickych tsekov DNA ohrani¢enych dvomi nukleo-
tidovymi primermi v podmienkach in vitro, vyuzivajtica schopnost DNA polymerazy synteti-
zovat komplementarne vlékno podla jednovléknového templatu. Pod pojmom sekvenovanie
DNA rozumieme urcenie primarnej Struktury, t.j. urcenie poradia nukleotidov v retazci DNA
(sekvencie DNA). Sekvenacna reakcia obsahuje zlozky nevyhnutné pre syntézu nového vlakna
DNA: templat (DNA, ktord sekvenujeme), primer (kratky oligonukleotid komplementarny
k DNA templatu v mieste zaciatku ¢itania sekvencie), termostabilni Taq DNA polymerazu,
dNTP a ddNTP dideoxy-nukleotidy (2',3'-dideoxyribonukleozidtrifosfaty. Tie sa od $tandard-
nych deoxy-nukleotidov (2'-deoxyribonukleozidtrifosfatov, dNTP) odlisuji tym, Ze sa mdzu
pripojit do novovznikajliceho vldkna DNA na zaklade parovania baz (pretoze majd funkény
5'-koniec), ale po ich zabudovani do DNA sa rast retazca zastavi (nie je pritomny funkény
3'-koniec). Kazdy typ ddNTP je oznaceny inym fluorescenénym farbivom (Dye-Terminator).
Malé mnozstvo ddNTP sp6sobi, Ze dochddza v prvom rade k zacleriovaniu Standardnych dNTP
a len vynimocne ddNTP, ktorymi sa zastavuje syntéza DNA retazca. V kone¢nom dosledku
vznikne v skiimavke populacia rézne velkych DNA fragmentov zakoncenych konkrétnym
ddNTP. Sekvenovanie prebieha v automatickom sekvenatore. Detekcia fluorescencie farbiciek
prebieha po ich excitacii laserovym Ziarenim néaslednym zosnimanim farbickou emitovaného
Ziarenia CCD kamerou a softvérovym spracovanim elektroforetogramu. Separacia fragmentov
prebieha kapilarnou elektroforézou v linedrnych tekutych polyméroch.
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3. CIELE

Alzheimerova choroba vzhladom na svoju vysoku prevalenciu a nezvratny priebeh pred-
stavuje zavazny medicinsky a socio-ekonomicky problém. Zvy3enie strednej dlzky Zivota
v ekonomicky vyspelych krajinach prina3a aj sprievodny jav ako je narast pacientov s demen-
ciou. V stcasnosti nie su k dispozicii relevantné Udaje o prevalencii Alzheimerovej choroby
na Slovensku. Hoci etiopatogenéza AD, napriek intenzivnemu vyskumu, nie je spolahlivo
objasnend, beZne sa akceptuje uloha genetickych rizikovych faktorov pri familidrnej aj spora-
dickej forme. Bolo identifikovanych niekolko génov, ktorych mutacie vedu k vzniku familiarnej
Alzheimerovej choroby a nimi kédované produkty sa zicastruju v patogenéze AD. Nasla sa
priama asociacia medzi FAD a mutaciami v génoch pre amyloidovy prekurzorovy protein,
presenilin 1 a presenilin 2. Vyznamné postavenie v patogenéze FAD ma protein tau. Pri spo-
radickej AD jednoznacne preukazané rizikové faktory su vek, rodinnd anamnéza a vyznamny
geneticky rizikovy determinant — apolipoprotein E.

Cielom predkladanej prace je stidium genetickych rizikovych faktorov, ktoré maju dlohu
v patogenéze AD v SR. Ur¢it frekvenciu definovaného rizikového genetického determinantu
apoE e4 alely v kontrolnom stbore a v stibore pacientov s AD. Uskutocnit genetickd analyzu
zameranu na identifikaciu mutacii v génoch pre amyloidovy prekurzorovy protein, preseni-
lin 1, presenilin 2 a tau.

Ciele:

1. Ur¢it frekvenciu alely e4 apolipoproteinu E na kontrolnej vzorke zdravych jedincov
a v subore pacientov so sporadickym a familiarnym vyskytom Alzheimerovej choroby.

2. Standardizacia molekularno — genetickych metéd na analyzu génov APP, psen 1, psen 2
atau.
Zahffia optimalizaciu podmienok pre polymerazovu retazovi reakciu a sekvenacnu analyzu
génov na kontrolnom subore pacientov.

3. Identifikacia mutdcii v cielovych génoch u pacientov s AD pomocou sekvenacnej
analyzy.
V pripade identifikacie mutacie u pacienta s AD uskutocnit genetickd analyzu aj u rodin-
nych prislusnikov a urcit tak nosi¢ov patologickej mutécie v presymptomatickom $tadiu,
zostavit rodokmer a sledovat sposob dedi¢nosti.

4. Zistit zastipenie mutdcii v stibore slovenskych pacientov s AD a porovnat vysledky
s Gdajmi z inych krajin.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 MATERIAL

4.1.1 Vyber vzoriek

Vysetrovany subor tvorili pacienti, u ktorych bola klinicky stanovend diagndza Alzheime-
rovej choroby. Vy3etrenia pacientov s AD vykonavali lekéri $pecializovani na problematiku
demencii z I. Neurologickej kliniky LFUK a UN Bratislava a na diagnostiku AD sa poutzili diag-
nostické kritéria podla DSM-IV a NINCDS-ADRDA. Pacienti pochadzali zo v3etkych regiénov
Slovenska. Krv pacientov bola dodana na DNA vy3etrenie Alzheimerovej choroby na Ustav
lekérskej bioldgie, genetiky a klinickej genetiky LF UK a UN Bratislava. Vzorky krvi na DNA
analyzu boli zaslané v skimavkach s EDTA. Genémova DNA bola izolovana z leukocytov
periférnej krvi a uskladnena pri -70°C.

Subor pacientov tvorilo 58 pacientov s AD, z toho bolo 27 muZov a 31 Zien. Pacientov
sme nedelili do kategdrie familidrnej a sporadickej formy AD, kedZe sme nemali presné tidaje
o veku nastupu ochorenia a rodinnej anamnéze. U v3etkych pacientov s AD sme vykonali
genotypizaciu apoE a sekvencnu analyzu kandidatnych génov. Do analyzovaného suboru
sme zaradili aj zdravych jedincov, ktorf tvorili kontrolny stbor na urcenie frekvencie apoE
genotypov. Kontrolny subor tvorilo 200 jedincov (100 Zien a 100 muZov), ktori absolvovali
preventivne lekérske vysetrenie.

4.1.2 Chemikélie a roztoky
+ agaréza (Merck)
+ MetPhor agar6za (Lonza)
+ Hi-Di Formamid (APPLIED BIOSYSTEM)
« DMSO-dimetylsulfoxid: Polysciences INC., USA
+ Chlorid sodny (NaCl): Merck
« Elektroforeticky TBE tlmivy roztok: 5x
54,0 g Tris-HCl, pH 8
27,5 H,B0,
20,0 ml 0,5 mmol/l EDTA
v 1000 ml destilovanej vody

+ Elektroforeticky TBE tlmivy roztok: 10x
50 ml 5x koncentrovaného elektroforetického TBE timivého roztoku
450 ml destilovanej vody
« Elektroforeticky TAE tlmivy roztok: 40x
145,37 g Tris (hydroxymethyl) aminomethane
11,16 g Na,EDTA.2H,0O v 700 ml vody
34,4 ml Acetic Acid (glacial)
destilovana vodado 11
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+ Roztok na riedenie primerov:
10 mmol/L Tris HCl
1T mmol/l EDTA

+ Zasobny PCR tlmivy roztok pre DNA polymerazu DyNAzyme (FINNZYMES):
100 mmol/l Tris-HCL, pH 8,8 pri 25°
15 mmol/l MgCl,
500 mmol/L KCl
1% Triton X-100

« Zasobny PCR tlmivy roztok pre DNA polymerazu Thermo Start (ABgene)
100 mmol.I"* KCl
20 mmol.l"" Tris-HCl, pH 9.2 pri 25°C
0,1 mmol.l"" EDTA
1T mmol.l" DTT
0,5% Tween® 20
0,5% Nonidet® P40
50% (v/v) Glycerol
+ Zasobny reakény tlmivy roztok pre FastAP termosenzitivnu alkalicku fosfatazu: 10x
(FERMENTAS)
100 mmol.l"" Tris-HCL pH 8.0 pri 37°C
50 mmol.l'" MgCl2
1T mol.l'" KCl
0.2% Triton X-100
1 mg/ml BSA

+ Zasobny reakény tlmivy roztok pre Exonukleazu | (Fermentas)
670 mmol.l" glycine-KOH pH 9.5 pri 25°C
67 mmol.l."'MgCl,
10 mmol.l" DTT

+ Nanasacia zmes ORANGE G (FERMENTAS):
10 mmol/L Tris-HCL, pH 7,6
0,15% oranzova G
60% glycerol
60 mmol/l EDTA
+ Nanasacia zmes Mass Ruler (FERMENTAS):
10 mmol/L Tris-HCL, pH 7,6
0,15% oranZova G
60% glycerol
60 mmol/l EDTA
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+ Roztok dNTPs: 2,5 mmol/l (FERMENTAS)
» Roztok MgCL,: 25 mmol/l (FERMENTAS)
+ Vizualizaény roztok Goldview (BEIJING SBS GENETECH CO)
+ Vizualiza¢ny roztok GelRed Nucleic Acid Gel Stain 10000x: Biotum
* Roztok BSA 1 mg.ml”" (BioLabs)
+ DNA Marker molekulovej hmotnosti (100 bp, 50 bp, Mass Ruler) (FERMENTAS)
+ AmpliTaq Gold PCR Master Mix 5 ml (250U) (Applied Biosystem)
+ DNA polymeraza DyNAzyme 2U/ pl (FINNZYMES)
« DNA polymeraza Thermo Start 5U/ pl (ABgene)
+ Restrikéna endonukleaza Hha I: 20 000 U/ml (New England BioLabs)
+ Tlmivy roztok pre Hhal (New England BioLabs)
+ FastAP termosenzitivna alkalicka fosfataza: 1U/ ul (FERMENTAS)
+ Exonukleaza l., E. coli: 20U/ pl (FERMENTAS)
+ PCR primery (Merck)
« Spreadex gel EL 300 mini: ElchromScientific, Svajciarsko
+ 2% agardzovy gél
1,2 g agardzy Merck
60 ml 0,5 x koncentrovaného TBE tlmivého roztoku
5 plroztoku Gold view
* 3,5% MetaPhor agarézovy gél
+ 2,1 g Metaphor agarézy
60 ml 0,5 x koncentrovaného TBE tlmivého roztoku
6 pl GelRed Nucleic Acid Gel Stain
+ Pouzité kity:
— NucleoSpin Blood QuickPure (MACHEREY-NAGEL).
— VariantSEQr Resequencing System (APPLIED BIOSYSTEMS)
— ExTerminator (A&A BIOTECHNOLGY)
— ABI PRISM Big Dye Terminator v3,0 sequencing Ready reaction kit (APPLIED BIOSYSTEM)

4.2 METODY

4.2.1 Izolacia DNA

+ zleukocytov periférnej krvi pomocou NucleoSpin Blood QuickPure (MACHEREY-NAGEL).
Izoldcia DNA pouZitim MN NucleoSpin Blood- Mini kitu je ur¢end na rychlu izolaciu celkovej

gendmovej DNA z ludskych vzoriek krvi. MéZeme poutzit cerstvu, ale aj zmrazenu krv odobrand

do skimavky s obsahom citratu, heparinu alebo EDTA. Princip izolacie DNA je zaloZeny na

zachyteni DNA na koldnkach obsahujucich silikagély. Tieto kolény viazu DNA pri nizkom pH

a vysokej koncentrécii soli. Uvolnenie DNA sa naopak dosiahne pri nizkej koncentracii soli
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a vy$Som pH. Lyza je dosiahnutd inkubéciou krvi v roztoku obsahujicom velké mnoZstva
cheldtotropnych iénov v pritomnosti proteindzy K. Odstranenie kontaminujucich zloZiek sa
dosiahne premyvanim koldnky tlmivym roztokom s etanolom. Purifikovana genémova DNA
je na konci eluovana slabo alkalickym elu¢nym roztokom. Pred samotnou izolaciou je nutné
rozmrazit a vytemperovat vzorku krvi na izbovej teplote a elu¢ny roztok BE zohriat na 70°C.
Do 1,5 ml eppendorf skdimavky sme napipetovali 25pl proteinazy K, 200l premiesane;j krvi
a 200pl lyza¢ného roztoku B3. Vzorky sme zvortexovali a inkubovali 15 min. pri 70°C. Pocas
inkubacie sme vzorky obcas premie3ali a na zaver centrifugovali 1 min. pri 15000xg. Do kaz-
dej skimavky sme pridali 210ul 96% etanolu, premie3ali pomocou vortexu a scentrifugovali.
Obsah skimaviek sme preliali do MN NucleoSpin Blood- Mini koléniek a centrifugovali 1 min.
pri 15000xg. Pokial ¢ast vzorky nepretiekla koldnkou, centrifugaciu sme zopakovali 3 min.
pri 15000xg. V dalsom kroku sme preniesli kolénky do novych NucleoSpin skiimaviek, na-
pipetovali sme 500pl BW roztoku a opét centrifugovali 1 min. pri 15000xg. Tento krok sme
zopakovali s tym rozdielom, Ze do novych NucleoSpin skimaviek sme napipetovali 600pl
B5 roztoku. Po centrifugdcii sme vyliali obsah skiimavky, priloZzenim skimavky na papierovi
vatu sme odstranili zvysky tekutiny a kolénku sme vlozili spat do skiimavky. Scentrifugovali
sme 1 min. pri 15000 x g. Kolédnky sme umiestnili do pripravenych sterilnych skimaviek bez
vrchndku a napipetovali sme 200pl zohriateho BE roztoku. Inkubovali sme pri izbovej teplo-
te 20 mindt a po naslednej centrifugacii (1 min. pri 15000xg) sme obsah prepipetovali do
oznacenej zavitovej eppendorf sklimavky. Koncentréciu vyizolovanej gendmovej DNA sme
merali na nanofotometri (Implen). Priemerny vytaZzok z jednej izolacie je 4-6pg genémovej
DNA na 0,2 ml vzorky.

