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U.2017 poz. 1789):
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C) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Prowadzone przeze mnie badania miaty na celu okreslenie mozliwego podtoza genetycznego
cech organizmu czlowieka, o r6znym stopniu odziedziczalnosci, a takze wyznaczenie korelacji
pomigdzy konkretnymi wariantami genetycznymi, a fenotypem klinicznym, badz fenotypem

prawidlowym:

1. Poszukiwanie markerow genetycznych wspélnych i roznicujacych procesy zwyrodnieniowe

w chorobach neurodegeneracyjnych.

2. Poszukiwanie charakterystycznych dla wybitnych sportowcow czynnikéw genetycznych

zwigzanych z funkcja uktadu nerwowego, tworzacych podtoze wysokiej sprawnosci fizyczne;j.

Podloze genetyczne w podobny sposéb wptywa na potencjal organizmu, zaréwno w
zakresie fizjologicznym, jak i patologicznym. W obu przypadkach mamy do czynienia z
fenotypami zlozonymi, warunkowanymi w réznym stopniu zmienno$ciag genetyczng: 0d
mutacji sprawczych, poprzez dziedziczenie oligo- i poligenowe, do czynnikow wigzanych
statystycznie z konkretnym fenotypem. Czestos¢ pojawiania si¢ wariantu w populacji wynika
z jego wpltywu przyczynowego na fenotyp. Za podstawowy element warunkujacy genetyczne
podtoze zmienno$ci uznawane sa podstawienia pojedynczego nukleotydu (SNV, single
nucleotide variant). Gdy rzadszy wariant jest obecny u wiecej niz 5% populacji (MAF, minor
allele frequency), mowimy o wariancie powszechnie wystepujacym, polimorfizmie
pojedynczego nukleotydu (SNP, single nucleotide polymorphism). Jest on najczestsza
przyczyna naturalnej zmienno$ci genetycznej (Giampaoli i wsp., 2013; Marouli i wsp., 2017).
Na dzien obecny w bazie NCBI dbSNP (National Center for Biotechnology Information)
zostato opisanych 660 773 127 wariantow (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). Ich
analiza dostarcza cennych informacji na temat predyspozycji i podatnosci na czynniki
srodowiskowe oOraz przyczynia si¢ do zdefiniowania podioza cech decydujacych o
indywidualno$ci i niepowtarzalnosci osobniczej. Warianty polimorficzne mozna rozpatrywac
jako czynniki ryzyka wystapienia konkretnych fenotypow, badz tez jako czynniki protekcyjne,
umozliwiajgc tym samym identyfikowanie podgrup osob o zwigkszonym lub zmniejszonym

prawdopodobienstwie zachorowania czy rozwinigcia cechy ztozonej. W mysl hipotezy


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/

powszechnie wystepujgca choroba - powszechny wariant (CDCV, Common Disease - Common
Variant) za powstawanie i stopien nasilenia objawow chorob zlozonych (typu choroby
Alzheimera, Parkinsona czy cukrzycy typu 2), odpowiadaja przede wszystkim rozne
kombinacje wariantow powszechnie wystepujacych (Lander, 1996; Moran i Pitsiladis, 2017).
Pojedyncze warianty wptywaja w nieznaczny sposob na fenotyp, przez co stajg si¢ trudne do
identyfikacji (Schork i wsp., 2008; Verma i Ritchie, 2018).

Warianty wystepujace W populacji z nizsza czestoscig, okreslane sa jako warianty
nieczeste (1% <MAF<5%) lub rzadkie (MAF<1%, a wedtug Manolio i wsp. hawet MAF<0,5)
(Bomba i wsp., 2017; Manolio i wsp., 2009; Schork i wsp., 2009). Zmiany identyfikowane
tylko w pojedynczych rodzinach, stanowig najrzadsze tzw. warianty prywatne. W przypadku
wariantow nieczestych prawdopodobienstwo rozwinigcia cechy ztozonej (pozadanej lub
patologicznej) wzrasta nawet dwu- trzy- krotnie (Manolio i wsp., 2009; Moran i Pitsiladis,
2017). Rzadkie warianty sg albo zmianami de novo (Golan i wsp., 2007) lub obecne sa zaledwie
od kilku generacji i stanowig przedmiot naturalnej selekcji negatywnej, co podkresla ich
ujemny wplyw na funkcje organizmu i wskazuje charakter przyczynowy w ksztatltowaniu
cechy, zgodnie z hipotezg powszechna choroba — rzadki wariant (CDRV, Common Disease -
Rare Variant) (Gibson, 2012).

Hipoteza CDCV nie wyklucza jednoczesnego udziatu rzadkich wariantow. Debata
CDCV vs CDRYV nie jest sporem o natur¢ fenotypowej réznorodnos$ci, a dazy raczej do
ustalenia stopnia, w jakim rzadkie i powszechne warianty wptywaja na konkretny fenotyp.
Wiele fizjologicznie istotnych gendw zwigzanych z patologicznym lub prawidlowym obrazem
fenotypowym niesie szereg znaczacych funkcjonalnie wariantow rzadkich i powszechnych
(Clark, 2010; Schork i wsp., 2009, 2008). Catosciowa analiza 2 504 genomow osob z 26
populacji wykazata obecnos¢ 88 000 000 roéznych wariantow genetycznych, z czego
84 700 000 stanowity podstawienia pojedynczego nukleotydu. Wigkszos¢, 64 000 000 (ponad
75%) stanowily warianty pojawiajace si¢ z czgstoscig <0,5%, 12 000 000 to warianty nieczeste
(>0,5% MAF <5%) i tylko 8000 000 (mniej niz 10%) stanowity polimorfizmy czesto
wystepujace (MAF>5%). Jednak w genomie reprezentatywnym to warianty powszechne
stanowity zdecydowana wigkszos¢. Tylko od 40 000 do 200 000 wariantow W genomie
reprezentatywnym (1-4% wszystkich wariantow) to warianty rzadkie (MAF<0,5%) (Devuyst,
2015; The 1000 Genomes Project Consortium, 2015). Wedtug Frésarda i Montgomery’ego ilosé
rzadkich wariantow w kazdym genomie szacuje si¢ na okoto 30 000, wigkszo$¢ w obszarach
niekodujacych (Frésard i Montgomery, 2018). Trudna jest jednak ocena, jak wiele z nich nie

posiada znaczenia funkcjonalnego, np. ze wzgledu na lokalizacje w pseudogenach.



Badanie wariantow ro6znigcych si¢ czestoscig wystepowania, zarOwno w genomie, jak i
w populacji, wymaga stosowania roznych metodologii (Evangelou, 2018). Metoda pozwalajaca
na wytypowanie powszechnych wariantéw genetycznych wptywajacych na ksztattowanie cech
fenotypowych sg badania asocjacyjne typu case-control, polegajgce na poréwnaniu czestosci
wystepowania wariantu w grupie kontrolnej i badanej. W przypadku oceny wptywu rzadkich
wariantow testuje si¢ hipoteze, wedlug ktorej gen lub region genomu bogatszy w rzadkie
warianty w grupie badanej predysponuje do pojawienia si¢ danej cechy (variant burden).
Wptyw rzadkich wariantow na architekture cech ztozonych jest wcigz niedoszacowany z uwagi
na czesto$¢ ich wystepowania oraz trudno$ci w analizach wielkoskalowych (Bomba i wsp.,
2017; Evangelou, 2018; Schork i wsp., 2009).

Analiza molekularna, ze wzgledu na dostepne mozliwosci techniczne, oparta byta przez
dlugi czas na metodach umozliwiajacych pozyskanie ograniczonej ilo$¢ informacji. Rozwoj
technologii sekwencjonowania DNA oraz identyfikowania zmiennos$ci genetycznej, znacznie
zwickszyt iloé¢ jak i jakos¢ uzyskiwanych danych, przy jednoczesnym obnizeniu kosztow
pojedynczej analizy. Techniki ewoluowaly w ciggu kilkunastu lat od genotypowania
pojedynczych miejsc polimorficznych, po wysokoprzepustowe metody umozliwiajace
jednoczasowe okre$lanie milionéw alleli (array technology) i podobnie od czasochtonnych
analiz krotkich, celowanych fragmentow DNA do wysoce zautomatyzowanego, wydajnego i
relatywnie taniego sekwencjonowania catych eksomow/genomow z wykorzystaniem techniki
sekwencjonowania DNA Nastepnej Generacji (NGS, next generation sequencing). Rozwdj
technologii rozszerzyl mozliwosci badawcze z technik opartych na analizie genu
kandydujacego, wytypowanego na podstawie uprzedniej wiedzy biologicznej, do analizy
calego genomu - tzn. bez hipotez wstepnych. Umozliwit przejscie od poszukiwania mutacji
sprawczych w chorobach jednogenowych lub typowania pojedynczych czynnikéw
modyfikujacych, do charakteryzowania ztozonego podtoza genetycznego cech/chorob
wielogenowych. Oba podejscia niosg ze sobg jednak ryzyko btedu interpretacyjnego.