4.2.2 Urcenie genotypov ApoE pomocou restrikénej analyzy (PCR-RFLP)

Pri PCR sa amplifikuje exdn 4 apoE génu s dlzkou 227 bp, ktory sa Stiepi restrikénou endo-
nukledzou Hhal, v zavislosti od genotypu apoE, na tieto 3pecifické fragmenty:

E2/E2 — 91 bp, 82 bp

E2/E3 -91 bp, 82 bp, 48 bp, 34 bp

E3/E3—91 bp, 48 bp, 34 bp

E3/E4-91 bp, 72 bp, 48 bp, 34 bp, 19 bp
E4/E4 — 72 bp, 48 bp, 34 bp, 19 bp

E2/E4 —91 bp, 82bp, 72 bp, 48 bp, 34 bp, 19 bp

Hhal stiepi sekvenciu: 5'... GCGVC 3'
3'..CAGCG..5

PCR:
25 pl reakénd zmes obsahovala Thermo Start PCR tlmivy roztok, 200 pmol/l dNTPs, 0,3
umol/l primerov, 1 U DNA Thermo Start polymerazy (ABgene), 2 mmol/l MgCl,, 2,5 ul

DMSO, 100 ng DNA a sterilnd vodu do vysledného objemu. Amplifikacia prebiehala v 0,2 ml
tenkostennych eppendorfovych skimavkéch v termalnom cykléri Eppendorf za podmienok:
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inicialna denaturacia 95°C — 15 min., 35 cyklov (denaturacia 95°C — 30s, hybridizacia prime-
rov 69°C — 20s, syntéza DNA 72°C — 20s), dosyntetizovanie 72°C — 10 min., chladenie 4°C.

Primery PCR (navrhnuté u nas v laboratdriu):
Forward 5' TCC AAG GAG CTG CAG GCG GCG CA 3!
Reverse 5' ACA GAA TTC GCC CCG GCC TGG TAC ACT GCCA 3'

Polymorfizmus dlzky restrikénych fragmentov (RFLP):

Reakcna zmes, v ktorej prebiehalo Stiepenie obsahovala 20 pl PCR produktu, 2,5 pl tlmi-
vého roztoku NEB 4, 2 jednotky Hhal restrikénej endonukleazy, 0,25 ul BSA a sterilnt vodu
do objemu 25 pl. Restrik¢né Stiepenie prebiehalo v 0,5 ml tenkostennych eppendorfovych
skimavkéch v termostate pri 37°C po dobu 16 hodin.

ELFO - elektroforeticka separacia restrik¢nych fragmentov:

+ Restrik¢né fragmenty sme separovali v 3,5% MetaPhor agarézovom géli. Elektroforéza
prebiehala pri 100 V po dobu 40 minut. 20 pl vzorky sme zmie3ali so 4 pl nana3acej zmesi
ORANGE G. Fragmenty DNA sme vizualizovali oZiarenim pomocou UV transluminétora.
Velkost fragmentov sme porovnavali pomocou markera obsahujlceho fragmenty s réznym
poctom bézovych pérov.

* Pre lep3ie rozli3enie sme restrikéné fragmenty separovali v komercne vyrédbanych géloch
Spreadex gel EL 300 mini v elektroforéze ORIGINS od firmy Elchrom Scientific. Gél sme
najskdr nechali stat 30 mindt pri izbovej teplote. Naliali sme 1,9 | 30 mM TAE pufru do
elektroforézy a teplotu sme nastavili na 20°C. Vzorku o objeme 10 pl sme zmie3ali s nana-
Sacou zmesou a naniesli do gélu. Gél sme zafixovali katamaranom, aby sa nehybal. Zdroj
sme nastavili na konstatny prid 350 mA, zapli ELFO a pumpu a nechali sme bezat po dobu
120 minut pri napati 120V. Kon3tantna teplota, konstantny prdd, pumpa zabezpecujica
cirkul&ciu pufru a komeréne vyrabany gél umoznia oddelenie fragmentov, ktoré sa lisia
v malom pocte nukleotidov (2-3 nt). Po skonceni ELFO sme vybrali gél pomocou ihly a pin-
zety, odstranili z gélu féliu a farbili sme ho 30 mindt v 150 ml roztoku interkala¢ného cinidla
GelRed Nucleic Acid Gel Stain (45 pl ¢inidla a 0,88 g NaCl, destilovana voda do objemu
150 ml). Po farbeni sme jednotlivé fragmenty vizualizovali pomocou UV transluminatora.

Obrazok 17. Jednotlivé genotypy ApoE. Fragmenty vzniknuté Stiepenim Hhal

e2/e2 e3/e3 ed/ed e3/e2 e3/ed e2/e4

91 — — — — —

82
72

48
34

52



KPN RNDr. Katarina Lexova Kolejékova, PhD. / Molekularno-geneticka diagnostika Alzheimerovej choroby

4.2.3 Optimalizacia podmienok pre analyzu APP génu

+ Amplifikacia 16. a 17. ex6nu APP génu pomocou PCR (Polymerase chain reaction).
50 pl reakéna zmes obsahovala PCR tlmivy roztok pre DNA polymerazu DyNAzyme (FINN-
ZYMES), 200 umol/l ANTPs, 0,3 pmol/l primerov, 1 U DNA polymerazy DyNAzyme (FINN-
ZYMES), 100 ng DNA a sterilnt vodu do vysledného objemu. Pri amplifikacii exénu 17
sme pridali aj 1 mmol/l MgCl,. Amplifikacia templatu prebiehala v 0,2 ml tenkostennych
eppendorfovych skiimavkach v termélnom cykléri Eppendorf za podmienok uvedenych
v tabulke 2. Pri navrhovani primerov sme vychadzali z primerov publikovanych v préci
Wakutani a kol. (2004).

* PRIMERY APP

primer  sekvencia primeru (5'>3') dlzka produktu (bp)
16-1 TAG AAA CAA GTT TTG GGT AAGCTTT 260

16-2 AGA GTT AAT AGG TCA TTT GGC AAG ACA

17-1 CCT CAT CCA AAT GTC CCC TGC ATT 319

17-2 GCC TAATTC TCT CAT AGT CTT AATTCC C

Tabulka 2. Podmienky PCR

POCET KROK TEPLOTA CAS
CYKLOV
1 denaturacia 95°C 4 min
35 denaturacia 95°C 30s
hybridizacia primerov 55°C(16e)/65°C (17€) 30s
syntéza DNA 72°C 30s
1 dosyntetizovanie nekompletnych PCR produktov 72°C 10 min
1 schladenie 4°C hold

4.2.4 Optimalizacia podmienok pre analyzu psen? génu

+ Amplifikacia 10 exénov psen 7 (3-12) génu pomocou PCR.
50 pl reakéné zmes obsahovala PCR tlmivy roztok pre DNA polymerdzu DyNAzyme (FINN-
ZYMES), 200 pmol/LdNTPs, 0,3 pmol/l primerov, 1 U DNA polymerazy DyNAzyme (FINN-
ZYMES), 2 mmol/l MgCl, 150 ng DNA a steriln(i vodu do vysledného objemu. Amplifikacia
templatu prebiehala v 0,2 ml tenkostennych eppendorfovych skiimavkach v termalnom
cykléri Eppendorf za podmienok uvedenych v tabulke 4. Pri navrhovani sekvencii oligo-
nukleotidovych primerov sme vychédzali zo sekvencii primerov publikovanych v pracach
Cruts a kol., 1998 (tabulka 3). Primery sme nariedili do zasobnej koncentracie 15 pmol/L.
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Tabulka 3. Primery na amplifikaciu exénov psen 1

Ex6n primer (5'>3')

Dlika PCR produktu (bp)

3 F AGAACCTCAAGAGGCTTTGT
R ACACTGTACCTGGCTACGTA

151

4 F TAACCGTTACCTTGATTCTG 356
R CCACACTGGCTTTGAGAATA
5 F GTGGTAATGTGGTTGGTGAT 260
R CCCAACCATAAGAAGAACAG
6 F TCTGTACTTTTTAAGGGTTGT 229
R ACTTCAGAGTAATTCATCANCA
7 F GGAGCCATCACATTATTCTA 369
R GAGATGAGGAAAGAAAACAC
8 F CACCCATTTACAAGTTTAGC 262
R GATGAGAACAAGTNCCNTGAA
9 F TGGCTTGTTGTTGTCTATGC 238
R AAGACGATAAAAACATTGCT
10 F CTGTAACTTCCACTTTCTCTTG 242
R CTAAAGGAATCCATGACTTTG
1N F AAGAGTGACCAACTTTTTAAT 332
R GTGTGGCCAGGGTAGAGAACT
12 F GTGATTGAGTTTTGCCTGAA 270
R TAGTCAAAGAAGAAACATCC
Tabulka 4. Podmienky PCR
POCET KROK TEPLOTA CAs
CYKLOV
1 denaturacia 95°C 4 min
30 denaturacia 95°C 30s
hybridizacia primerov 60°C 30s
syntéza DNA 72°C 30s
1 dosyntetizovanie nekompletnych PCR produktov 72°C 10 min
1 schladenie 4°C hold
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4.2.5 Optimalizacia podmienok pre analyzu psen 2 a tau

« amplifikacia 10 exénov psen2 a exénov 9, 10, 11 génu tau pomocou PCR vyuzitim
VariantSEQr Resequencing System Protocol (tabulka 5, 6).
Tabulka 5. ZloZenie PCR reakcie

Zlozka Mnozstvo v pl
AmpliTaq Gold PCR Master Mix (2x) 5
Sterilna voda 0,4

50% glycerol 1.6

RSA primer mix 2

DNA (5-10 ng/ pl) 1
SPOLU 10

Tabulka 6. Podmienky PCR

POCET KROK TEPLOTA CAS
CYKLOV
1 denaturacia 96°C 5 min
40 denaturacia 94°C 30s
hybridizécia primerov 60°C 45s
syntéza DNA 72°C 45s
1 dosyntetizovanie nekompletnych PCR produktov 72°C 10 min
1 schladenie 4°C hold

4.2.6 Purifikacia PCR produktov pomocou enzymov

Na odstranenie nespotrebovanych dNTP a primerov z PCR produktu sme pouZili 2 enzymy
alkalicku fosfatézu a exonukledzu I. K 20 pl PCR produktu sme pridali 2 pl reakéného timivého
roztoku pre alkalickd fosfatézu a 2 pl reakéného tlmivého roztoku pre exonukledzu I, 1 U al-
kalickej fosfatazy a 2 U exonukledzy I. Nechali sme v cykléri inkubovat pri teplote 37°C 30
minut a nasledne sme enzymy inaktivovali zvySenim teploty na 80°C na 15 min.

4.2.7 Sekvenacna reakcia

Cast precistenych PCR produktov (5 pl) sme kvantifikovali v 2% agarézovom géli pomocou
markera molekulovej hmotnosti Mass Ruller. Elektroforéza prebehla pri napati 100V po dobu
30 minut. Fragmenty DNA sme vizualizovali pomocou UV transluminétora. Kvantitu DNA
fragmentu porovname s tabulkou 7, na zéklade intenzity ur¢ime mnozstvo DNA v bande
a nasledne odhadneme vysledné mnozstvo PCR produktu (podla tabulky 8), ktoré dame do
sekvenacnej reakcie.
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Tabulka 7. MnoZstvo DNA v bande Tabulka 8. Mnoistvo PCR produktu
pouzitého v sekvenacnej reakcii
Fragment (bp) MnoZstvo DNA (ng) Mnoistvo PCR produkt
v 5 pl PCR produktu

1031 50 1-3ng 100-200 bp
900 45 3-10ng 200-500 bp
800 40 5-20 ng 500-1000 bp
700 35 10-40 ng 1000-2000 bp
600 30 40-100 ng >2000 bp
500 50

400 20

300 15

200 10

100 5

80 4

Sekvenacnu reaként zmes sme si pripravili pomocou ABI PRISM Big Dye Terminator v3,0
sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems). Reakéna zmes obsahovala 1 pl Ready
reaction mix s DNA polymerazou a fluorescen¢ne znac¢enymi ddNTPs, 1,5 pl sekvena¢ného
tlmivého roztoku, 0,08 pmol/l primeru, PCR produkt a sterilnd vodu do vysledného objemu
10 pl. Sekvenacné reakcia prebiehala v 0,2 ml tenkostennych eppendorfovych skimavkach
v termalnom cykléri Eppendprf za podmienok uvedenych v tabulke 9.

Tabulka 9. Casovo-teplotny profil sekvenacnej reakcie

POCET KROK TEPLOTA CAS
CYKLOV
25 denaturacia 96°C 10s
hybridizacia primerov 50°C 5s
syntéza DNA 60°C 4 min
1 zastavenie reakcie schladenim 10°C hold
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4.2.8 Precistenie produktov pred sekvenovanim pomocou ExTerminator Kit

K 10 pl produktu po sekvenacnej reakcii sme pridali 5 pl Mix Blue a 100 pl bind/wash
roztoku. Pomocou pipety sme vzorky premie3ali. Cely obsah sme prepipetovali na kolénku,
ktora je uloZend v skimavke a centrifugovali 30 sekdnd pri 2800g. Pocas kratkej centrifuga-
cie zostanu sekvencné produkty naviazané na kolénkovej membrane, zatial ¢o nezaradené
produkty a sekvenéné primery prejdi cez membranu. Modré zafarbenie kolénky je signdlom
Uspesnej precipitacie sekven¢nych produktov. Po centrifugacii sme pridali 400 pl bind/wash
roztoku a centrifugovali 2 mindty pri 14000g. Tento premyvaci krok slizi na odstranenie
zvysnych soli a necistot. Koldnku sme preniesli do novej 1,5 ml skimavky a pridali 25pl
formamidu. Nechali sme inkubovat 2 minlty pri izbovej teplote a nasledne centrifugovali 1
minutu 14000g. Vzorky sme denaturovali v termobloku pri 95°C 5 minit a po denaturacii
vloZili do ladu.

4.2.9 Sekvenovanie

Precistené produkty sme dali sekvenovat. Sekvenovanie sa uskuto¢nilo na ABI PRISM 310
Genetic Analyzer vyuzitim 61 cm elektroforetickej kapilary s priemerom 50 pm a polyméru
POP6. Teplota kapilary bola 50°C a doba eletroforézy bola 90 minut. Sekvenény chroma-
togram sme analyzovali manualne vyZitim Chromas 2.2 (Technelysium Pty Ltd., Australia)
a Vector NTI 9 (Informax).
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5. VYSLEDKY

5.1 GENOTYPIZACIA APOE

Po PCR amplifikacii polymorfnej oblasti apoE génu (exdn 4 o dlzke 227 bp) sa nasledne

opracoval PCR produkt restrikénou endonukledzou Hhal za vzniku Specifickych restrikénych
fragmentov.

Obrazok 18a. Genotypy apoE vzniknuté Obrazok 18b. Restrikéné fragmenty sme
restrikénou analyzou pomocou separovali na Spreadex gel EL 300
Hhal. Restrikéné fragmenty sme mini v elektroforéze ORIGINS by
separovali na Spreadex gel EL 300 Elchrom Scientific.

mini v elektroforéze ORIGINS by
Elchrom Scientific.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
bp i bp
91—-—.—_-.——— -—100bp g;:——- — — — —
?g S S— == 75bp 72 - - — —
s e s == 50bp
48 —— N — —— —
34
19 34 - ———— e ——
19
Dréha 1: genotyp E2/E4, drdha 2: E2/E3, drdha 3: E3/E3, Dréha 1: genotyp E2/E4, dréha 2: E3/E4, dréhy 3, 4: E3/E3, drdhy
drdha 4: E3/E3, dréha 5: E3/E4, dréhy 6, 7: E3/E3, drahy 8, 9: 5,6: E4/E4, dréha 7: E3/E4, drdhy 8, 9: E3/E3, drdha 10: E2/E2.

negativna kontrola, dréha 10: marker molekulovej hmotnosti.

Obrazok 19. Genotypy apoE vzniknuté restrikénou analyzou pomocou Hhal
Restrik¢né fragmenty sme separovali na 3,5 % metaphor agarézovom géli

b E2/E4 E3/E3 E2/E3 E3/E4 E3/E3 E3/E3 E3/E3 E2/E3 E3/E3 E3/ E3 E3/E3 E3/E4
p . -
—
—
Z; & . 100bp
- - e
2 = - T e o

48 - . =" & @BS0bp
34

Genotypizaciu apoE sme uskutocnili v kontrolnom stbore a v stibore pacientov s AD. Kon-
trolny sdbor tvorilo 100 Zien (200 aliel) a 100 muZov (200 aliel) bez podozrenia na AD. Stibor
pacientov s AD tvorilo 58 pacientov dodanych I. Neurologickou klinikou LF UK a UNB. Pri
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percentudlnom a 3tatistickom hodnoteni zastdpenia jednotlivych izoforiem apoE sme vylu¢ili
dvoch pacientov, u ktorych sa nasli mutdcie v kandidatnych génoch, aby sa neskreslil pomer
jednotlivych izoforiem. TakZe sme percentualne spracovali zastUpenie apoE variant u 56
pacientov s AD, 25 muzov a 31 Zien (112 aliel). Po¢ty a percentualne zastipenie apoE izofo-
riem je v tabulke 10a, 10b. Pocty a percentudlne zastipenie apoE genotypov je v tabulke 11.

Tabulka 10a. Zastupenie izoforiem apoE v kontrolnom subore

Izoforma Kontrolny stibor Kontrolny subor Kontrolny subor
ApoE (spolu, muzi a Zeny) (Zeny) (muzi)
400 aliel 200 aliel 200 aliel
E3 333-83,25% 171-85,5% 162 -81%
E4 39-9,75% 16 -8% 23-11,5%
E2 28 -7,0% 13-6,5% 15-7,5%
Tabulka 10b. Zastupenie izoforiem apoE v stibore pacientov s AD
Izoforma AD pacienti AD zZeny AD muzi
ApoE 112 aliel 62 aliel 50 aliel
E3 69-61,61% 38-61,29% 31-62%
E4 39 -34,82% 20 -32,26% 19-38%
E2 4-357% 4-6,45% 0-0%

Graf 1. Percentualne zastdpenie apoE aliel (112 aliel) u pacientov s AD

3,57%

61,61%

E3

E2
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Graf 2. Percentudlne zastdpenie apoE aliel (62 aliel) v sibore Zien s AD
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Graf 3. Percentuélne zastdpenie apoE aliel (50 aliel) v sibore muzov s AD
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Graf 4. Percentudlne zastdpenie apoE aliel v kontrolnom stibore (100 Zien a 100 muzov)
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Graf 5. Percentuélne zastdpenie apoE aliel v kontrolnom stibore (100 Zien, 200 aliel)
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Graf 6. Percentudlne zastipenie apoE aliel v kontrolnom stbore (100 muzZov, 200 aliel)
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Tabulka 11: Zasttpenie genotypov apoE v stbore pacientov s AD a v kontrolnom stibore
(100 Zien a 100 muzov)

Genotypy apoE AD pacienti Kontrolny stibor
(56 pacientov) (100 muzZov a 100 Zien)
E3/E3 20-35,7% 143 -71,5%
E3/E4 27 -482% 26 - 13%
E2/E3 2-36% 21-10,5%
E2/E4 0-0% 5-25%
E4/E4 6-10,7% 4-2%
E2/E2 1-18% 1-0,5%
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Graf 7. Zastlpenia genotypov apoE u pacientov s podozrenim na AD
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Graf 8. Zastlpenia genotypov apoE v kontrolnom stbore
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5.1.1 Statistické vyhodnotenie zastipenia apoE

Na analyzu rozdielov v rozloZeni premennych medzi dvoma porovnavanymi skupinami
sme pouzili kontingencnu tabulku a Fisherov exaktny test. Skimame rozdiely podla riadkov
alebo stlpcov kontingen¢nej tabulky. Ak P-hodnota testu je mensia ako 0,05 (ako $tatisticky
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vyznamna bola hodnotena hladina vyznamnosti p < 0,05), tak st skimané znaky Statisticky
signifikantne odli$né, ¢o znadi, 7e sa aj signifikantne lidia riadkové a taktiez stlpcové percenta.
+ Sledujeme rozdiely v zastipeni apoE izoforiem (E3, E4, E2) medzi siborom pacientov s AD

a kontrolnym stiborom KS (100 Zien + 100 muzov).

Podla Fisherovho exaktného testu su rozdiely v zastipeni jednotlivych izoforiem apoE
medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym stiborom Statisticky signifikantne vyznamné

(P=0,000).

Tabulka 12: Kontingencna tabulka na porovnanie, ¢i sa vyskytuju signifikantné rozdiely
v zastUpeni apoE izoforiem medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym

stiborom KS
AD_KS
1 AD 2 KS Total
APOE 1 E3  Count 69 333 402
% within APOE 17,2% 82,8% 100,0%
% within AD_KS 61,6% 83,3% 78,5%
2 E4 Count 39 39 78
% within APOE 50,0% 50,0% 100,0%
% within AD_KS 34,8% 9,8% 15,2%
3 2 Count 4 28 32
% within APOE 12,5% 87,5% 100,0%
% within AD_KS 3,6% 7.0% 6,3%
Total Count 112 400 512
% within APOE 21,9% 78,1% 100,0%
% within AD_KS 100,0% 100,0% 100,0%
P=0,000
Chi-Square Tests
Value o Asymp. Sig. | Exact Sig. Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 42,969(a) 2 ,000 ,000
Likelihood Ratio 37,067 2 ,000 ,000
Fisher's Exact Test 36,867 ,000
Linear-by-Linear Association | 8,903(b) 1 ,003 ,004 ,003 ,001
N of Valid Cases 512
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Graf 9. Znazornenie rozdielov v percentualnom zastipeni izoforiem apoE medzi siborom
pacientov s AD a kontrolnym stiborom
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¢ Chceme zistit, ¢i podiel E4 varianty sa v stibore pacientov s AD a v kontrolnom stibore
signifikantne LiSi.

Pouzijeme Fisherov exaktny test. Pri aplikacii Exaktného Fisherovho testu overujeme nulovi
hypotézu: Ho: podiel E4 v AD a KS je rovnaky — ked' je P-hodnota mensia ako 0,05, tak hy-
potézu zamietame a rozdiel povazujeme za signifikantne odlisny.

Podla Fisherovho exaktného testu je podiel E4 v AD a KS vysoko signifikantne odlisny
(P=0,000).
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Tabulka 13: Kontingencna tabulka na porovnanie, ¢i sa signifikantne LiSi podiel E4 varianty
medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym siiborom KS

AD_KS
Total
1 AD 2 KS
APOE 1 E4 Count 39 39 78
% within APOE 50,0% 50,0% 100,0%
% within AD_KS 9,8% 34,8% 15,2%
2 zvydok Count 361 73 434
% within APOE 83,2% 16,8% 100,0%
% within AD_KS 90,3% 65,2% 84,8%
Total Count 400 112 512
% within APOE 78,1% 21,9% 100,0%
% within AD_KS 100,0% 100,0% 100,0%
P=0,000
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 42,591(b) 1 ,000 ,000 ,000
Continuity Correction(a) 40,672 1 ,000
Likelihood Ratio 36,572 1 ,000 ,000 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
Linear-by-Linear Association | 42,508(c) 1 ,000 ,000 ,000 ,000
N of Valid Cases 512

+ Sledujeme rozdiely v zastdpeni apoE izoforiem (E3, E4, E2) medzi pohlaviami v kontrolnom
subore. Kontrolny sibor 100 muzov a kontrolny stbor 100 Zien.

Podla Fisherovho exaktného testu nie st rozdiely v zastipeni jednotlivych izoforiem apoE
medzi pohlaviami v kontrolnom stbore Statisticky signifikantne vyznamné (P=0,434).
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Tabulka 14: Kontingenc¢na tabulka na porovnanie, ¢i sa vyskytuju signifikantné rozdiely
v zastipeni apoE izoforiem medzi pohlaviami v kontrolnom stbore

pohl
1 muii 2 Zeny Total
APOE 1 E3 Count 162 171 333
% within APOE 48,6% 51,4% 100,0%
% within pohl 81,0% 85,5% 83,3%
2 E4 Count 23 16 39
% within APOE 59,0% 41,0% 100,0%
% within pohl 11,5% 8,0% 9,8%
3 E2 Count 15 13 28
% within APOE 53,6% 46,4% 100,0%
% within pohl 7,5% 6,5% 7,0%
Total Count 200 200 400
% within APOE 50,0% 50,0% 100,0%
% within AD_KS 100,0% 100,0% 100,0%
P=0,434
Chi-Square Tests
Value o Asymp. Sig. | Exact Sig. Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 1,643(a) 2 ,440 434
Likelihood Ratio 1,649 2 ,438 434
Fisher's Exact Test 1,643 434
Linear-by-Linear Association ,940(b) 1 ,332 ,379 ,190 ,044
N of Valid Cases 400
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Graf 10. Znazornenie percentualneho zastupenia apoE izoforiem medzi pohlaviami
v kontrolnom stibore. Kontrolny stibor 100 muzZov a kontrolny stibor 100 Zien
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+ Sledujeme rozdiely v zastipeni apoE izoforiem (E3, E4, E2) medzi pohlaviami v stibore
pacientov s AD.

Podla Fisherovho exaktného testu nie st rozdiely v zasttpenf jednotlivych izoforiem apoE
medzi pohlaviami v sibore pacientov s AD Statisticky signifikantne vyznamné (P=0,216).
| ked'sa E2 nachadza iba u Zien, ale pocetnost vyskytu je mala.