Z jednej strony analizy wielkoskalowe nie wylaniajg wtasciwych wariantow z Kilkuset
tysieccy opisanych, gdyz sygnaly z nich ptynace, nie przekraczaja progow istotnosci
statystycznej lub sa odrzucane na poziomie priorytyzacji. Z drugiej strony wyniki analiz
prostych asocjacji sa czesto falszywie pozytywne. Jedynie 2-6% badan replikacyjnych
potwierdzito udziat genéw kandydujgcych. Statystyczna ocena wariantow, czy w badaniach
pierwotnych, czy retrospektywnych to tylko punkt wyjscia do oceny ich fizjologicznego

znaczenia w badaniach laboratoryjnych i systemach modelowych.



Ponad 3000 przeprowadzonych badan analizy asocjacji w skali catego genomu (GWAS,
genome-wide association study) wykazaty wktad wariantéw powszechnie wystepujacych w
powstawanie 1800 ztozonych fenotypow prawidlowych i chorobowych (Datta i Nettleton,
2014; “GWAS Catalog,” n.d.). Przeci¢tnie w ksztaltowaniu cechy ztozonej uczestniczy od 30
do ponad 50 wariantéw o relatywnie niskiej penetracji (z typowym OR=1,2). Badania GWAS
wskazaty, ze zgodnie z obecnym stanem wiedzy, w pojedynczym genomie okoto 2 000
wariantoOw zaangazowanych jest w ksztattowanie cech ztozonych (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2015), podczas gdy 24—-30 wariantow rzadkich typowanych na podstawie zasobow
bazy ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) zaangazowanych jest w powstawanie
chorob rzadkich.

Warianty identyfikowane w badaniach typu GWAS jedynie w niewielkim stopniu
wyjasniajg charakter dziedziczny cech ztozonych. Jedna z cech 0 najsilniej udokumentowanej
odziedziczalnos$ci (80-90%) jest wysoko$¢ ciata. Szacuje sie, ze jedynie okoto 20% zmiennosci
tej cechy ttumacza warianty powszechnie wystepujace (Clark, 2010; Marouli i wsp., 2017).
Podobnie odziedziczalnos$¢ otytosci i chordb neurologicznych szacowana jest odpowiednio na
47-90% oraz 37-81%, przy czym wpltyw powszechnie wystepujacych wariantow jedynie w
27% odpowiada za odziedziczalno$¢ otytosci i 21-28% chordb neurologicznych (Verma i
Ritchie, 2018). Przyczyny ,niewyjasnionej / ukryte] odziedziczalnosci” (missing / hidden
heritability) (Clark, 2010; Maher, 2008), tkwi¢ moga nie tyle w ograniczeniach techniki badan
asocjacyjnych, co we wzajemnych, trudnych do uchwycenia oddziatywaniach genow, takich
jak synergistyczne lub antagonistyczne efekty epistatyczne. Coraz silniej podkresla si¢ tez
wplyw rzadkich wariantéw, obejmujacych rowniez warianty strukturalne (szczegolnie CNVs,
copy number variants) (Chakravorty i Hegde, 2018; Giampaoli i wsp., 2013). Zlozono$é
biologicznych procesOw wymaga integracji dziatania gendéw, tworzacych uporzadkowane
szeregi funkcjonalne. Niezwykta plastyczno$¢ proceséw biologicznych powodowaé moze
kompensacje obecno$ci niekorzystnego wariantu, przez zmiany W dzialaniu innych
mechanizméw w tym samym lub rownolegtych szlakach funkcjonalnych. Wptyw srodowiska i
czynnikow epigenetycznych wydaje si¢ kolejnym istotnym elementem maskujacym
bezposredni wptyw wariantéw genetycznych na powstawanie cechy. Nalezy tez podkreslic, ze
to nie geny 1 ich warianty oddziatujg na siebie, a ich produkty. Poniewaz ztozono$¢ proteomu
jest wigksza, 0 co najmniej dwa rzedy wielko$ci od ztozonos$ci genomu, mozna spodziewac si¢
bardzo skomplikowanych, homeostatycznych zalezno$ci nawet dla prostych wariantow

genomicznych. Identyfikacja wariantow DNA stanowi jednak podstawe dla dalszych analiz



wieloptaszczyznowych: transkryptomu, proteomu, epigenomu, metabolomu - niezb¢dnych dla
zrozumienia mechanizméw ksztattujacych fenotyp cech ztozonych (Verma i Ritchie, 2018).

1. Zmienno$¢ genetyczna jako element podloza chorob neurodegeneracyjnych

Analiza cech ztozonych ma znaczace implikacje w medycynie, gdzie podatnos¢ na
zachorowanie wynika znacznie czeSciej ze zlozonego dziatania gendw niz dysfunkcji genu
wiodacego. Jednak nawet w chorobach dziedziczonych w sposéb autosomalny dominujacy
warianty stanowigce indywidualne podtoze genetyczne, moga jako czynniki ryzyka / ochronne
prowadzi¢ do szerokiego spektrum objawéw klinicznych (Niemi i wsp., 2018). Juz we
wczesnych latach czterdziestych Haldane zauwazyt istnienie obok genu przyczynowego,
wplyw genetycznych czynnikéw modyfikujacych wiek zachorowania (Haldane, 1941). Ten
sam wariant zaangazowany moze by¢ w szerokie spektrum fenotypowe zdefiniowane nie tylko
kliniczna r6znorodno$cig natezenia objawow, ale wrecz odmiennym fenotypem chorobowym
(Chakravorty i Hegde, 2018). Heterogennos$¢ genetyczna i fenotypowa stanowi duze wyzwanie
diagnostyczne.

Zaktada si¢ istnienie continuum migdzy klasycznym dziedziczeniem mendlowskim,
opartym na pojedynczym locus przyczynowym, a warunkowang przez wiele wariantow szeregu
genow cecha ztozong. Coraz powszechniejszy staje si¢ poglad, ze obraz fenotypowy choroby
nie moze by¢ wyjasniony zmiang w pojedynczym locus (Badano i Katsanis, 2002; Chakravorty
I Hegde, 2018; Robinson i Katsanis, 2010). Dla chorob neurodegeneracyjnych, przyjmuje si¢
hipoteze, ze poczatkowy proces patologiczny zainicjowany jest przez zmiany w genach
,Strategicznych”, natomiast na pojawienie si¢ pelnego obrazu klinicznego konkretnego
pacjenta maja wptyw zaréwno czynniki srodowiskowe, jak i tlo genetyczne (Brickell i wsp.,
2007). Obecnos¢ rzadkich i powszechnych wariantdow w genie niosgcym mutacje sprawcze, ale
takze 1 w innych genach potencjalnie zwigzanych z choroba, wptywa zaré6wno na podstawowy
proces patologiczny, jak i mechanizmy modyfikujace typowy fenotyp kliniczny, thumaczac
niejednorodny przebieg u nosicieli tych samych zmian. Ze wzgledu na silnie rozwinigte
interakcje w komorce (sieci biologiczne, interaktom) dysfunkcja lub chociazby zmienno$¢ na
kazdym z poziomow zaleznosci prowadzi¢ moze do poszerzenia spektrum fenotypowego.