Graf 11. Znazornenie percentualneho zastipenia apoE izoforiem medzi pohlaviami v stibore
pacientov s AD
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Tabulka 15: Kontingenc¢na tabulka na porovnanie, ¢i sa vyskytuju signifikantné rozdiely
v zasttpeni apoE izoforiem medzi pohlaviami v stbore pacientov s AD

pohl
1 muii 2 Zeny Total
APOE 1 E3 Count 31 38 69
% within APOE 44,9% 55,1% 100,0%
% within pohl 62,0% 61,3% 61,6%
2 E4 Count 19 20 39
% within APOE 48,7% 51,3% 100,0%
% within pohl 38,0% 32,3% 34,8%
3 E2 Count 0 4 4
% within APOE ,0% 100,0% 100,0%
% within pohl ,0% 6,5% 3,6%
Total Count 50 62 112
% within APOE 44,6% 55,4% 100,0%
% within pohl 100,0% 100,0% 100,0%
P=0,216
Chi-Square Tests
Value e Asymp. Sig. | Exact Sig. Exact Sig. Point
(2-sided) (2-sided) (1-sided) Probability
Pearson Chi-Square 3,490(a) 2 175 ,203
Likelihood Ratio 4,994 2 ,082 ,150
Fisher's Exact Test 3,195 216
Linear-by-Linear Association ,447(b) 1 ,504 614 ,310 ,108
N of Valid Cases 112

+ Sledujeme rozdiely v zasttipeni genotypov apoE (E3/E3 E3/E4 E2/E3 E2/E4 E4/E4 E2/E2)
medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym sdiborom KS (100 Zien + 100 muzov).

Podla Fisherovho exaktného testu su rozdiely v zastipeni jednotlivych genotypov apoE
medzi suborom pacientov s AD a kontrolnym stiborom S3tatisticky signifikantne vyznamné
(P=0,000).
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Tabulka 16: Kontingencna tabulka na porovnanie, ¢i sa vyskytuju signifikantné rozdiely
v zastupeni apoE genotypov medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym
suborom KS
AD_KS Total
1 AD KS 1 AD
genotyp 1 E3/E3 Count 20 143 163
% within genotyp 12,3% 87,7% 100,0%
% within AD_KS 35,7% 71,5% 63,7%
2 E3/E4 Count 27 26 53
% within genotyp 50,9% 49,1% 100,0%
% within AD_KS 48,2% 13,0% 20,7%
3 E2/E3 Count 2 21 23
% within genotyp 8,7% 91,3% 100,0%
% within AD_KS 3,6% 10,5% 9,0%
4 E2/E4  Count 0 5 5
% within genotyp ,0% 100,0% 100,0%
% within AD_KS 0% 2,5% 2,0%
5 E4/E4 Count 6 4 10
% within genotyp 60,0% 40,0% 100,0%
% within AD_KS 10,7% 2,0% 3,9%
6 E2/E2 Count 1 1 2
% within genotyp 50,0% 50,0% 100,0%
% within AD_KS 1.8% 5% 8%
Total Count 56 200 256
% within genotyp 21,9% 78,1% 100,0%
% within AD_KS 100,0% 100,0% 100,0%
P=0,000
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Graf 12. Znazornenie rozdielov v percentudlnom zastipeni genotypov apoE medzi siborom
pacientov s AD a kontrolnym stiborom
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5.2 MOLEKULARNO-GENETICKA ANALYZA GENOV
APP, PSEN1, PSEN2, TAU

V druhej etape nadej prace sme sa zamerali na zavedenie molekuldrno-genetickych metdéd
na detekciu mutdcii v génoch APP, psen 1, psen2 a tau. Zamerali sme sa na optimalizaciu
a Standardizovanie podmienok PCR reakcie a naslednej sekvenacnej reakcie, ¢o predchadza-
lo samotnému sekvenovaniu jednotlivych exénov génov. Na optimalizaciu PCR reakénych
podmienok sme pouzili ndhodne vybrané vzorky DNA. Casovo-teplotny profil a koncentrécie
zloZiek PCR reakcie sme si stanovili v naSom laboratériu.

5.2.1 Amplifikacia exénov 16 a 17 APP génu
PCR reakcia prebehla za podmienok uvedenych v tabulke 2. Zaviedli sme vhodni metddu
na amplifikaciu exénov APP génu.

Obrazok 20. Amplifikacia 16. a 17. exdnu APP génu  Dréahy 1, 4: exdn 16 (260 bp), drahy 2, 3, 5:
exén 17 (319 bp), draha 6: marker molekulovej hmotnosti.

1 2 3 4 5 6

'

ol

-
W 500bp
17e (319 bp) W 400bp
> - e - .. 300bp

— - —

16e (260 bp) 200bp

5.2.2 Amplifikacia exénov psent a psen2 génov
Zaviedli sme vhodnt metddu na amplifikaciu exénov psenT a psen2 génov.

Obrazok 21. Amplifikacia exénov 3-12 psen génu  Dréha 1: Marker molekulovej hmotnosti, dréha
2: ex6n 3 (151 bp), dréha 3: exdn 4 (356bp), dréha 4: exdn 5 (260bp), draha 5: exdn 6 (229 bp),
dréha 6: exén 7 (369 bp), draha 7: exdn 8 (262 bp), draha 8: exdn 9 (238 bp), draha 9: exén 10
(242 bp), draha 10: exén 11 (332 bp), dréha 11: exdn 12 (270 bp).

1T 2 3 4 5 6 7 8 910N

500 bp —
—= - Py =)
E - - - e -
—_— -
200 bp

3e 4e 5e 6e 7e 8e 9e 10el1le 12e
bp 151 356 260 229 369 262 238 242 332 270
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Obrazok 22. Amplifikacia exénov 1-12 psen2 génu
Draha 1: ex6n 1 (358 bp), draha 2: exdn 2 (457 bp), draha 3: exén 3 (185bp), draha 4: exdn 4
(398 bp), draha 5: exdén 5 (276 bp), draha 6: exdn 6 (412 bp), dréha 7: exdn 7 (433bp), draha
8: exdn 8 (458 bp), draha 9: exdn 9 (436 bp), draha 10: exdn 10 (366 bp), dréha 11: exdén 11
(296bp), draha 12: exdn 12 (369 bp), dréha 13: marker molekulovej hmotnosti.

1T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

500 bp

— — — <
= —_— - -

200 bp

le 2e 3e 4e 5e 6e 7e 8e 9e 10e 11e 12e
bp 358 457 185 398 276 412 433 458 436 366 296 369

5.2.3 Amplifikacia exénov génu tau
Zaviedli sme vhodnd metddu na amplifikaciu exénov 9, 10, 11 génu tau.

Obrazok 23. Amplifikacia exénov 9, 10, 11 génu tau. Dréha 1: exdn 11 (386 bp), dréha 2: exdn 10 (445
bp), draha 3: exdn 9 (448bp), draha 4: marker molekulovej hmotnosti

500 bp
<—

11e 10e e e

386 445 448 bp

5.2.4 Sekvencné analyzy

U v3etkych 58 pacientov s AD sme uskuto¢nili sekven¢né analyzy APP génu (exdn 16, 17),
psen1 génu (exdny 3-12), psen2 génu (3-12) a génu tau (exény 9-11) s cielom identifikovat
kauzélne mutacie u pacientov s AD.

V APP géne sme identifikovali mutéciu Val717Phe (GTC>TTC) (275341 G>T) v 17. exdne.
V exdne 5 psenT génu sme identifikovali mutéaciu Thr116Asn (ACC->AAC) (25500 C>A).
Taktiez sme v génoch identifikovali niekolko tichych polymorfizov, ktoré nevedud k zdmene
aminokyseliny: polymorfizmus v intréne 9 (T/G) v psenT géne, polymorfizmy Asn43 a His87
v psen2 géne a polymorfizmy Ala227, Asn255, Pro270 v tau géne.
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Tabulka 17: Popis identifikovanych mutécii

Mutécia Gén Exon Nt substitucia Aa zémena Typ mutécie
Val717Phe APP 17 275341 G>T valin>fenyalanin missense
(GTCTTC)
Thr116Asn psenl 5 25500 C>A treonin->asparagin | missense
(ACC>AAC)

Tabulka 18: Popis identifikovanych polymorfizmov
Polymorfizmus Gén Exdn Nt substitticia
Intrén 9 psen 1 T/G
Asn43 psen2 3 AAC->AAT
His87 psen2 4 CAC>CAT
Ala227 tau 9 GCA>GCG
Asn255 tau 9 AAT->AAC
Pro270 tau 9 CCG>CCA

Sekvencna analyza APP génu
+ Mutécia Val717Phe

Obrazok 24a. Na obréazku je znazornena nukleotidové sekvencia 17. exdnu APP génu. U pacienta sa

identifikovala mutécia v 17. exéne v géne pre amyloidovy prekurzorovy protein: Val717Phe
(GTC>TTC) (275341 G>T). Pacient je heterozygot pre mutéaciu Val717Phe. Mutécia je
patologickd a ma vplyv na fenotyp pacienta. Pacient mé apoE genotyp E3/E3.

-

1le0

TelRTelaTCaceT

TGGETGAT
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Symbol K znamend sticasnu pritomnost G a T v tej istej polohe v analyzovanej nukleoti-
dovej sekvencii. Poloha mutécie v sekvencii je zndzornend 3ipkou nad nukleotidom, ktory
podlieha substittcii.

Obrazok 24b. Na obrazku je znézornena nukleotidova sekvencia 17. exénu APP génu. Homozygot

pre Standardnu alelu

Bl

310 320 330 340 350

P GTGE TTGTCATAGCG AC A GTG TIZ‘ TCACCTTGGTGATGC TG G

|

i L

J_,_
&

!

Obrazok 25. Vyhodnotenie sekvencnej analyzy exénu 17 APP génu v programe Vector NTI
Na obrazku je zndzornena referencna kddujlca nukleotidova sekvencia 17. exénu APP génu,

ohranicené sekvenciou v intrénoch, kde nasadaju primery pouzité v PCR. Koddn, v ktorom sa

identifikovala mutécia Val717Phe (GTC>TTC).

o Vector NTI - (DMAMRNA Moleculs from document AP exon 17]

[M] Ehe Edt iew PrimerDesgn andyses Choing GelAnohss Lst Widow Alon Assemble Took e
. L GLE re|

& | B J L [couierhew

.

-8 x

1 1 Standard Fields
(1 0riginal Author A1

= Restriction,Methylation Map -

TAGCAAAAAG CTAAGCCTAA TTCTCTCATA GTCTTAATTC CCACTTGGAA ACATGCAGTC AAGTTTACCT ACCTCCACCA CACCATGATG AATGGATGTG
ATCGTTTTTC GATTCGGATT CAGAARTTAAG GOTGRACCTT TOTACGTCAG TTCARATGGA TOGAGCTGGT GTGGTACTAC TTACCTACAC

TACTGTTTCT TCTTCAGCAT CACCRAGGTG A ATCA CTGTCGCTAT GACAACACCG CCCACCATGA GTCCAATGAT TGCACCTTTG TTTGAACCCA
ATGACAAAGA AGRAGTCGTA GTGGTTCCAC T TAGT GACAGCGATA CTGTTGTGGC GGGTGGTACT CAGGTTACTA ACGTGGAAAC AMACTTGGGT
K L3 L M ¥ L T 1 ¥ 1 ¥ T A 1 ¥ ¥ o o ¥ M L o | 1 A G K N $ G v

CATCTTCTGC AARGAACACC TTGARAACAL ATTAARGAARA AGAATTTTAA TTTCTARATG CAATATAATT TACAATTTAT ARACGCAATT AGAAGAATT
GTAGAAGACG TTTCTTGTGG AACTTTTGTT TAATTCTTTT TCTTAARATT ARAGATTTAC GTTATATTAA ATGTTAAATA TTTGCGTTAA TCTTCTTAAA

¥ D E A F F W

CATTTCTTAR ATGCAGGGGA CATTTGGATG AGGTTATATA RARA CA GTATATTCTC TGCCCAARCTG GTTGGTCAAA TATTTGATGC TTACTTTAAA
GTAARGALTT TAC GTARACCTAC TCCAATATAT TTTTQRAAGT CATATARGAG ACGGGTTGAC CRACCAGTTT ATAAACTACG AATGARATTT
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Sekvencna analyza psen1 génu
+ Mutécia Thr116Asn

Obrazok 26a. Na obrazku je znazornena nukleotidové sekvencia exénu 5 génu psenT. U pacienta sa
identifikovala mutécia v exéne 5 v géne psenT: Thr116Asn (ACC>AAC) (25500 C>A). Pacient
je heterozygot pre mutaciu Thr116Asn. Mutécia je patologickd a ma vplyv na fenotyp
pacienta. Pacient ma apoE genotyp E3/E3

——
——

WAL U DL ML AR )

Symbol M znamené sticasnli pritomnost C a A v tej istej polohe v analyzovanej nukleotidovej sek-
vencii. Poloha mutdcie v sekvencii je zndzornena Sipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitdcii.

Obrazok 26b. Na obrazku je znazornena nukleotidova sekvencia exénu 5 génu psenl. Homozygot pre
Standardnu alelu

20 230 240 250 260
G TTTT G T G T C T T c c¢jc c T c c G 3 cC Ce¢ G C

Ww” Il i
LMLl

L U\LLM/& A LU AR

/
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Obrazok 27. Vyhodnotenie sekvencnej anlalyzy exénu 5 psenT génu v programe Vector NTI.
Na obréazku je zndzornena referen¢na kddujica nukleotidova sekvencia 5. exénu psen? génu,

ohranicené sekvenciou v intrénoch, kde nasadaji primery pouzité v PCR. Koddn, v ktorom sa
identifikovala mutécia Thr116Asn (ACC->AAC).

3 Veckor NI - [DOATRNA Mclecule from document PS1 EXORS]

IPE1 ERONS

E——
-8 x

AATTTGATGA GGTATTATAL
TTAAACTACT CCATAATATT

TTATTTCAAT ATAARGCACC CACTAGATGG
AATARAGTTA TATTTCGTGG GTGATCTACC

AGCCAGTGTC TGCTTCACAT GTTAAGTCCT
TCGGTCACAG ACGAAGTGTA CAATTCAGGA

TCTTTCCATA TGTTAGACAT
AGARAGGTAT ACAATCTGTA

TTITCTTTGAL GCRATTTTAG
AARGAAACTT COTTAARATC

AGTGTAGCTG TTTTTCTCAG GTTARARATT
TCRCATCGAC AARARGAGTC CAATTTTTAA

CTTAGCTAGA TTGGTGAGTT GOGGAARAGT
GAATCGATCT AARCCACTCAA CCCCTTTTCA

GACTTATAAG ATACGRATTG
CTGAATATTC TATGCTTAAC

AATTAAGAAL KAGARAATTC
TTAATTCTTT TTCTTTTAAG

TCTCTTGGAG GTGGTAATGT GG AT
ACACRACCTC CACCATTACA CCAAC TA

CTCCATTAAC ACTGACCTAG GGCTTTTGTG
GAGGTAATTG TGACTGGATC CCGAAAACAC

= Ty
TTTGTTTTAT TGTAGAATCT
AKACARAATA ACATCTTAGA

Ty T Pro Phe The b Asp

X CATT CACAGAAGAT
T. AR GTGTCTTCTA

T Gh T Ve O G A Al e e
ACCGAGACTG TGGGCCAGAG AGCCCTGCAC
TGGCTCTGAC ACCOGGTCTC TCGGGACGTG

See Be Lew A Al Als B Me B e

TCAATTCTGA ATGCTGCCAT CATGATCAGT GTCATTGTTG

AGTTAAGACT TACGACGGTA GTACTAGTCA

Vil e Wal Wal Mt The b
TCATGACTAT

CAGTARCAAC AGTACTGATA

Meleu Lew Wil Val Lew Ty Lps Ty Mg Cps Ty Lgs

CCTCCTGGTG GTTCTGTATA
GGAGGACCAC CARGACATAT

AATACAGGTG CTATRAGGTG AGCATGAGAC
TTATGTCCAC GATATTCCAC TCGTACTCTG

ACAGATCTTT GCTTTCCACC CTGTTCTTCT
TCTCTAGARA CGAAAGGTGG GACAAGAAGA

TATGGTTGGG
ATACCAACCC

TATTCTTGTC
ATARGRACAG

ACAGTAACTT RACTGATCTA
TGTCATTGAL TTGACTAGAT

GGRARGAARL MATGTTTTGT CTTCTAGAGA
CCTTTCTTTT TTACRARACA GAAGATCTCT

TAAGTTAATT TTTAGTTTITC TTCCTCCTCA
ATTCRATTAA ARATCARARG ARGGAGGAGT

CTGTGGAACA
GRCRCCTTGT

TTCAARARAT
ARGTTTTTTA

+ Polymorfizmus v intréne 9 (T/G).

Obrazok 28a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus v intréne 9 (T/G) v géne pre presenilin1. Dany

polymorfizmus v nekédujticej oblasti nie je patologicky a nema vplyv na fenotyp pacienta.

Pacient je heterozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii je

znazornend $ipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitdicii

—_—
—

—
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Obrazok 28b. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus v intréne 9 (T/G) v géne pre presenilin1. Pacient
je homozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii je zndzornena 3ipkou
nad nukleotidom, ktory podlieha substitcii

110 120 130 140 150 160
GCTCTCATTTACTCCTGEGT CGTATTTGAG TATTG TT GT TEC GTGT G TTT T

Obrazok 28c. Homozygot pre $tandardnu alelu

100 110 120 130 140 150 160
TCCAGCTCTCATTTACTCCTGT GTATTTG G EITTTG TT 6T TC GTGT G TTT
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Sekvencna analyza psen2 génu
+ Polymorfizmus Asn 43

Obrazok 29a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus v exdne 3 v géne pre presenilin2 Asn 43
(AAC-AAT). Dany polymorfizmus je tichy, nie je patologicky a nema vplyv na fenotyp
pacienta. Pacient je heterozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii
je znazornena 3ipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitdcii

280 290 300 310 320 330 340
GGGC AGGC AGGGCCC AG GG TG G G GEI CTGCCCAGTEGGEG TAGGTCCC ACC GCAGCTGEGGGGC

Obrazok 29b. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus v exdne 3 v géne pre presenilin2 Asn 43
(AAC—>AAT). Pacient je homozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii
je znazornena Sipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitucii

70 280 290 00 310 320 330 3400
G AGGGCAGGC AGGGCCC AG AGG ATG G G GC'.'G:EC GTEGGGTAGGTCCC (CAGCAGCTGGEGGCC
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+ Polymorfizmus His87

Obrazok 30a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus v exéne 4 v géne pre presenilin2 His87 (CAC->CAT).
Dany polymorfizmus je tichy, nie je patologicky a nema vplyv na fenotyp pacienta. Pacient
je homozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii je zndzornena Sipkou
nad nukleotidom, ktory podlieha substitucii

Obrazok 30b. Pacient je heterozygot pre polymorfizmus His87 (CAC->CAT) v exdne 4. Poloha polymorfizmu
v sekvencii je znazornena $ipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitucii

00 310 320 33
cccIC TRARCGG GCG GG?G IC IGCTIGITIGIGCCTIG
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Sekvencna analyza tau génu
+ Polymorfizmus Ala227

Obrazok 31a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus Ala227 (GCA->GCG) v exdne 9 v géne pre tau.
Dany polymorfizmus je tichy, nie je patologicky a nema vplyv na fenotyp pacienta. Pacient
je heterozygot pre dany polymorfizmus. Poloha polymorfizmu v sekvencii je znazornena $ipkou

nad nukleotidom, ktory podlieha substitucii
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+ Polymorfizmus Asn255

Obrazok 32a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus Asn255 (AAT->AAC) v exéne 9 v géne pre
tau. Pacient je heterozygot pre dany polymorfizmus. Dany polymorfizmus je tichy, nie je
patologicky a nema vplyv na fenotyp pacienta. Poloha polymorfizmu v sekvencii je zndzornena
sipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitcii

300 310 320 330
ZcceEIGCCC IGCC G CCIG Gl:IGTC GICC G ICGGCTICCRACTG ]

UL L J“ LT

Obrazok 32b. Homozygot pre $tandardnd alelu
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+ Polymorfizmus Pro270

Obrazok 33a. U pacienta sa identifikoval polymorfizmus Pro270 (CCG>CCA) v exdne 9 v géne pre
tau. Pacient je heterozygot pre dany polymorfizmus. Dany polymorfizmus je tichy, nie je
patologicky a nema vplyv na fenotyp pacienta. Poloha polymorfizmu v sekvencii je zndzornena
Sipkou nad nukleotidom, ktory podlieha substitticii

R M

Obrazok 33b. Homozygot pre $tandardni alelu
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Obrazok 34. Rodokme rodiny s familiarnou formou Alzheimerovej choroby. V rodine bola identifikovana
mutdacia Thr116Asn v exéne 5 v géne psen1. Rodokmeri typicky pre ochorenie s autozémovo
dominantnou dedi¢nostou, kde vidime postihnutych jedincov v kazdej generacii. Postihnuti su aj
muzi aj Zeny. Proband je heterozygot pre mutaciu Thr116Asn. V rodokmeni vidime segregéciu

mutovanej alely medzi generaciami

IXER™
B TR P

O Zena muz  zdravi jedinci
. - postihnutfi jedinci s AD

JZ[ smrt jedinca, ktory nezomrel na prejavy AD
‘ . smrt jedinca, ktory zomrel na prejavy AD
|

oznacenie probanda, ktory bol zaradeny v sibore pacientov s AD

I./1 Zomrela ako 44 ro¢na na prejavy AD (babka probanda)

174 Zomrela ako 32 ro¢na na prejavy AD (teta probanda, sestra probandovho otca)

I1./6 Zomrel ako 44 ro¢ny na prejavy AD (otec probanda)

1./9 Zomrel ako 50 ro¢ny na prejavy AD (stryko probanda, brat probandovho otca)

1I1/6 Proband, ktory bol zaradeny v stibore pacientov s AD, u ktorého bola pomocou sekvencnej
analyzy identifikovana mutdcia Thr116Asn, nastup prejavov AD v 37 roku Zivota

Il./3,4, 5 Strodenci probanda st zdravi a nemaju prejavy AD
1171, 2,9, 10 Nemame Udaje o ich zdravotnom stave

IV./1 Syn probanda, nevysetreny
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6. DISKUSIA

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativne ochorenie s charakteristickou neuropa-
toldgiou, ktora zahfna pritomnost intraneuronalnych neurofibrilarnych spleti a pritomnost
amyloidovych a senilnych plakov v extraceluldrnom priestore. Predstavuje najcastej3iu formu
progresivnej demencie. V dosledku vysokej prevalencie a ireverzibilného priebehu ochorenia
predstavuje zdvazny medicinsky a socio-ekonomicky problém. Zvy3enie strednej dlzky Zivota
v ekonomicky vyspelych krajinéch prina3a aj sprievodny jav ako je narast pacientov s de-
menciou a preto sa ndm orientécia na tlto problematiku zda byt vysoko aktualna a prinosna.
AD postihuje asi 1,4 % os6b v rozvinutych krajinéch. Prevalencia AD je okolo 1% u jedincov
vo veku 60-64, okolo 4% u jedincov vo veku 65-74 rokov a narasta exponencialne s vekom.
(Campion akol., 1999; Kukull a kol., 2002; Rocca, 1991).

Alzheimerova choroba so skorym nastupom ochorenia a familiarnym vyskytom (FAD)
zodpoveda za 10% v3etkych AD pripadov. 13% FAD so skorym nastupom predstavuje fa-
milidrna forma s autozémovo dominantnou dedi¢nostou (ADFAD) (Campion a kol., 1999).
Doposial boli identifikované tri kauzalne gény (APP, psen1, psen2), ktorych mutacie vedu
k ADFAD so skorym nastupom. Mutacie v danych génoch vysvetluju 70 % pripadov ADFAD
a teda zodpovedaju za menej ako 1 % v3etkych pripadov AD. AD s neskorym nastupom,
¢i uz s familiarnym (okolo 15% AD pripadov) alebo sporadickym vyskytom (okolo 75%
AD pripadov), je podmienena multifaktorialne, predpoklada sa sdhra genetickych a enviro-
mentélnych rizikovych faktorov (Lautenschlager a kol., 1996; Rocca a kol., 1997). Alela e4
apolipoproteinu E sa povaZuje za hlavny rizikovy faktor v pripade sporadickej aj familidrne;j
formy s neskorym néastupom.

V nasej praci sme sa sustredili na urcenie genetickych rizikovych faktorov, ktoré maju dlohu
v patogenéze AD v stbore slovenskych pacientov. Analyzovany stbor tvorilo 58 pacientov,
u ktorych bola klinicky stanovend Alzheimerova choroba podla diagnostickych kritérii DSM-IV
a NINCDS-ADRDA na I. Neurologickej klinike LF UK a UNB. Pacientov s AD sme nerozdelili do
kategdrie familiarnej a sporadickej formy AD, kedZe sme nemali presné udaje o veku nastupu
ochorenia a rodinnej anamnéze.

V prvej etape nasej prace sme sa zamerali na urcenie frekvencie definovaného rizikového
genetického determinantu apoE4 izoformy. Genotypizaciu apoE sme uskutocnili v kontrol-
nom stbore a v sdbore pacientov s AD. Kontrolny stbor tvorilo 100 Zien (200 aliel) a 100
muzov (200 aliel) bez podozrenia na AD. Genotypy apoE sme percentuélne vyhodnotili u 56
pacientov s AD. Pri percentudlnom hodnoteni podielu jednotlivych apoE variant sme zo suboru
pacientov s AD vynechali dvoch pacientov, nakoltko sme nésledne u pacientov identifikovali
kauzalne mutacie v inych génoch. KedZe sme u nich nasli mutacie v inych génoch, tak sme
usudili, Zze ide o familidrnu formu AD. Pacienti mali apoE genotyp E3/E3 a preto mohli vyrazne
skreslit pomer medzi jednotlivymi apoE variantami. Podiel izoforiem apoE v stibore pacientov
sAD bol E3:61,61%, E4: 34,82%, E2: 3,57%. Zastlpenie izoforiem apoE v kontrolnom subore
(muZi+Zeny, 400 aliel) bolo E3: 83,25, E4: 9,75%, E2: 7,0%. Na analyzu rozdielov v rozloZeni
premennych medzi dvoma Statistickymi skupinami sme pouZili Fisherov exaktny test. Ako
Statisticky vyznamna bola hodnotend hladina vyznamnosti P < 0,05, ¢o znadi, ze st skimané
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znaky Statisticky signifikantne odliSné. Podla Fisherovho exaktného testu su rozdiely v za-
stupeni jednotlivych izoforiem apoE medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym stiborom
Statisticky signifikantne vyznamné (hodnota P sa blizi 0, P=0,000). Teda méZeme zhodnotit,
Ze sa vyrazne lisil podiel jednotlivych apoE variant medzi sibormi.