W wigkszosci chorob neurodegeneracyjnych opisano przynajmniej jeden genetyczny
czynnik sprawczy (odpowiedzialny za powstanie wczesnoobjawowej postaci rodzinnej) i
szereg loci predysponujacych do zachorowania (péznoobjawowe formy sporadyczne) lub
modyfikujacych przebieg choroby. Istnieje obecnie dobrze udokumentowana zmiennos¢ w
nasileniu, objawach i szczegolnych wzorcach zaangazowania neuronéw, nawet w przypadku

tej samej mutacji przekazywanej w obregbie jednej rodziny (Zekanowski i wsp., 2003). Co
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wiecej, mutacja w tym samym genie moze powodowaé powstanie odmiennych jednostek
chorobowych (Stevens, Fisher, & Mead, 2011). Mutacje genu preseniliny 1 (PSEN1) typowe
dla rodzinnej, wczesnoobjawowej postaci choroby Alzheimera (AD, Alzheimer’s disease)
scharakteryzowano rowniez jako przyczynowe dla otepienia czotowo-skroniowego (FTD,
frontotemporal dementia) (Zekanowski i wsp., 2006). Jednocze$nie opisywano obydwa
fenotypy chorobowe u nosicieli mutacji genu biatka prionowego (PRNP, prion protein)
(Bagyinszky i wsp., 2018; Bernardi i wsp., 2011). Ekspansja szescionukleotydowego
powtorzenia w otwartej ramce odczytu C90rf72 zwigzana jest natomiast zarowno z fenotypem
FTD, jak i stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, amyotrophic lateral sclerosis). Co wiecej,
odnotowuje si¢ wspotwystgpowanie W rodzinach obu jednostek chorobowych (Giannoccaro i
wsp., 2017). Posiadanie ekspansji C90orf72 zwieksza rowniez ryzyko rozwoju schizofrenii i
innych choréb psychicznych oraz schorzen ze spektrum autyzmu (Byrne i wsp., 2013;
Devenney i wsp., 2018). Jesli wiaczy¢ doniesienia o wspotwystepowaniu w rodzinach
schizofrenii i choroby dwubiegunowej wylania si¢ obraz naktadajacych si¢ fenotypow
klinicznych (Aukes i wsp., 2012). Istnienie swoistego continuum niektorych schorzen
neurodegeneracyjnych jest coraz szerzej dokumentowane w literaturze, a u jego podtoza moze
leze¢ zjawisko synergistycznej heterozygotycznosci (zaktadajace istnienie loci przyczynowych
w dwoch genach jednego szlaku) lub inny typ dziedziczenia oligogenowego (Chakravorty i
Hegde, 2018; Giannoccaro i wsp., 2017; Stevens i wsp., 2011).

Prowadzone przeze mnie badania wpisuja si¢ w nakreslony powyzej nurt badawczy,
skoncentrowany na poszukiwaniu genetycznych czynnikow sprawczych, jak tez
charakteryzowaniu zmienno$ci genetycznej warunkujacej powstanie cech zlozonych,

rozumianych takze jako podatnos$¢ na zachorowanie.

1.1 mutacje sprawcze

Koncentrujac si¢ na analizie genetycznego podtoza chordb neurodegeneracyjnych
nalezy zwr6ci¢ uwage, ze zmutowany gen wywotujacy chorobe ulega ekspresji w calym
mozgu, a jednak proces patologiczny rozwija si¢ tylko w specyficznych jego obszarach. Fakt
ten wynika¢ moze ze szczegblnej podatnosci okreslonej grupy neuronéw na warunki
generowane przez zmienione biatko. Uwaza si¢, ze na rdznice w podatnos$ci neurondow na
zachorowanie wptyw maja genetyczne czynniki modyfikujace. Doniesienia o fenotypowej
réznorodno$ci Klinicznej bliznigt monozygotycznych podkreslaja jednak udziat czynnikow

pozagenetycznych (réwniez infekcyjnych) lub genetycznej zmiennosci post-zygotycznej



(mikromozaicyzm, chimeryzm, lyonizacja, rearanzacja genow dla immunoglobulin itp.)
(Hamasaki i wsp., 1998; Webb i wsp., 2009).

Zespot objawow klinicznych, ujawniajacych si¢ w przebiegu choroby Alzheimera
zalezy od lokalizacji zmian neuropatologicznych w moézgu (wariant amnestyczny, apraktyczny,
czotowy, wzrokowy, jezykowy). W typowym wariancie amnestycznym atrofia dotyczy przede
wszystkim ptatéow przedczotowych, okolic skroniowych oraz hipokampa, a jej wynikiem sa
poglebiajace si¢ zaburzenia poznawcze. U 4% chorych na AD, zanik neuronéw rozpoczyna si¢
od osrodkéw wzroku. Badania autopsyjne pacjentéw cierpigcych na zanik korowy tylny (PCA,
posterior cortical atrophy, wariant wzrokowy) wykazujg utrate neuronéw uwarunkowang
procesami patologicznymi, jak w typowej postaci AD (obecno$¢ zewnatrzkomorkowych
ztogow P-amyloidu i wewnatrzkomorkowych wtretow neurofibrylarnych), lecz z lokalizacja
zmian w okolicach ciemieniowo-potylicznych (pgczek grzbietowy). Dysfunkcje wzrokowo-
przestrzenne ze stosunkowo dobrze zachowanymi procesami mnestycznymi oraz zaburzenia
gnozji i praksji, sa objawami dominujagcym w poczatkowym okresie choroby. Z czasem atrofia
obejmuje regiony typowe dla AD, a spektrum objawdw rozszerza si¢. Odmienno$¢ manifestacji
klinicznej w fazie poczatkowej choroby podkresla fakt, ze do niedawna toczyta si¢ dyskusja,
czy PCA traktowa¢ jako wzrokowy wariant AD, czy jako odrebng jednostke nozologiczna.

Poszukiwanie zmian przyczynowo zwigzanych z chorobg Alzheimera doprowadzito do
identyfikacji szeregu rzadkich wariantow. W publikacji 1 przedstawiono dane wskazujace na
przyczynowy zwigzek nowej mutacji p.1211M PSEN1, z fenotypem klinicznym PCA u 67-
letniej pacjentki. Analiza in silico wykazata zaburzone oddziatywanie zmutowanego biatka PS1
z PEN-2 (PS1 enchancer-2 protein), co moze powodowa¢ zachwianie dynamicznej rownowagi
kompleksow y—sekretazy i w rezultacie prowadzi¢ do zwigkszenia ilosci kompleksow, ktorych
centrum Katalityczne stanowi PS2. Towarzyszace mutacji selektywne niszczenie neuronow
kory wzrokowej, mogtoby wykazywaé szczegdlng wrazliwos¢ wspomnianych obszarow na
tego typu zaburzenie. Wydaje si¢ jednak, ze rodzaj mutacji w tak jednoznaczny sposob nie
determinuje fenotypu AD. Opisana wczes$niej mutacja PSEN1 (p.Q223R) zidentyfikowana
zostata zarowno w przypadku PCA (Saint-aubert i wsp., 2013), jak rowniez u pacjenta z
wczesnoobjawowa chorobg Alzheimera (EOAD, Early Onset AD) (Uttner i wsp., 2010).
Pacjentow roznit nie tylko przebieg kliniczny, ale réwniez poziomy markeréw biochemicznych
wynikajacych z procesowania bialka prekursorowego amyloidu (APP, amyloid precursor
protein). U obu chorych pojawity si¢ objawy spastycznej paraplegii. Jako mozliwg przyczyne
PCA podaje si¢ rowniez insercj¢ 120bp odcinka DNA w genie PRNP (Depaz i wsp., 2012).



1.2. Czynniki ryzyka

Dla charakterystyki zmienno$ci fenotypow klinicznych chordb neurodegeneracyjnych
wazne wydaje si¢ obok poszukiwania mutacji sprawczych, identyfikowanie takze
powszechnych i rzadkich wariantéw genetycznych wigzanych z fenotypem choroby. Badania
tego typu maja istotne znaczenie, jako ze choroby neurodegeneracyjne jedynie w niewielkim
odsetku przypadkow dziedziczone sg w typowy sposob autosomalny dominujacy. Jednak nawet
przy takim sposobie dziedziczenia czesto nie mozna okresli¢ prostych zaleznosci pomiedzy
genotypem a fenotypem. Ponadto zasadniczy odsetek zachorowan to przypadki sporadyczne,
w ktorych nie wskazano dysfunkcji genu ,,wiodacego”. Tym niemniej udzial genetycznych
czynnikow ryzyka, np. w przypadku sporadycznej choroby Alzheimera szacuje si¢ na 58-79%.
Wptyw zlozonych czynnikéw genetycznych na ksztattowanie fenotypu chorobowego
potwierdza obserwacja, ze zmienno$¢ fenotypowa jest silniej zaznaczona u blizniat
dizygotycznych w stosunku do bliznigt monozygotycznych (Gatz i wsp., 2006).

Jedynym powszechnie uznawanym czynnikiem ryzyka AD jest zmienno$¢ genu
apolipoproteiny E (APOE). Na podstawie wspotwystgpowania dwoch zmian polimorficznych
(rs429358 i rs7412) okreslone zostaty trzy warianty APOE: 2, 3 i 4. Dane literaturowe
podkreslaja, ze podstawienia aminokwaséw w pozycjach 112 i1 158 biatka (Cys112Arg 1
Argl158Cys), warunkuja odmienne wilasciwosci strukturalne i funkcjonalne poszczegolnych
izoform. W populacji kaukaskiej wariant APOE2 uwazany jest za ochronny i zwigzany z
dhlugowiecznoscia, podczas gdy wariant APOE4 zwigksza ryzyko zachorowania na AD oraz
obniza wiek pojawienia si¢ pierwszych objawow u nosicieli. Biatko APOE4 podlega proteolizie
w wyniku ktorej powstajg bioaktywne fragmenty. Obecno$¢ toksycznego fragmentu APOE4
(1-272aa) w mitochondriach uposledza ich enzymatyczng aktywno$¢ przez oddziatywanie na
elementy kompleksu IIT i IV tancucha oddechowego (Mahley i wsp., 2006; Nakamura i wsp.,
2009). Posiadanie allelu APOE4 nie jest jednak ani koniecznym, ani wystarczajacym
warunkiem rozwini¢cia choroby, chociaz homozygotyczno$¢ podnosi ryzyko zachorowania ok.
15-krotnie. Zarowno wsrod pacjentow, jak i osoéb zdrowych z najwyzsza czestoscia pojawia si¢
wariant APOE3, nie rdznicujac w sposob istotny statystycznie tych dwoch grup (Styczynska i
wsp., 2003).

W regionie bedacym w nierdwnowadze sprz¢zen z genem APOE znajduje si¢ gen
TOMMA40 (translocase of the outer mitochondrial membrane 40 homolog) wytypowany w
badaniach GWAS, jako czynnik predysponujacy do rozwinigcia AD. Wykazano, ze jego
warianty moga wptywaé na ekspresje genu APOE (Bekris i wsp., 2010). Produkt biatkowy

genu, TOM40, stanowi centralny element mitochondrialnego kanatu uczestniczacego w
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imporcie biatek (Hansson Petersen i wsp., 2008). W wyniku oddzialywania z TOM40 moze
dochodzi¢ do akumulacji biatka prekursorowego amyloidu W kanatach importowych u oséb
chorych na AD, w sposob zalezny od obecnosci izoformy APOE4 (Devi i wsp., 2006). Ze
wzgledu na funkcje, jaka oba biatka odgrywajg w aktywnos$ci mitochondriéw, jednoczesna
analiza zmiennos$ci genow APOE i TOMM40 wydawata si¢ by¢ zdecydowanie zasadna.

W intronie 6 genu TOMM40 zlokalizowany jest polimorfizm zmiennej dlugosci
sekwencji polideoksytymidynowej, poli(T) (rs10524523) (Roses i wsp., 2010). Ocena wptywu
traktow polimorficznych poli(T) na ryzyko rozwini¢cia AD 1 wiek zachorowania niezaleznie 1
w sposob zalezny od zmienno$ci genu APOE byta celem publikacji 2. Przeprowadzona analiza
wykazala istnienie traktow deoksytymidynowych o zmiennej dlugosci (od 14 do 39
powtdrzen), sklasyfikowanych w 3 zasadnicze warianty: krotki (S:14-16T), dhugi (L:20-30T) i
bardzo dlugi (VL:31-39T). Stwierdzono znaczace statystycznie roznice w czgstosci
wystepowania wariantOw polimorficznych w  grupie pacjentéw o poéznym poczatku
zachorowania na AD (LOAD, late onset AD) w stosunku do grupy kontrolnej. Wariant VL
wystepowal istotnie rzadziej wsrdd chorych na AD. Co wigcej rowniez haplotypy niosgce
bardzo dtugi wariant VL-APOE2, a zwlaszcza VL-APOE3 (p=4.26 x107") oraz wariant krotki S-
APOES byly powigzane z obnizonym ryzykiem rozwinigcia choroby. Zwraca uwage pdzny
wiek zachorowania wérdd nosicieli haplotypu VL-APOE3. W tym wypadku zachorowanie
dopiero w 6smej dekadzie zycia wydaje si¢ sugerowa¢ mechanizm protekcyjny. Allel L
zwigkszat natomiast istotnie ryzyko zachorowania. Wiaczenie do badan wyjatkowej grupy osob
dhlugowiecznych pozwolito na wyciggnig¢cie dodatkowych wnioskow. Posiadanie allelu L oraz
haplotypow go zawierajacych (L-APOE3, L-APOE4) zwigkszato ryzyko LOAD i jednoczes$nie
znaczaco redukowato szanse na dlugowieczno$¢. Wyniki prowadzonych badan pozwalaja
sugerowa¢, ze jednym z czynnikoOw roéznicujacych szanse rozwinigcia LOAD wsrod
homozygotycznych nosicieli allelu APOES3, stanowiacych najliczniejszg grupe zaréwno wsrod
0sob zdrowych, jak i chorych, jest polimorfizm zmiennej dtugosci powtorzen poli(T) genu
TOMMA40. Kolejne lata przyniosty badania funkcjonalne potwierdzajace ochronne dziatanie
allelu VL na rozwoj AD (Lee i wsp., 2012; Yu i wsp., 2017; Zeitlow i wsp., 2017).

Zmiany w procesach transportu bialek mitochondrialnych przyczyniajg si¢ do
uposledzenia funkcji mitochondriow w innych chorobach agregacyjnych. Wykazano, ze
akumulacja a-synukleiny w mitochondriach neuronéw dopaminergicznych redukuje
aktywno$¢ kompleksu | tancucha oddechowego i zwieksza produkcje aktywnych form tlenu u
0sob cierpigcych na chorobg Parkinsona (PD, Parkinson’s disease). W mézgach pozyskanych

po$miertnie od chorych opisano znaczaco zredukowany poziom biatka TOM40. Deficyt
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wydawat si¢ korelowac ze wzrostem uszkodzen oksydatywnych DNA, obnizeniem produkcji
energii i zmianami poziomu biatek kompleksu | tancucha oddechowego (Bender i wsp., 2013).

Biorac pod uwage wspomniane dane oraz opierajac si¢ na modelu wedtug ktoérego PD,
AD i fenotypy pokrewne stanowig rodzaj zlozonego klinicznie continuum wspartego na
fenotypach posrednich (Sutherland i wsp., 2011), przeprowadzono ocen¢ wplywu traktow
polimorficznych poli(T) na ryzyko rozwinigcia PD. W publikacji 3 przedstawiono wyniki
analizy zmiennosci polimorficznej traktu poli(T) genu TOMM40 w grupie chorych z chorobg
Parkinsona. Ze wzgl¢du na odmienne wiasciwos$ci chronigce przed stresem oksydacyjnym
prezentowane przez izoformy APOE oraz wplyw na metabolizm mitochondriéow i
synaptogenezg (Mahley i wsp., 2006) analiza wariantow dtugosci traktéw poli(T) prowadzona
byla niezaleznie, a takze w kombinacji ze zmienno$cig genu APOE. Badania nie wykazaly
jednak istotnego statystycznie wptywu zmian polimorficznych na ryzyko zachorowania lub
przebieg choroby, sugerujac odmienny udziat obu czynnikéw w rozwoju AD i PD.