V pripade zastlpenia apoE variant v kontrolnom stibore (E3: 83,25, E4: 9,75%, E2: 7,0%)
su nade Udaje podobné ako je popisané v literature. Analyzou alelovej distriblcie apoE v roz-
nych populdcidch sa zistilo, Ze alela e3 je celkovo najfrekventovanejsia. Najcastejsia varianta
apoE3 sa vyskytuje priblizne u 75% kaukazoidnej populacie. Druhd varianta E4 je zastipend
u 15%, varianta E2 je zastipena u 10% kaukazoidnej populécie (Poirier a kol., 1993). Alelové
frekvencie sa v jednotlivych populaciach ligia. Cinania a Japonci maju najvyssiu frekvenciu e3
(0,81-0,91) a najniz3iu e4 (0,07-0,09). Afroamericania a Afri¢ania mali najniZsiu frekvenciu
e3 (0,49-0,71) a najvyssiu e4 (0,21-0,40). Frekvencia e4 alely je vy33ia v severnej Eurépe
v porovnani s juznou (Gerdes a kol., 1992; Hallman a kol., 1991; Hendrie a kol., 1995; Kamboh
akol., 1989).

V subore pacientov s AD sa nachadzalo 31 Zien a 25 muZov. V zastdpeni apoE izoforiem
(E3, E4, E2) medzi pohlaviami v stibore pacientov s AD nie sd rozdiely 3tatisticky signifikantne
vyznamné (P=0,216). Zastlpenie jednotlivych variant bolo medzi pohlaviami velmi podobné.
V niektorych pracach sa zistila vy33ia frekvencia alely e4 u Zien s AD, hlavne vo veku 60-70
rokov. Takmer 100% Zien vo veku 85 s aspor jednou e4 alelou malo AD na rozdiel od muzov,
kde to bolo 50% (Corder a kol., 1995). Taktiez v zasttpeni apoE izoforiem (E3, E4, E2) medzi
pohlaviami v kontrolnom subore nie st rozdiely 3tatisticky signifikantne vyznamné (P=0,434).

V stibore pacientov s AD sa alela e4 vyskytovala vo vyrazne vys3ej frekvencii (34,82%)
v porovnani s kontrolnym stiborom (9,75%). Podla Fisherovho exaktného testu je podiel
E4 u pacientov s AD a v kontrolnom stbore vysoko signifikantne odlisny (P=0,000). Nami
zistené Udaje sa zhoduju s Udajmi v literature, kde sa popisuje zvy3Sena frekvencia apoE e4
alely u pacientov s AD a uznéva sa e4 ako rizikovy faktor pre AD. Pericak-Vance a kol,, (7997)
genetickym mapovanim urcili apoE gén na chromozéme 19 ako kandidatny lokus pre Alzhe-
imerovu chorobu s neskorym nastupom ochorenia. Dal3ia skupina sledovala lipidy v mozgu
u pacientov s AD a s pouzitim protildtok k apok, zistili, Ze apoE je spojeny s amyloidom v senil-
nych plakoch (Namba a kol., 1991; Wisniewski a Frangione, 1992). Nasledne sa zacala sledovat
genetickd a biologicka asociacia apoE s AD s neskorym nastupom. Dokonca prvé asociacia
medzi apoE4 a demenciou bola zaznamenana v roku 1989 (Shimano a kol.), kde sa u pacientov
trpiacich demenciou zistila vyrazne zvy3ena frekvencia alely e4 v porovnani s kontrolami.
Vztah apoE4 medzi sporadickou AD a familidrnou AD s neskorym néstupom ochorenia bol
dokazany v mnohych stadiach (Bertram a kol., 2007; Corder a kol., 1993; Farrer akol., 1997;
Strittmatter a kol., 1993). Analyzou polymofrizmov v kontrolnej populdcii a u pacientov s AD,
sa u pacientov s AD zistila zvy3ena frekvencia e4 alely (40-50%) a znizena frekvencia e2 alely
(2%) (Corderakol., 1994; Saunders a kol., 1993). Nezavislé stidie (Arendta kol., 1997; Corder
akol., 1993) zistili, Ze apoE zvysuje riziko na AD od davky zavislym sp6sobom. Jedinci, ktori
maju dve e4 alely maju vys3ie riziko na AD a rychlejsi nastup ochorenia ako jedinci s jednou
alelou e4. V 3tudii Corder a kol. (7995), kde sledovali 42 rodin s AD s neskorym nastupom
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ochorenia, nasli riziko na AD o 2,8 krat vyssie u nositelov jednej alely e4 a o 8 krat vyssie
u jedincov s dvomi e4 alelami v porovnani s kontrolami. Aj v dalSich 3tudiach sa zistilo, Ze
pritomnost jednej e4 alely zvysuje riziko na AD dva aZ trojnasobne a pritomnost obidvoch
alel dvanast aZ patnastnasobne v porovnani s kontrolou (Bertram a kol., 2009; Farrer a kol.,
1997). V populacnej studii na kaukazoidnej populacii (Myers a kol., 1996) zistili, Ze celkova
incidencia AD sa zvy3uje od davky zavislym spdsobom, kde sa u 55% s genotypom apoE E4/
E4 vyvinula AD vo veku 80 rokov, v porovnani so skupinou E3/E4 kde sa u 27% vyvinula AD
vo veku 85 a u 9% E3/E3 sa vyvinula AD vo veku 85 rokov.

Najjasnejsim dokazom vplyvu apoE e4 alely, je vplyv na vek nastupu klinickych priznakov
AD. Zistil sa vztah medzi poc¢tom alel e4 a vekom nastupu AD. Homozygoti E4/E4 maju skorsi
nastup ochorenia (priemerny vek < 70) v porovnani s heterozygotmi. Kazda kdpia alely e4
znizuje vek nastupu o 10 rokov. Heterozygoti E2/E3 mali priemerny vek néstupu viac ako
85 rokov. Priemerny vek néstupu u jedincov bez e4 alely bol 84,3, u heterozygotov e4 bol
75,5 a homozygotov e4 bol 68,8 (Corder a kol., 1993). Taktiez sa dokazalo, Ze alela e2 je
protektivna voci AD (Corder a kol., 1994).

Farrer a kol. (7997) v popula¢nej 3tadii na 4858 jedincov sledovali vplyv apoE e4 na pohla-
vie, vek a etnicitu. Zistili zvy3ené riziko na AD v pritomnosti apoE e4 alely u skupiny vo veku
40-90 rokov, ale riziko bolo najvy3sie vo veku 60-75 rokov s poklesom po veku 70 rokov. Aj
dal3ie skupiny dokazali, Ze riziko na AD vplyvom apoE e4 alely je vy33ie vo veku okolo 60-
70, s poklesom rizika vo vy$3om veku. Této vekova hranica moze byt v dosledku, Ze apoE e4
znizuje vek nastupu ochorenia, a vedie k agresivnej forme AD a tym aj ku kratSiemu preZitiu.
TaktieZ sa predpoklada vplyv dalSich genetickych a negenetickych faktorov, ktoré reaguji
s apoE e4 od veku zavislym spdsobom.

V mnohych pracach sa popisuje zvy3eny rizikovy vplyv apoE e4 na vyvoj kognitivnych zmien
v skorsich klinickych 3tadiach ochorenia a slab3i v neskorsich fazach ochorenia (Cosentino
akol., 2008; Juva a kol., 2000).

V stidiach na etnickych skupinach sa dokazal vyrazne nizsi vplyv apoE e4 alely na vyvoj
AD u Afroameric¢anov a Hispancov v porovnani s kaukazoidnou populéciou. Farrer a kol.
(7997) v studii u Afroameri¢anov nezistil Ziadne zvy3ené riziko na AD v skupine apoE E4/
E3 a pomerne malé riziko u skupiny E4/E4. Potvrdila sa tak heterogenita etnickych skupin
k apoE. Tang a kol. (7998) zistili, Ze aj v pritomnosti alely e4 nie je zvy3ené riziko na AD
v $tudii na Afroamericanoch a Hispancoch. Dokonca v pripade absencie e4 bolo riziko na AD
u Afroamericanov o 4 krat vyssie a u Hispancov o 2 krat vyssie. Z tohto vyplyva, Ze musia
byt pritomné aj iné genetické a negenetické rizikové faktory u tychto etnickych skupin, ktoré
vedu k vyvinu AD v pripade ak nemaju e4 alelu. A pritomnost faktorov, ktoré chrania vyvin
AD u nositelov e4 alely.

TaktieZ sa pozorovalo, Ze v rodinach s popisanou mutaciou v APP géne (APP717), pritomna
alela e4 urychlila nastup ochorenia. U jedincov s danou mutéciou a pritomnou alelou e2
sa zvy3il vek nastupu ochorenia (St George-Hyslop a kol., 1994). V rodinach s popisanou
mutéciou v presenilinoch sa viak nepozoroval vplyv alely e4 (Levy-Lahad a kol., 1995).
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Vyznam stanovenia apoE genotypu pri diagnostike AD sledovalo mnoZstvo klinickych studii.
V tychto $tudiach sa nepotvrdil vyznam samostatného stanovenia genotypu apoE pri diagnos-
tike AD v klinickej praxi. Mayeux a kol. (7998) stanovovali presnost samotnej klinickej diagnézy
AD, samotného genotypovania apoE pri diagnéze AD a ich kombinaciu na 2188 pacientov zo
26 centier. V pripade samotnej klinickej diagndzy AD bola senzitivita 93% a 3pecificita 55%.
V pripade samotného genotypovania apoE bola senzitivita 65% a 3pecificita 68%. V pripa-
de klinickej diagndézy AD, genotypovanie apoE spdsobilo pokles senzitivity na 61% a zvysil
Specificitu na 84%, teda zredukoval faloSne pozitivne pripady. Ak nebola stanovena klinick&
diagndza AD, genotypovanie apoE zvysilo senzitivitu na 94% ale 3pecificita poklesla na 37%,
¢omu nasvedcovalo vela falo3ne pozitivnych pripadov diagnostikovania AD u jedincov s alelou
e4, ktori viak nemali patologické priznaky. Aj napriek tomu, Ze genotypovanie apoE zvysilo
Specificitu a teda pokles falosne pozitivnych pripadov, v pripade ak bola stanovena aj klinickd
diagndza AD, stéle st pritomni jedinci bez alely e4 s patologickymi priznakmi AD a ako aj st
jedinci, ktori maju e4 alelu a nemaju patoldégiu AD. Preto sa v niektorych pracach hodnoti, Ze
stanovenie genotypu apoE pri diagnéze AD ma informativny charakter a nie je samostatnou
spolahlivou metédou. Vyznam ma len v kombinécif s klinickou diagnézou.

Podla Fisherovho exaktného testu su rozdiely v zastipeni jednotlivych genotypov apoE
medzi siborom pacientov s AD a kontrolnym stiborom Statisticky signifikantne vyznamné
(P=0,000). V nasom stibore pacientov s AD dominoval genotyp E3/E4 (48,2%), genotyp
E4/E4 bol identifikovany u 10,7%. Celkovo alela e4 bola zastipena u 34,82%. To by mohlo
naznacovat, Ze existuje suvis s vyvojom AD u danych pacientov s pritomnou jednou alebo
dvomi e4 alelami. Mohli by sme teda pripisovat vyznam pritomnej apoE e4 alele pri vyvoji
ochorenia u pacientov s klinicky diagnostikovanou AD. Pacientov s genotypom E3/E4 (27
pacientov) a E4/E4 (6 pacientov) by sme mohli klasifikovat ako pacientov so sporadickou
formou AD. U 23 pacientov, u ktorych sa alela e4 neidentifikovala, mdZeme predpokladat
vplyv inych genetickych faktorov a faktorov negenetickych. KedZe sa popisuje mnozstvo
faktorov, ktoré hraju tlohu pri vyvine AD, ako su aj faktory Zivotospravy, socio-ekonomické
faktory, zdravotny stav pacienta a mnoho dal3ich. Alela e2 bola v stibore pacientov zasttipend
len u 3,57%, ¢o je priblizne polovica v porovnani s kontrolnym siborom. Co méze stvisiet
s tym, Ze alela e2 je protektivna voci AD.

Populacné riziko na AD v dosledku pritomnej apoE e4 alely sa stanovilo na priblizne 20-70%
(Breitner a kol., 1999). Co nasved¢uje vplyvu aj inych génov na vyvin AD v pripade sporadic-
kej AD a AD s neskorym néastupom ochorenia. Vac¢sina foriem AD ma komplexny geneticky
zéklad dany jednym alebo viacerymi nezavisle pdsobiacimi génmi s nedplnou penetranciou,
mnohymi interagujicimi génmi alebo kombinaciou genetickych faktorov a faktorov Zivotného
prostredia. Zvy3ené riziko apoE e4 alely na vyvin AD sa v3ak jednoznac¢ne dokazalo.

V dalsej etape nasej prace sme sa zamerali na optimalizaciu podmienok pre identifikaciu
mutécii v kandidatnych génoch. Bolo potrebné navrhntt vhodné primery a podmienky PCR
reakcie na amplifikaciu APP génu (exdn 16, 17), psenT génu (exdny 3-12), psen2 génu (3-12)
a génu tau (exény 9-11). Primery potrebné pre PCR sme si navrhovali bud’ sami v programe
Vector NTI pri¢om sme Cerpali z prac popisujtcich molekuldrno-genetickd analyzu AD alebo
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sme pouizili komer¢ne nasyntetizované primery (VariantSEQr Resequencing system). Vhodné
podmienky PCR, ako su komponenty reakcie a ich koncentracia a teplotny profil PCR sme si
navrhli sami v naSom laboratdriu. Po optimalizacii PCR podmienok sme pristipili k samotnej
sekvenc¢nej analyze exénov.

Sekvenénul analyzu sme uskutocnili u vietkych 58 pacientov s AD. V APP géne sme
identifikovali bodovd mutéciu Val717Phe, v psenT géne sme identifikovali bodovid mutdciu
Thr116Asn. TaktieZ sme v génoch identifikovali niekolko polymorfizov: v intréne 9 (T/G)
v psen géne, polymorfizmy Asn43 a His87 v psen2 géne a polymorfizmy Ala227, Asn255,
Pro270 v tau géne.

Mutéciu v 17. ex6ne v géne pre amyloidovy prekurzorovy protein, Val717Phe (GTC> TTC)
(275341 G>T) sme identifikovali u jedného pacienta. Pacient je heterozygot pre dant mutaciu
a ma apoE genotyp E3/E3. Pacient, u ktorého bola mutécia zistend pochadza z rodiny, kde
dana mutdcia bola identifikovana po prvykrat u jeho brata na Neuroimunologickom Ustave
SAV v Bratislave. Pacientovi sa prvé priznaky zacali prejavovat vo veku 39 rokov. U pacienta
v rodine mala dand mutaciu este aj jeho sestra. V naSom laboratdriu sme sekvencnu analyzu
uskutocnili aj u jeho dalSieho brata. U neho nebola mutécia pritomna. Dana mutacia segre-
govala v rodine a v jednej generdcii boli postihnuti aZ traja strodenci. Mutécia v géne APP je
patologickd a ma vplyv na fenotyp pacienta. Pritomnost mutdcie sa povazuje za kauzalnu ku
vzniku familidrnej Alzheimerovej choroby so skorym nastupom ochorenia kedZe je dedi¢nost
AD autozémovo dominantna a klinicky sa manifestuje uz u heterozygotov. Molekuldrnym
podkladom mutéacie Val717Phe je transverzia guaninu (G) za tymin (T) v nukleotidove] pozicii
275347 v exdne 17 APP génu, ¢o vedie k zdmene aminokyseliny valin za fenylalanin v pozicii
proteinu 717. V danej pozicii nastavajd aj iné zmeny (Val717lle, Val717Leu, Val717Gly).
Mutécia Val717Phe bola po prvykrat popisana Murell a kol. v roku 1991. Je popisana ako
Indidnska mutécia. Doposial bola popisand v troch rodinéch. Priemerny vek nastupu ochorenia
je 41,2 roka. Murell a kol. popisuju mutéciu v jednej rodine u 4 pacientov, kde vek nastupu
variroval od 41 do 52 rokov. Ochorenie trvalo okolo 6-8 rokov a nasledne pacienti zomreli (vek
48-53 rokov). Finckh a kol. (2005) popisuiju 1 pacienta s danou mutaciou s vekom nastupu 38
rokov. Pacient bol z Rakuska. TaktieZ popisuju v dalSej rodine vyskyt troch pacientov s danou
mutéciou. Priemerny vek ndstupu ochorenia variroval od 37 do 43 rokov. Rodina pochadzala
z Nemecka (kaukazoidna populacia). Mutéacia je lokalizovana v transmembranovej doméne
proteinu APP v blizkosti y -sekretdzového miesta. Mutacia ma vplyv na Stiepenie APP a vedie
k vyrazne zvysenej tvorbe AB42 a teda je zvySeny aj pomer AB42/ AB40.

Dalgiu mutéciu Thr116Asn (ACC->AAC) (25500 C>A) v 5. exéne v psenT géne sme iden-
tifikovali taktieZ u jedného pacienta. Pacient je heterozygot pre dani mutaciu a ma apoE
genotyp E3/E3. Sekvencnu analyzu sme uskutocnili aj u jeho brata, ktory nemal dand mutéciu.
Podarilo sa nam zistit informacie o pacientovej rodine a zostavit rodokmeri (obrazok 34).
V rodokmeni mézeme sledovat ako v rodine segreguje mutdcia a autozémovo dominantny
sposob dedi¢nosti AD. Zachytili sme aZ tri generacie. V prvej generacii je babka nasho pro-
banda (/1) postihnuta AD a nositelkou mutécie. Zomrela ako 44 ro¢na na prejavy AD. Jej
manzel (I/2) zomrel ako 64 ro¢ny, nemal priznaky AD. V druhej generacii sledujeme otca
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nasho probanda (11/6), ktory pozoroval priznaky uz od 36. roka Zivota a zomrel ako 44 ro¢ny
na prejavy AD. Probandov otec mal 6 stirodencov. Jeho sestra (11/4) zomrela na AD vo veku
32 rokov. M4 dvoch synov (I11/1, 2), o ich zdravotnom stave viak nemame informécie. Dalsi
brat probandovho otca (I1/9) zomrel vo veku 50 rokov na AD, ma dve deti, o ich zdravotnom
stave v3ak tieZ nemame informacie. Traja sdrodenci (I11/3, 4, 5) probandovho otca nemali
AD a zomreli starsi ako 70 rokov bez priznakov ochorenia. V druhej generacii su teda aZ traja
postihnuti s AD. U zdravych jedincov z rodiny ani ich potomkovia nebudid mat AD, kedZe
ich rodicia nie st nositelmi mutdcie. V tretej generdcii sa nachédza nas pacient-proband,
u ktorého sme identifikovali kauzalnu mutaciu. Na3 proband ma troch sdrodencov (I11/3, 4,
5) vo veku 48, 50, 51 rokov bez klinickych prejavov AD. Predpokladame, Ze nie st nositelmi
mutdcie, pricom u jedného brata sme to aj potvrdili sekven¢nou anlayzou. N3 proband ma
syna, ktory je zatial v asymptomatickom $tédiu. Rodicia zamietli identifikaciu mutécie u syna.

Nas proband zacal mat prvé priznaky AD vo veku 37 rokov. Pozoroval postupny rozvoj pa-
maétove]j poruchy, ktord mala progresivny charakter. Bol horsie orientovany v ¢ase a priestore,
MMSE skére mal 24 bodov. U pacienta sa zistili zndmky globalneho organického poskodenia
CNS so zavainymi kognitivnymi deficitmi hlavne v oblasti ucenia sa, konsolidacie novych
pamaétovych informacii a operacnej paméti s priznakmi topografickej dezorientacie. U pa-
cienta sa vyvijal progredujuci kognitivny deficit na hranici demencie.

Mutécia Thr116Asn v géne psenT je patologicka a ma vplyv na fenotyp pacienta. Pritomnost
mutdcie sa povazuje za kauzalnu ku vzniku FAD s autozémovo dominantnou dedi¢nostou.
Molekuldrnym podkladom mutécie je transverzia cytozinu za adeninu v nukleotidovej po-
zicii 25550 v exdne 5 psenT génu, ¢o vedie k zdmene aminokyseliny treonin za asparagin
v pozicii proteinu 116. Mutdcia je lokalizovand v 1. hydrofilnej slu¢ke presenilinu 1 a meni
vysokokonzervovanu aminokyselinu. Je asociovana s velmi agresivnou a rychlo progredujtcou
formou familiarnej AD. V danej pozicii nastava aj ina zmena (Thr116lle). Mutaciu po prvykrat
popisal Romero a kol. (7999). Priemerny vek nastupu ochorenia je okolo 37,5 a priemerny
vek smrti je okolo 43,5. Romero a kol. popisuje tri generdcie rodiny z Danska (kaukazoidna
populdcia) so 4 pacientami s danou mutaciou. Mutacia vedie k velmi skorému néstupu
ochorenia v rozpati 35-41 rokov s trvanim ochorenia 4-8 rokov v danej rodine. Analyzou
AP peptidu u postihnutého v rodine sa zistila zvysena koncentracia AB42. Popisuje sa velmi
podobny vek nastupu a priebeh ochorenia u dvoch strodencov, kde jeden mal genotyp apoE
E3/E3 a druhy E4/E4. Pritomné alely apoE e4 nemali Ziadny vplyv na progresiu ochorenia,
¢o naznacuje, Ze e4 alela nema vplyv na AD asociovanu s mutdciou v psenT géne. TaktieZ
v pracach Rogaeva E.A. a kol. (2007), Guerreiro R.J. a kol. (2070) a Raux G. (2005) su popisani
pacienti s mutaciou Thr116Asn.

V nasom stbore 58 pacientov s AD sa u dvoch identifikovala kauzalna mutécia v génoch,
ktoré maju ulohu v patogenéze AD. Pacienti maju familidrnu formu AD so skorym nastupom
ochorenia a autozémovo dominantnou dedi¢nostou. Nasa zachytnost je pomerne nizka
v porovnani s inymi $tddiami popisanymi v literature.

St mnohé studie, kde sa zistovali mutacie v kandidatnych génoch v rodinach s AD. Campion
a kol. (7999) uskutocnili sekvenénd analyzu s cielom identifikovat mutécie v kandidatnych
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génoch v 34 rodinach s AD vo Franctizsku. V 19 (56%) rodin identifikovali 16 réznych mutéacii
v psenT géne, v 5 (15%) rodinach identifikovali 2 rézne mutécie v APP géne. Pocet postihnu-
tych ¢lenov v jednotlivych rodinach sa isil, ak sa v3ak v rodine identifikovala kauzalna mutécia,
tak sa nasla u v3etkych postihnutych ¢lenov rodiny. To naznacuje Uplnl penetranciu mutdcii.
Mutécie v psenT a APP vysvetluju az 71% pripadov. U pacientov sa taktiez stanovoval apoE
genotyp, pricom sa frekvencie apoE variant neli3ili od kontrolnej populacnej vzorky. V danej
studii boli rodiny do stiboru zaradované podla najprisnejsich kritérif, kedy musel byt vyskyt
troch postihnutych jedincov s AD (klinicka diagndza) v troch generaciach s vekom nastupu
ochorenia pod 60 rokov. Tymto sa zabezpecilo, Ze sa do suiboru dostali rodiny s familidrnou
formou AD so skorym nastupom ochorenia a zistenou autézomovo dominantnou dedi¢nos-
tou. Na tudto 3tudiu nadvazovala studia Raux a kol,, (2005), ktori sledovali mutécie v kandi-
déatnych génoch v 31 rodinach s FAD. TaktieZ vyberali rodiny podla rovnakych kritérii ako
v predoslej praci. Podarilo sa im identifikovat 17 roznych mutacii v psen7 géne v 24 (77,5%)
rodinach a 2 rézne mutdcie v APP géne v 5 (16%) rodinach. 78% pacientov malo apoE E3/E3
genotyp. Priemerny vek ndstupu ochorenia bol v pripade mutacii v psen7 41,7 rokov a v pri-
pade mutdcii v APP bol 51,2 rokov. Pri zosumarizovani vysledkov tychto nadvazujuicich Studii
vyplyva, Ze zo 65 rodin s familidrnou formou AD, sa 66% pripadov pripisuje mutacidm v psenT
géne, 16% pripadov mutacidm v APP géne a 18% pripadov zostalo bez identifikovanej muta-
cie. Z vysledkov vyplyva vyrazne vysoké zachytnost mutécii v rodinach. Co sdvisi prave s velmi
prisnymi kritériami vyberu rodin. Cim sa vlastne dokazalo, Ze mutécie v génoch APP a psenT
st zodpovedné za vécinu pripadov FAD s autozémovo dominantnou dedi¢nostou v rodine.

Su aj dalSie Studie na jednotlivych populéciach, ktoré zaznamenali vysokl zachytnost
mutécii. Finckh a kol. (2005) popisuju sekvenéni analyzu u 21 pacientov s AD, s pozitivhou
rodinnou anamnézou, teda s podozrenim na familidrnu formu AD. Mutdcie identifikovali
u 57% pacientov. Nasli 5 mutécii v psen7 géne, 3 mutacie v APP géne a 1 mutéciu v psen2.
Jansen a kol. (2003) popisuju v praci 31 jedincov s AD s vekom nastupu menej ako 60 rokov
z UK. 23 rodin splfalo autozémovo dominantny prenos. U 21 jedincov identifikoval mutacie
v APP alebo psen géne.