Przewlekty proces zapalny bedacy odpowiedzig na gromadzace si¢ w OUN ztogi biatek
0 zmienionej konformacji przestrzennej jest cechg wspolng szeregu chordb
neurodegeneracyjnych. Istnieje hipoteza, wedtlug ktorej lokalizacja tego procesu, w potaczeniu
z regionalng zmienno$ciag w rozktadzie komorek mikroglejowych, moze prowadzi¢ do
odmiennych fenotypoéw klinicznych (Dardiotis 1 wsp., 2017). Istotne znaczenie dla usuwania
patologicznych form biatek wydaje si¢ mie¢ produkt genu TREM2 (the triggering receptor
expressed on myeloid cells 2). Funkcja biatka TREM2 z jednej strony jest stymulacja
fagocytozy z drugiej za§ hamowanie produkcji cytokin prozapalnych, przez co biatko wydaje
si¢ mie¢ kluczowe znaczenie dla usuwania zlogdw komoérkowych bez wzbudzania stanu
zapalnego niszczacego tkanki.

Homozygotyczne mutacje genu TREMZ2, powodujace utrate funkcji biatka, po raz
pierwszy scharakteryzowane zostaty jako przyczyna rozwoju otepienia przedstarczego z
torbielami kostnymi (PLOSL, polycystic lipomembranous osteodysplasia with sclerosing
leukoencephalopathy / Nasu-Hakola disease) (Paloneva i wsp., 2002). Rzadkie warianty tego
genu opisano nastgpnie w postaci hetrozygotycznej, jako czynniki sprawcze lub ryzyka w
chorobach neurodegeneracyjnych, niemal wytacznie w eksonie 2 kodujacym cze$¢ receptorowq
biatka. Obecnos$¢ wariantow prowadzi do obnizenia ekspresji biatka na komoérce mikrogleju lub
zaburza oddziatywanie receptora z ligandem (Song i wsp., n.d.). W publikacji 4 zawarta jest
analiza pierwszorzedowej struktury eksonu 2 genu TREM2 u pacjentdéw cierpigcych na AD,
FTD i ALS. We wszystkich trzech grupach, jak rowniez grupie kontrolnej, 0pisano obecnosc¢

rzadkich wariantéw genu TREM2 znanych juz wczesniej z literatury. Poréwnujac wyniki
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wlasnych badan z doniesieniami literaturowymi, zZwrdcono uwage na znaczace roznice
czestosci (nawet dziesigciokrotne) wystepowania wariantow w roéznych subpopulacjach
europejskich zar6wno wsérdd osob chorych, jak i zdrowych. Ponadto zidentyfikowano nowg
jednonukleotydowsg insercje w miejscu sktadania (c.41-2_3insA) u chorego na ALS oraz
nieopisany dotagd wariant synonimiczny (p.G29=) u osoby zdrowej. U chorych na posta¢
czotowa bvFTD (behavioral variant FTD) opisano w jednym przypadku wystepowanie
homozygotycznego wariantu p.D87N oraz u dwodch pacjentow  zidentyfikowano
wspotwystepowanie wariantow TREM2 w pozycji trans: p.R62C i p.T66M. Wyniki
prowadzonych analiz pozwalajg dotaczy¢ nowe przypadki do kilku juz opisanych,
wskazujacych ze ztozona heterozygotyczno$¢ lub homozygotyczno$¢ rzadkich wariantow
TREM2 moze leze¢ u podtoza bvFTD, stanowigc pierwszy opisany czynnik recesywny
powodujacy t¢ chorobe. (Chouery i wsp., 2008; Giraldo i wsp., 2013; R. Guerreiro i wsp., 2013;
R. J. Guerreiro i wsp., 2013; Le Ber i wsp., 2014). Poszukiwania ztozonej heterozygotycznos$ci
rzadkich wariantéw genu TREMZ2, jako podtoza chordb neurodegeneracyjnych sa przedmiotem
obecnie realizowanego przeze mnie grantu NCN: 2018/02/X/NZ5/01509.

2. Zmienno$¢ genetyczna jako element ksztaltujacy fenotyp wybitnego sportowca

Cele badan i metodologia stosowane w genetyce medycznej znajdujg zastosowanie przy
okreslaniu podtoza genetycznego réwniez prawidtowych cech fenotypowych. Obszerne tego
typu badania prowadzone w ramach programu ,,The Heritage Family Study” (1992-2004)
potwierdzity istotny udzial czynnikéw genetycznych nie tylko w powstawaniu chorob
powszechnie wystepujacych (metabolicznych i sercowo-naczyniowych), ale i ksztattowaniu
szeregu prawidtowych cech fizjologicznych (Bouchard i wsp., 1995). Pochodng postepu w
dziedzinie genetyki medycznej byt istotny postep w odkrywaniu genetycznego podtoza
aktywnosci i sprawno$ci fizycznej oraz osiggania wybitnych wynikow sportowych, ktory
przyniosty ostatnie dwie dekady. Jesli zatozy¢ istnienie continuum od zdrowia do choroby,
mozna przyjac, ze Wybitni sportowcy posiadajag wyjatkowo korzystne fenotypy z punktu
widzenia fizjologii. Ich analiza pozwala identyfikowaé¢ geny, a nastgpnie mechanizmy
molekularne stanowiace podstawe prawidtowej wydolnosci i sprawnos$ci organizmu.

Zidentyfikowanie markeréw genetycznych szczegdlnie istotnych do osiggania
najwyzszych wynikéw sportowych pozwolitloby opisa¢ genetyczne podtoze sprawnosci
fizycznej, potencjalnie istotnej dla zdrowia populacji ogdlnej. Przy czym nalezy miec
swiadomos$¢, ze warianty korzystne w szczegdlnych warunkach intensywnego wysitku moga
mie¢ negatywne znaczenie dla fizjologii osob nie zwigzanych ze sportem wyczynowym.

Podkresla to przypadek finskiego narciarza biegowego, wielokrotnego medalisty olimpijskiego
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lat szeS¢dziesigtych, Eero Maintyranta. Rzadki wariant genu receptora erytropoetyny
(rs121917830), ktorego byt nosicielem, zwigksza pojemnos¢ tlenowa organizmu i tym samym
sprzyja dtugotrwatemu wysitkowi (de la Chapelle i wsp., 1993). Jednak zaden z 29 cztonkoéw
rodziny sportowca obcigzonych tym wariantem nie odnidst podobnego sukcesu sportowego.
Jednoczesnie w populacji ogdlnej wariant predysponuje do zawatu mig$nia sercowego lub
udaru, na skutek znacznego podniesienia poziomu hematokrytu i wzrostu lepkosci krwi.
Srednia odziedziczalno$¢ predyspozyciji sportowych ksztattuje sie na poziomie 66% (De
Moor i wsp., 2007). Wybitne zdolnosci sportowe sg wynikiem zlozonej interakcji szeregu
struktur 1 procesow fizjologicznych. Gendéw warunkujacych wysokg sprawnos$¢ fizyczng
poszukuje si¢ ws$rdd czynnikdw zaangazowanych miedzy innymi w angiogenezg i
kapilaryzacje mig$ni szkieletowych oraz migsnia sercowego, dynamike sercowo-naczyniowa,
wydolnos¢ oddechowa, kompozycje widkien mig¢sniowych, podziatly mitochondriow oraz
aktywnos¢ mitochondrialnych szlakow energetycznych i metabolicznych, metabolizm glukozy,
gospodarke tluszczows, a takze beztlenowe pozyskiwania energii i usuwanie metabolitow.
Roéznice metaboliczne w pozyskiwaniu energii, a takze mechanika pracy migéni
stanowig podstawe do podziatu zawodnikdéw na podgrupy sportowcdéw wytrzymatosciowych i
szybkosciowych\sitowych. Zestawienie tych dwoch grup w analizie porownawczej umozliwia
dodatkowy wglad w procesy okreslajace systemy energetyczne 1 struktur¢ migsni
szkieletowych. Podobnie, stratyfikacja zawodnikow ze wzglgdu na poziom osiggnigé
sportowych pozwala wychwyci¢ determinanty dziatajace w sposob subtelny w catej grupie
badanej, a majace znaczenie w rywalizacji na najwyzszym poziomie sportowym u zawodnikow
klasy mistrzowskiej, przed organizmami ktérych stawiane sg najwyzsze wyzwania fizyczne.
Liczne badania asocjacyjne prowadzone od 1997 roku wskazaty na co najmniej 200
miejsc polimorficznych zlokalizowanych w genomach jadrowym i mitochondrialnym, jako
potencjalnie zwigzane z ksztaltowaniem cech predysponujacych do osiagania
ponadprzecietnych wynikéw sportowych (Ahmetov i wsp., 2016; Ahmetov i Fedotovskaya,
2015). Badania replikacyjne przynosza jednak cze¢sto sprzeczne rezultaty ze wzglgdu na szereg
trudnosci pojawiajacych si¢ juz przy definiowaniu grup badanej i kontrolnej, poczawszy od
hetrogennos$ci badanej populacji, przez zbyt mate liczebnos$ci grup, po stosowanie odmiennych
kryteriow rekrutacji, wlaczajacych zawodnikow wykorzystujacych odmienne systemy
energetyczne lub grupy mig$niowe i prezentujacych odmienny poziom sportowy. Dodatkowo
oddziatywanie szczegolnego typu srodowiska, jakim jest trening o wysokiej intensywnosci,
uruchamia mechanizmy epigenetyczne kompensujace subtelny wplyw niekorzystnych

wariantdw genetycznych, co czyni ich identyfikacj¢ jeszcze trudniejszg. Udowodniono, ze juz
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szesciotygodniowy trening powoduje zmiang¢ aktywnosci co najmniej 100 gendéw (Santos i
wsp., 2016). Dotychczasowa wiedza odnoszaca si¢ do podloza genetycznego sprawnosci
fizycznej wynika z analizy zmian polimorficznych. Mozna przypuszczac, ze prowadzone od
2015 roku przez Athlome Consortium (http://www.athlomeconsortium.org/about/) badania
catych genomow wybitnych zawodnikow z réznych populacji swiatowych doprowadza do
zidentyfikowania rowniez rzadkich wariantow sprzyjajacych uprawianiu sportu.

Prowadzone przeze mnie poszukiwania markerow warunkujacych wysoka sprawnos$¢ i
wydolno$¢ organizmu stanowig Uzupetnienie badan dotyczacych genetyki cech ztozonych.
Podjetam probe analizy wplywu czynnikdéw genetycznych zwigzanych z funkcjami uktadu
nerwowego, cechami psychicznymi i motywacja, ktore dotychczas nie byly uwzgledniane w
tego typu badaniach. Jednocze$nie wiaczytam warianty, ktorych pozytywne korelacje z
sukcesem sportowym byly sugerowane wczesniej. L.aczna analiza wydawala si¢ niezbedna, aby
wykaza¢ udziat czynnikow nerwowych predysponujacych do osiggnie¢ sportowych, jako
istotny element uzupeltniajacy sprawnos¢ uktadu ruchu.

Analizy zawarte w publikacji 5 potwierdzity shusznos¢ takiego podej$cia. W publikacji
przedstawiono wyniki okre§lania genotypow osmiu miejsc polimorficznych w genach
wigzanych z sukcesem sportowym oraz dwoch, do tej pory analizowanych wytacznie w
kontekscie cech psychicznych. Analiza asocjacji przeprowadzona na duzej grupie wybitnych
polskich sportowcoéw wskazata nadreprezentacje allelu D (delecji) insercyjno/delecyjnego
polimorfizu (rs1799752) genu enzymu konwertujacego angiotensyne (ACE, angiotensin-1-
converting enzym) oraz allelu A (rs12594956) genu jadrowego czynnika oddechowego 2 (NRF-
2, nuclear respiratory factor 2) wsrod sportowcow. Odwrotnie, genotyp GG miejsca
polimorficznego rs2306604 genu mitochondrialnego czynnika transkrypcji A (TFAM,
mitochondrial transcription factor A) oraz genotyp AA miejsca polimorficznego rs324420
genu hydrolazy amidowej kwasow tluszczowych (FAAH, fatty acid amide hydrolase)
wykazywal nizsza czestos¢ w grupie sportowcow. Allel X (p.R577X; rs1815739) genu a-
aktyniny 3 (ACTN3, a-actinin-3) wystepowatl rzadziej jedynie wsrod najwybitniejszych
sportowcoéw klasy olimpijskiej sportow szybkosciowych/sitowych. Allel G rs4950 genu
kodujacego podjednostke B3 receptora nikotynowego acetylocholiny (CHRNB3, 3 nicotinic-
acetylcholine receptor subunit) byl czestszy u sportowcdéw uprawiajacych wysitkowe
dyscypliny w stosunku do sportowcow sportow szybkosciowych/sitowych.

Geny, ktorych zmiennos$¢ badano zostaly wytypowane na podstawie znajomosci funkcji
kodowanych przez nie produktéw biatkowych. NRF-2 jest czynnikiem transkrypcyjnym

aktywujacym szereg genow zaangazowanych w dziatanie i biogenez¢ mitochondriow (Kelly i
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Scarpulla, 2004). Jednym z gendéw podlegajacych regulacji jest TFAM. Jego produkt biatkowy
to kluczowy element konieczny dla replikacji i transkrypcji mtDNA, jak réwniez utrzymania
liczby kopii, struktury mtDNA i proliferacji mitochondriow (Campbell i wsp., 2012). ACE to
z kolei Kluczowy enzym uktadu renina-angiotensyna-aldosteron, odpowiada za regulacje
cisnienia krwi, a wiec jednego z gléwnych czynnikow decydujacych o wydolnos$ci organizmu.
ACE byl pierwszym genem, ktorego zmienno$¢ powigzano z fenotypem sportowym.
Funkcjonalny polimorfizm ACE I/D polega na delecji 287 nukleotydowego elementu ALU w
intronie 16. Na skutek obecno$ci 13 nukleotydowej sekwencji wyciszajacej ekspresje genu w
rejonie delecji, poziom ACE jest nizszy u 0s6b z insercjg i najwyzszy u homozygot z delecja
DD. Genotyp zwigzany z podwyzszeniem st¢zenia enzymu ACE (DD) sprzyja zwigkszeniu
ci$nienia krwi. Co wigcej angiotensyna Il, powstata w wyniku dziatania ACE, stymuluje wzrost
mies$ni przez zwigkszenie proporcji wiokien szybkokurczliwych zaangazowanych w sporty
szybkosciowe. Na struktur¢ wiokien migsniowych réwniez wptywa polimorfizm R577X genu
ACTN3. ACTN3 jest biatkiem cytoszkieletowym uczestniczacym w mocowaniu i koordynacji
cienkich wtokien aktyny tylko w szybkokurczliwych, glikolitycznych widknach mig¢$niowych
typu II (zwigzanych z wysitkiem szybkosciowym). Wprowadzenie przedwczesnego kodonu
stop generuje krotsza czasteczke biatka alfa-aktyniny 3, ulegajaca degradacji, co jednak
pozostaje bez klinicznych konsekwencji.

Sukces we wspotzawodnictwie ma bardzo silne podloze psychiczne opierajace si¢ na
szeregu elementow, sposrdd ktorych duze znaczenie przypisuje si¢: odpornosci na stres,
panowaniu nad zachowaniami lekowymi oraz agresja, zdolnosci planowania, motywacji i
podejmowania wysitku. Nasze badania byty jednymi z pierwszych, ktore podjety tematyke
genetycznego uwarunkowania predyspozycji psychicznych w rywalizacji sportowej.
Zidentyfikowana roznica czestosci wystepowania alleli polimorfizmu rs324420 genu FAAH w
grupie sportowcow laczy sukces sportowy z ukladem endokannabinoidowym, wpltywajacym
na procesy emocjonalne. Genotyp AA, rzadszy u sportowcoéw, wigze si¢ ze zmniejszonym
poziomem biatka FAAH (Hariri i wsp., 2009). Z badan fizjologicznych wiadomo za$, ze
ekspozycja na stres mobilizuje FAAH do obnizenia poziomu anandamidu i1 zwigksza
pobudliwo$¢ neuronéw w jadrze migdatowatym, kluczowym regionie modzgu
odpowiedzialnym za Iek, nastr6j i motywacje (Gunduz-Cinar i wsp., 2013; Hariri i wsp., 2009).
Podobnie, czestos¢ wariantu rs4950 genie CHRNB3 rdéznicuje grupy sportowcow. Receptor
moduluje uwalnianie dopaminy w $rédmoézgowiu, odgrywajac rolg w ksztattowaniu
pozytywnego wzmocnienia zachowan nabytych i motywacji (Leslie i wsp., 2013). Wedtug

danych literaturowych oba warianty analizowane byty gtéwnie w kontekscie uzaleznien. Nasze
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badania sugeruja, ze genetyczne warianty w systemie neurotransmiterow, wplywajace
potencjalnie na procesy psychiczne i emocje, oddziatuja na sukces sportowy, ksztattujac
réznice osobnicze istotne W rywalizacji sportowej.