SU aj prace s niz8ou zachytnostou mutacii v rodinach (Arango a kol., 2001; Cruts a kolo.,
1998; Lleo a kol., 2002; Zekanovski a kol., 2003). Zekanovski a kol. (2003) popisuji moleku-
larno — genetickd analyzu génov u 40 pacientov s AD z Polska. U pacientov bola klinicky sta-
novend diagndza AD a priemerny vek nastupu bol 52,8 +8,2. Identifikovali 6 mutécii v psen
géne, 2 mutacie v APP géne a 1 mutaciu v psen2 géne. Zachytnost bola 17%. Pomerne nizke
percento identifikovanych mutécii moze savisiet s tym, Ze si zvolili kritérium u pacientov,
Ze stacil jeden pribuzny s AD v rodine, ¢o teda znamenalo, Ze nemuselo ist o autozémovo
dominantny typ FAD a preto sa neidentifikovalo viac mutécii. Frekvencia apoE e4 alely bola
vy3Sia u pacientov, u ktorych sa mutacia neidentifikovala v porovnani s kontrolnou popula¢-
nou vzorkou. Co naznacuje, e AD méze byt v dosledku pritomnej alely e4. Aj v inych $ttdiach
sa zaznamenal familarny vyskyt AD so skor3im nastupom ochorenia v désledku apoE e4
alely (Lleo a kol., 2002). Lleo a kol. sledovali 60 pacientov so skorym nastupom ochorenia.
U 11 rodin zaznamenali autozémovo dominantni dedi¢nost. V 6 z 11 rodin identifikovali
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mutacie (v APP, psen1 géne), ¢o je pomerne mala zachytnost, kedZe ide o tak maly scbor.
Zvy3ni pacienti so skorym nastupom AD bez zistenej mutéacie mali zvy3enu frekvenciu ApoE
e4 alely. V praci Cruts a kol. (7998) taktiez zaznamenali nizku zachytnost mutacii v rodinach
s AD so skorym nastupom (18%). Pravdepodobne mali taktieZ v sibore familiarne formy ale
bez autozémovo dominantnej dedi¢nosti. Nasvedcuje tomu aj fakt, Ze v danom subore zvy3ni
pacienti taktiez mali zvy3enu frekvenciu apoE e4 alely ako aj v predchadzajucich pracach.
Co naznacuje, 7e apoE e4 alela je rizikovy faktor aj pri familiarnych AD a pritomnost alely e4
u probanda vyrazne zvy3uje incidenciu AD u potomkov prvého stupria.

MoZeme teda uzatvorit nd3 stibor pacientov, Ze u 33 pacientov (57%) by sme mohli pri-
¢inu vzniku AD pripisovat pritomnej apoE alele e4 a mézeme klasifikovat AD ako sporadicku
formu, kedZe sme mutécie v génoch nenasli a pacienti mali pritomnu jednu alebo dve alely
e4. Je to viak velmi hypotetické, kedZe nemame informécie o veku néstupu pacienta a hlavne
o vyskyte inych postihnutych s AD v rodine nasich pacientov. A teda nemézeme ani vylucit
familidrny vyskyt AD v désledku apoE e4 alely. Familidrnu formu s autozémovo dominant-
nou dedi¢nostou sme potvrdili u dvoch pacientov (3,5%). Nasa mala zachytnost moze byt
sposobena nasim stiborom pacientov s AD. Vo vac3ine prac sa sekvencnd analyza uskutocriuje
na stibore pacientov, u ktorych sa priznaky ochorenia objavili vo veku menej ako 50-60 rokov
a u ktorych bola pozitivna rodinnd anamnéza. Tym sa lep3ie vyselektuje sibor pacientov,
u ktorych méze ist o familidrnu formu AD s autozémovo dominantnou dedi¢nostou. To, ze
v nasom slibore prevaZovali pacienti zrejme s AD s neskorym nastupom, ¢i uZ s familidrnym
alebo sporadickym vyskytom naznacuje aj fakt, Ze u pacientov s neidentifikovanou mutaciou
bola zvy3ena frekvencia apoE e4 alely. Vo vieobecnosti viak mutdcie v génoch APP, psenT,
psen2 zodpovedaju za menej ako 1% pripadov vietkych AD. Co je velmi nizke percento. St
zodpovedné za 70% pripadov ADFAD. Asi 80% predstavuju mutdcie v psenT, 14% v géne APP
a6% v psen2. Mutacie v Psen 2 su najzriedkavejsie a dokonca sa popisuju pripady s netplnou
penetranciou a neskorym nastupom ochorenia. U zvySnych 23 pacientov bez identifikovanej
mutdcie a bez apoE e4 alely, mézeme predpokladat vplyv inych genetickych a negenetickych
faktorov, ktoré maju vplyv na vyvoj AD. SU mnohé préce, ktoré sledovali aj iné lokusy, ktoré
by mohli byt asociované s AD (Ertekin-Taner, 2010). Polymorfizmy identifikované v nasom
stbore sui pomerne Casté. Su to tiché polymorfizmy, nie su patologické a nemaju vplyv na
fenotyp pacienta.

Dobra zachytnost zavisi od spravneho vyberu stiboru pacientov a pouzitych kritérii (najpris-
nejsie st ako v praci Raux a kol., 2005 a Campion a kol., 1999), velkost stiboru, od populacie
a pouzitej metodiky. Je déleZita podrobnd rodinnd anamnéza a $tidium rodokmena, aby sa
identifikovalo, ¢i sa jedna o autozémovo dominantny typ dedi¢nosti. V niektorych pracach
sa popisuje, Ze pacient bol zaradeny ako pacient so skorym néstupom AD, ale bez podozrenia
na autozémovo dominantny typ a identifikovala sa u neho kauzalna mutécia, ¢co moéze byt
v dosledku pred¢asnej smrti postihnutych ¢lenov a tym sa dedi¢nost nezaznamena (Lleo a kol.,
2002). TaktieZ existencia fenokdpii, nedplnej penetrancie pri niektorych mutéciach a falo3na
paternita mézu maskovat autozémovo dominantny typ dedi¢nosti.

KedZe je v niektorych pracach zachytnost vysoka, oplati sa sekvenéna analyza danych
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génov. Ako indikécia na sekven¢nd analyzu by mala byt dobre preskimana rodinna anam-
néza, rodokmneri rodiny a vek nastupu ochorenia v rodine. Uspe$nost zachytu mutécie
v kandidatnych génoch je najvyssia u AD pacientov s autozémovo dominantnym spésobom
dedic¢nosti. Vysoka zachytnost v niektorych pracach vsak méze stvisiet s tym, Ze ako mutacie
rataju aj zatial nepopisané mutécie, ktoré vSak nemusia byt patologické a méze sa jednat
o velmi zriedkavé polymorfizmy. A za pokles zachytnosti méze byt zodpovedna pritomnos-
tou pacientov v stbore, ktori maju familiarnu formu AD ale bez autozémovo dominantnej
dedic¢nosti, mutécie v intrénovych oblastiach, ktoré sa nezachytili, alebo sa jednd o mutécie
v inych génoch.

Nasa praca je prvou Studiou na diagnostiku AD na molekularo — genetickej trovni v slo-
venskej populdcii. Poskytli sme informécie o genotype apoE a frekvencidch apoE variant
v kontrolnej populacnej vzorke a v sibore pacientov s AD. V stcasnosti nie su k dispozicii
relevantné udaje o mutéciach veducich k vzniku Alzheimerovej choroby na Slovensku. Poda-
rilo sa ndm identifikovat jednu na Slovensku zatial nezachytent mutdciu u jedného pacienta
(Thr116Asn) a druhd mutéciu u pacienta, ktora bola zachytena uz u jeho brata (Val717Phe).
V pripade pacienta s mutéciou Thr116Asn sme urili nositelov mutantnej alely, segregaciu
alely z rodi¢a na potomstvo, nasledne sme zostavili rodokmeri a sledovali spésob dedi¢nosti
a vek nastupu a smrti v désledku AD. KedZe takéto informécie v slovenskej populécii doteraz
nie si zname, jedna sa o prioritné vysledky. V budutcnosti by sme chceli pokracovat v spolu-
préci s |. neurologickou klinikou LF UK a UNB v sekvenénych analyzach kandidatnych génov
a zvolit vhodnejsie kritéria pri vybere pacientov s AD a u pacientov zistit rodinnti anamnézu.
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7. ZAVER

Urcili sme frekvenciu definovaného rizikového genetického determinantu apoE4 izoformy
v kontrolnom subore a v sibore pacientovs AD

Podiel izoforiem apoE v sdbore pacientov s AD (56, 112 aliel) bol E3: 61,6%, E4: 34,8%,
E2:3,6%

Zastapenie izoforiem apoE v kontrolnom stibore (muZi + Zeny, 400 aliel) bolo E3: 83,2%,
E4:9,8%, E2:7,0%

Rozdiely v zastipeni jednotlivych izoforiem apoE medzi siborom pacientov s AD a kon-
trolnym stborom s 3tatisticky signifikantne vyznamné (hodnota P sa blizi 0, P=0,000).
Teda méZeme zhodnotit, Ze sa vyrazne liSil podiel jednotlivych apoE variant medzi sibormi
V stbore pacientov s AD sa izoforma E4 vyskytovala vo vyrazne vys3ej frekvencii (34,8%)
v porovnani s kontrolnym stiborom (9,8). Podiel E4 u pacientov s AD a v kontrolnom
stibore je vysoko signifikantne odlisny (P=0,000). Nami zistené tidaje sa zhoduju s idajmi
v literature, kde sa popisuje zvySend frekvencia apoE e4 alely u pacientov s AD a uznéva
sa e4 ako rizikovy faktor pre AD

V stbore pacientov s AD sa nachadzalo 31 Zien a 25 muZov. V zastdpeni apoE izoforiem (E3,
E4, E2) medzi pohlaviami v stbore pacientov s AD nie st rozdiely $tatisticky signifikantne
vyznamné (P=0,216). Taktiez v zastdpeni apoE izoforiem (E3, E4, E2) medzi pohlaviami
v kontrolnom subore nie su rozdiely $tatisticky signifikantne vyznamné (P=0,434)
Rozdiely v zasttpeni jednotlivych genotypov apoE medzi siborom pacientov s AD a kontrol-
nym stiborom su $tatisticky signifikantne vyznamné (P=0,000). V naSom stibore pacientov
s AD dominoval genotyp E3/E4 (48,2%), genotyp E4/E4 bol identifikovany u 10,7%
Nastandardizovali sme vhodné podmienky pre PCR a sekven¢né analyzy génov, asociova-
nych s FAD s autozémovo dominantnou dedi¢nostou: APP gén (exdn 16, 17), psenT gén
(exdny 3-12), psen2 gén (3-12) a gén tau (exény 9-11)

Sekvenénd analyzu sme uskutocnili u vietkych 58 pacientov s AD. V APP géne sme iden-
tifikovali bodovi mutaciu Val717Phe v exéne 17, v psenT géne sme identifikovali bodovu
mutdciu Thr116Asn v exéne 5. TaktieZ sme v génoch identifikovali niekolko polymorfizov:
vintréne 8 (T/G) v psenT géne, polymorfizmy Asn43 a His87 v psen2 géne a polymorfizmy
Ala227, Asn255, Pro270 v tau géne

U dvoch pacientov sa identifikovala kauzélna mutdcia v génoch, ktoré maju tdlohu v patoge-
néze AD. Pritomnost mutécie sa povazuje za kauzalnu ku vzniku familidrnej Alzheimerovej
choroby so skorym nastupom ochorenia, kedZe je dedi¢nost AD autozémovo dominantna
a klinicky sa manifestuje uz u heterozygotov

Podarilo sa ndm identifikovat jednu na Slovensku zatial nezachytent mutaciu u jedného
pacienta (Thr116Asn). V pripade pacienta s mutaciou Thr116Asn sme ur¢ili nositelov
mutantnej alely, segregaciu alely z rodi¢a na potomstvo, nésledne sme zostavili rodokmeri
a sledovali spésob dedi¢nosti a vek nastupu a smrti v désledku AD

Druha mutacia (Val717Phe) bola zachytena uZ u brata nasho pacienta. Vykonali sme aj
sekvencnu analyzu na identifikaciu danej mutécie u dal3ieho brata nasho pacienta
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+ U 33 pacientov (57%) by sme mohli pric¢inu vzniku AD pripisovat pritomnej apoE alele e4,
kedZe sme mutécie v génoch nenasli a pacienti mali pritomnu jednu alebo dve alely e4

+ Familidrnu formu s autozémovo dominantnou dedi¢nostou sme potvrdili u dvoch pacien-
tov (3,5%)

+ V nasej praci sme potvrdili, Ze UspeSnost zachytu mutacie zavisi od vhodne zvoleného
suboru. Je dblezité poznat vek nastupu a rodinnt anamnézu. Tym, Zze sme nemali dané
Udaje o nasich pacientoch, si aj vysvetlujeme nasu nizku zachytnost. Sekvencnu analyzu
ma vyznam indikovat hlavne v pripade AD s autozémovo dominantnym prenosom v ro-
dine. To, Ze v naSom subore prevaZovali pacienti zrejme s AD s neskorym nastupom, ¢i uz
s familidrnym alebo sporadickym vyskytom naznacuje aj fakt, Ze u pacientov s neidentifi-
kovanou mutaciou bola zvy3ena frekvencia apoE e4 alely. Potvrdili sme vpyv aj genetickych
aj negenetickych faktorov pri patogenéze AD.
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