Pierwotne badania zostaly rozszerzone o analize wpltywu na sukces sportowy
polimorfizmow funkcjonalnych w genach kodujacych elementy uktadéw serotoninergicznego,
katecholaminergicznego oraz osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA, hypothalamic-
pituitary-adrenal axis). Analiza ta stata si¢ przedmiotem publikacji 6. Cze¢stos¢ wystgpowania
dziesieciu sposrod 67 badanych wariantow w sposob statystycznie istotny roznita sportowcoOw
od grupy kontrolnej. Uwage zwraca zmienno$¢ elementow uktadu serotoninergicznego (FEV
rs860573, HTR1B rs11568817 i HTR2C rs3813929) w kierunku podniesienia poziomu tego
neuroprzekaznika u sportowcow. FEV (fifth ewing variant) jest czynnikiem transkrypcyjnym
ulegajacym ekspresji wytagcznie w neuronach serotoninergicznych. Badania funkcjonalne nad
mysim ortologiem, Pet-1 (plasmacytoma-expressed transcript 1), wskazuja na jego kluczowa
role w réznicowaniu neuronow i ich stabilnosci w wieku dorostym (Hendricks i wsp., 2003;
Liu i wsp., 2010). Co wigcej, Obnizony poziom serotoniny w przodomdzgowiu U myszy
pozbawionych genu Pet-1 prowadzi do wzrostu zachowan lgkowych (Hendricks i wsp., 2003).
Znaczacy wzrost zachowan Igkowych opisano w badaniach psychiatrycznych u nosicieli allelu
A wariantu rs860573 genu FEV (Wellman i ws., 2013). Nasze badania wykazaty, Ze posiadanie
allelu A jest negatywnie zwigzane z cechami sprzyjajacymi osigganiu wybitnych wynikoéw
sportowych (p=0.000026). Co wiecej, wsrod sportowcow nadreprezentowane sg warianty
promotorowe (HTR1B rs11568817 i HTR2C rs3813929), o ktorych wiadomo, ze zwigkszaja
ekspresje genow kodujacych receptory serotoniny (Duan i wsp., 2003; Yuan i wsp., 2000).
Wyniki badan podjetych nad genetycznymi podstawami regulacji emocji, zachowan lgkowych
1 motywacji w sytuacjach stresowych moga wykracza¢ poza charakterystyke szczego6lnej grupy
wybitnych sportowcow.

Dane otrzymane w rezultacie prowadzonych badan postuzyly do sporzadzenia w
Pracowni Neurogenetyki IMDIK PAN profilu wspotwystepowania polimorfizméw w genach
najsilniej zakorzenionych w badaniach sportu u dziesi¢ciu najwybitniejszych sportowcow
sportow sitowych i wytrzymatosciowych. Okazal si¢ on catkowicie nieinformatywny, jesli
chodzi o przewidywany poziom sportowy nosicieli poszczegdlnych genotypdéw (dane
niepublikowane). Podkresla to tezg, ze nie jest mozliwe przewidywanie fizjologicznych
predyspozycji organizmu na podstawie waskiego panelu wariantow zwigzanych w sposob
statystyczny z fenotypem. Obecnie zaktadamy, ze genotyp wybitnego sportowca wyznaczaé

moze panel kilkudziesigciu 1 wigcej polimorfizmow. Co bardziej prawdopodobne, nie mozna
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wykluczy¢ istnienia szeregu optymalnych profili, wynikajacych z kombinacji alleli r6znych
genow. I wreszcie, istotny wydaje si¢ by¢ dotad pomijany w analizach wptyw rzadkich
wariantow. Ten ostatni aspekt jest przedmiotem projektu grantowego NCN, w ktorego
realizacji uczestnicze, majacego na celu scharakteryzowanie wariantdow genomowych (w tym
strukturalnych) reprezentatywnej grupy najwybitniejszych polskich sportowcow: UMO-
2017/27/B/NZ7/00204.

5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Po ukonczeniu studiow na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu L.odzkiego,
rozpoczetam pracg na stanowisku asystenta a nastgpnie adiunkta w Zespole Kliniczno-
Badawczym Chorob Zwyrodnieniowych CUN Instytutu Medycyny Dos$wiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Uczestnictwo w realizacji 14 projektow grantowych
1 wspolpraca z innymi o$rodkami naukowymi daly mi mozliwo$¢ podjecia zrdznicowanej
tematyki badawczej, skoncentrowanej na poznawaniu genetycznego podtoza cech ztozonych,
rozumianych réwniez jako podatno$¢ na zachorowanie.

Projekt analizy molekularnego podtoza FTD, na ktorego realizacje¢ otrzymatam grant
promotorski, stal si¢ tematem mojej rozprawy doktorskiej wyrdznionej Stypendium
Naukowym L’Oreal Polska dla Kobiet i Nauki, we wspdtpracy z Polskim Komitetem ds.
UNESCO, Ministerstwem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz Polskag Akademig Nauk. W
latach 2005 1 2006 otrzymatam takze dwukrotnie stypendium krajowe Fundacji na Rzecz Nauki
Polskiej dla mtodych naukowcow.

Badania, w ktorych jednocze$nie uczestniczytam miaty na celu identyfikacje mutacji
przyczynowych, powodujacych wczesnoobjawowa posta¢ choroby Alzheimera. Rezultatem
prowadzonych prac byta identyfikacja czterech mutacji PSEN1 (H163R, M139V, P117R,
I213F) jednej PSEN2 (Q228L) i dwoch APP (T714A, V715A) u chorych z AD. Trzy ze
wspomnianych mutacji zostaty po raz pierwszy opisane w literaturze przedmiotu. Dwie nowe
mutacje PSEN1 (L226F i L424H) zidentyfikowano u os6b z fenotypem klinicznym
przypominajacym FTD. Jednoczesnie stwierdzono, ze wariant E318G PSEN1 nie jest
czynnikiem ryzyka AD i najprawdopodobniej nie wptywa na dtugo$¢ Zycia nosicieli. W ramach
prowadzonych projektow badawczych bralam wudziat w charakteryzowaniu obszarow
promotorowych wspomnianych genow, wykazujac np., ze warianty polimorficzne w regionie
5 UTR PSEN1 (wariant -22c/t oraz insercyjno/delecyjny w pozycji -2797, bedace w
nierownowadze sprzg¢zen) nie wptywaja na ryzyko zachorowania. Podobne wnioski wysunigto

dla wariantow 5’UTR PSEN2 (delA i insAC).
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Poza poszukiwaniem czynnikow sprawczych bralam wudzial w analizach
porownawczych czestosci wystepowania w grupie AD 1 grupie kontrolnej zmian
polimorficznych w genach: APOE, a2M, CatD, MPO, NOS3 oraz SIGMARL. W szeregu badan
potwierdzono istotny wpltyw jedynie polimorfizmu APOE na ryzyko zachorowania. Co wiecej,
w wyniku realizacji projektu badania polskich stulatkow (we wspotpracy z Migdzynarodowym
Instytutem Biologii Molekularnej i Komoérkowej, dr hab. M. Mossakowska) wykazano, ze
zarowno genotyp APOE 3/4, jak i allel APOE4 wystepowaly istotnie rzadziej w grupie 0osob
dlugowiecznych niz w grupie kontrolnej (65lat). Wskazano rowniez na wspotwystepowanie
polimorfizmow w genach ACE, AGT, ANP oraz AMPD1, jako czynnik istotnie zmniejszajacy
szanse osiggniecia dtugowiecznosci.

Dzigki wspolpracy z zespolem prof. Pawta P. Liberskiego (Zaktad Patologii
Molekularnej i Neuropatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi), uczestniczylam w
projekcie poszukiwania czynnikow ryzyka rozwoju AD w genach: PRNP, PRND, CYP46 oraz
APBB2. W rezultacie prowadzonych badan wykazano nadreprezentacje genotypow
homozygotycznych V/V i M/M kodonu 129 PRNP oraz genotypéw T/T i T/M kodonu 174
PRND u pacjentow LOAD w stosunku do kontroli. Jako czynnik ryzyka AD wytypowano
réwniez genotyp G/G wariantu intronowego 15754203 genu CYP46. Odnotowano takze wyzsza
czestosc allelu G rs17443013 genu APBB2 u pacjentow AD w wieku ponizej 70 roku zycia.
Udowodniono, ze jednoczesna obecno$¢ analizowanych czynnikow ryzyka zwigksza
czterokrotnie prawdopodobienstwo zachorowania, a w obecno$ci APOE4 ryzyko wzrasta
niemal 20-sto krotnie. Analiza polimorfizméw w obrgbie regionu promotorowego genu APOE:
—491 A/T (rs449647), —427C/T, (rs769446) i —219 T/G (rs405509), wykazata rowniez udziat
haplotypow APOE w tworzeniu ryzyka AD.

Wspoétpraca z Warszawskim Uniwersytetem Medycznym (dr hab. n. med. Beata
Zakrzewska-Pniewska), umozliwita mi udziat w badaniach nad podtozem genetycznym
stwardnienia rozsianego (SM, sclerosis multiplex). Analizy wykazaly nadreprezentacje allelu
G sekwencji promotorowej genu MPO: -463 (rs2333227) u chorych z SM. Genotyp G/G MPO
opisany zostal u 94% rodzinnych przypadkéw SM 1 zasocjowany z wigksza atrofia mozgu
obserwowang w obrazie MRI.

Dzigki $cistej wspotpracy klinicystow Poradni Alzheimerowskiej Kliniki Neurologii
Centralnego Szpitala Klinicznego MSWIA / IMDIK PAN oraz Pracowni Neurodegeneracji
moglam uczestniczy¢ w badaniach korelacji pomiedzy genotypem a fenotypem klinicznym
szeregu choréb neurozwyrodnieniowych CUN, zaréwno w odniesieniu do czynnikéw

sprawczych, jak i1 czynnikow ryzyka, takze w badaniach podtuznych (longitudinalnych).
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Dlugoterminowe badania warunkow sprzyjajacych konwersji  tagodnych zaburzen
poznawczych (MCI, mild cognitive impairment) do demencji podkreslity, ze pacjenci MCI
wykazujacy zaburzenia w innych domenach poznawczych, poza zaburzeniami pamigci byli
bardziej narazeni na rozwinigcie demencji. Wsrdéd osob konwertujacych opisano wyzszy
poziom homocysteiny i wyzszy odsetek nosicieli allelu APOE4 skorelowany z nizszym
poziomem f-amyloidu w plynie moézgowo-rdzeniowym. Natomiast sama manifestacja
zaburzen poznawczych nie wydawata si¢ by¢ zwigzana z genotypem APOE. Nie odnotowano
zalezno$ci miedzy polimorfizmem APOE a jakimkolwiek z ocenianych symptomow
behawioralnych, jak urojenia, halucynacje, depresja, zaburzenia aktywnos$ci, agresja czy
niepokdj.

Wobec udziatu podwyzszonego poziomu homocysteiny w procesie neuroegeneracji na
uwage zastuguje analiza polimorfizmu MTHFR C677T. Wariant ten nie r6znicuje pacjentow z
MCI, AD i PD od o0s6b zdrowych. Biorac jednak pod uwagg, ze genotyp T/T MTHFR sprzyja
hiperhomocysteinemi przy niskim st¢zeniu folianow, dieta bogata w foliany wydaje si¢ istotna
dla zachowania funkcji poznawczych u nosicieli genotypu T/T MTHFR.

Moja wspoélpraca z Centralnym Laboratorium Kryminalistycznym Policji w Warszawie
(dr M. Spdlnicka) oraz Matopolskim Centrum biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w
Krakowie (prof. W. Branicki) umozliwita oceng wpltywu szczegdlnych czynnikow
srodowiskowych, jak intensywny wysitek fizyczny oraz procesow patologicznych na markery
metylacyjne zwigzane z predykcja wieku i potencjalny ich wptyw na procesy starzenia. W
rezultacie prowadzonych badan wykazano zwigkszony poziom metylacji regiondéw
promotorowych genéw TRIM59 i KLF14, co jak si¢ wydaje, wskazuje wyzszy wiek biologiczny
sportowcow wzgledem ich wieku chronologicznego. Udziat produktéw biatkowych genow w
procesach nowotworzenia i prozapalnych sugerowa¢ moze, ze wyciszanie ich ekspresji
przyczynia si¢ do obserwowanej w badaniach epidemiologicznych zwigkszonej
przezywalno$ci sportowcOw oraz zmniejszonej statystycznie zachorowalnosci na choroby
sercowo-naczyniowe 1 nowotwory. Wyzszy poziom metylacji obu genéw opisano jednak
réwniez w grupie EOAD (natomiast nie w LOAD), wskazujac na ich znaczenie w proteostazie
oraz generowaniu sygnatu proapoptotycznego w odpowiedzi na uszkodzenia DNA.
Jednoczes$nie prowadzone w pracowni neurogenetyki badania, polegajace na profilowaniu
transkryptomu, przeprowadzone w hodowlach fibroblastow pochodzacych od 0s6b niosgcych
mutacje PSEN1, wykazaly silng deregulacje cyklu komérkowego i systemow naprawczych

DNA, w tym kluczowe znaczenie genu BRCAL.
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Od poczatku swojego zatrudnienia w Zespole jestem zaangazowana w organizacj¢ i
utrzymanie banku materialu genetycznego pochodzacego od pacjentow z chorobami
neurodegeneracyjnymi, liczacego obecnie niemal 7000 probek DNA. Przy wspotpracy z
Katedrg Teorii Sportu Akademii Wychowania Fizycznego w Warszawie (prof. J. Adamczyk)
oraz Katedrg Kryminologii i Medycyny Sadowej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie (prof. I. Sottyszewski) tworzytam rowniez bank DNA pochodzacego od ponad 600
najwybitniejszych polskich zawodnikéw (68% stanowia uczestnicy Mistrzostw Swiata i
Igrzysk Olimpijskich) oraz réwnolicznej grupy osob nieuprawiajgcych sportu.

Wyniki badan, w ktorych uczestniczytam w ramach realizacji 14 projektéw grantowych
zostaty opublikowane w postaci 32 prac oryginalnych o tacznym IF = 99.05 (wg bazy Web of
Science: liczba cytowan = 682; Hirsch index = 15), za 3 z nich przyznano Nagrod¢ Dyrektora
IMDIiK im M. Mossakowskiego PAN (w latach 2013 i dwukrotnie w roku 2014). Wyniki badan
przedstawione zostaty w postaci 41 doniesien na konferencjach migdzynarodowych oraz w
postaci 30 doniesien na konferencjach krajowych. Jestem wspotautorkg rozdziatdéw w dwoch
monografiach. Za prowadzone badania zostatam dwukrotnie wyrozniona przez Fundacj¢ na
Rzecz Nauki Polskiej. Za badania stanowigce przedmiot mojej rozprawy doktorskiej
otrzymatam Stypendium Naukowe L’Oreal Polska dla Kobiet i Nauki, we wspotpracy z
Polskim Komitetem ds. UNESCO, Ministerstwem Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz Polska
Akademig Nauk.

W ramach dziatalnosci dydaktycznej przygotowalam autorski program poswigcony
genetyce sportu i na jego podstawie przeprowadzitam w semestrze zimowym roku
akademickiego 2015/2016 cykl 10 wyktadow w ramach przedmiotu “Problemy i tendencje w
sporcie” dla studentow I roku studiow Il stopnia Akademii Wychowania Fizycznego im. Jozefa
Pitsudskiego w Warszawie. W roku 2018 prowadzitam wyktady popularyzujace nauke i

zdrowy styl zycia w ramach Festiwalu Nauki i na zaproszenie Uniwersytetu Trzeciego Wieku.
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