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STRESZCZENIE

1. STRESZCZENIE

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington's disease) jest postepujaca choroba
neurodegeneracyjng, spowodowang zwielokrotnieniem sekwencji trojki nukleotydowe;j
CAG w genie HTT. Mimo, ze liczba powtorzen CAG silnie koreluje z czasem wystapi-
enia objawOw choroby, obserwuje si¢ istotne roznice pomiedzy wiekiem zachorowania
(AOQ, ang. age of onset) u 0s6b z ta samg liczba powtorzen, nawet w obrgbie jednej
rodziny. Sugeruje to udzial innych czynnikéw modyfikujacych w przebiegu tego
schorzenia.

Patomechanizm $mierci neuronéw w HD nie zostal dotychczas ostatecznie poz-
nany. Z danych literaturowych wynika, ze w patogenezie chordéb neurodegeneracyjnych,
zwigzanych z ekspansjg powtorzen trdjnukleotydowych istotne znaczenie odgrywaja
zmiany epigenetyczne, zwlaszcza metylacja DNA oraz histonow. Jak dotad nie opub-
likowano wynikow badan wskazujacych, czy stopien metylacji genu H7T jest czyn-
nikiem modyfikujacymi przebieg kliniczny HD.

Glownym celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie, czy u pacjentow
z chorobg Huntingtona dochodzi do nieprawidlowej metylacji genu HTT w DNA,
pochodzacym z komoérek krwi obwodowe;j, a takze okres$lenie zwigzku pomiedzy stop-
niem metylacji tego genu a wybranymi parametrami molekularnymi 1 klinicznymi
choroby. W ramach poszukiwan wptywu metylacji DNA na przebieg HD przeprowad-
zono rowniez analizy kliniczne, polegajace na ocenie udzialu wybranych czynnikow
w zmienno$ci AOO, w grupie polskich pacjentow z chorobg Huntingtona. Czynniki te
obejmowaly: liczb¢ powtorzen CAG w zmutowanym allelu H7T ((CAG),), rodziciel-
skie pochodzenie zmutowanego allela, wystgpowanie choroby u rodzica oraz wiek
zachorowania rodzica.

Material do analiz klinicznych stanowity dane, dotyczace 452 objawowych
pacjentdow z chorobg Huntingtona, u ktoérych okre§lono wiek zachorowania oraz
(CAQG)n. Dane te otrzymano z pieciu osrodkow w Polsce, nalezacych do Europejskiej
Sieci Choroby Huntingtona (EHDN, ang. European Huntington's Disease Network).
W analizie statystycznej zastosowano jedno- i wieloczynnikowe modele regresji lin-

iowej.
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Badanie profilu metylacji genu HTT przeprowadzono w DNA, wyizolowanym
z krwi obwodowej, za pomocg dwoch technik molekularnych. Metodg trawienia DNA
metylospecyficznym enzymem restrykcyjnym i ilosciowa reakcja tancuchowa polimer-
azy (MSRE-qPCR, ang. methylation-sensitive restriction enzyme — quantitative poly-
merase chain reaction) zbadano stopien metylacji czterech wybranych dinukleotydow
CpG w grupie 151 pacjentéw z HD oraz 117 zdrowych ochotnikéw. Dodatkowo, u 32
pacjentow oraz u 16 os6b zdrowych okre§lono stopien metylacji 58 dinukleotydéw CpG
w obrebie genu HTT, za pomocg mikromacierzy Infinium HumanMethylation450
BeadChip firmy Ilumina.

W badanej grupie 452 pacjentow z choroba Huntingtona zmienna (CAG),
wyjasniata 75,1% zmiennosci w wieku zachorowania, natomiast w grupie chorych
z (CAG)a < 50 — 54,3%. Nie wykazano, aby pte¢ rodzica od ktérego pacjent dziedziczy
zmutowany allel, obok (CAG),, istotnie wptywala na wiek zachorowania pacjenta.
W obu grupach wykazano statystycznie istotng zaleznos¢ wieku zachorowania od obec-
nosci choroby u rodzica, bez wzgledu na jego pte¢, jak réwniez od wieku zachorowania
rodzica.

Podczas przeprowadzania badan molekularnych metoda MSRE-qPCR
wykazano, ze w reakcji qPCR stosowanie DNA nietrawionego (jako referencyjnego)
wigze si¢ z uzyskiwaniem zawyzonych wynikéw poziomu metylacji DNA, co moglo
wynika¢ z r6znic we fragmentacji DNA probek badanych i probek kontrolnych. Na tej
podstawie zmodyfikowano protokét badawczy i jako DNA referencyjny zastosowano
DNA trawiony enzymem restrykcyjnym, ktérego miejsce trawienia nie znajdowato si¢
w obrebie zadnego z badanych amplikondw. Opracowana modyfikacja umozliwia
bardziej precyzyjny pomiar iloSciowy produktéw w reakcji qPCR, przez uzyskanie
zblizonego stopnia fragmentacji probek DNA badanego i referencyjnego.

Badanie profilu metylacji genu H7T nie wykazato istotnych réznic pomigdzy
$rednim poziomem metylacji tego genu w grupie pacjentow z HD i w grupie osob
zdrowych. Nie wykazano istotnej korelacji miedzy stopniem metylacji badanych dinuk-
leotydow CpG a wybranymi parametrami molekularnymi 1 klinicznymi choroby Hunt-
ingtona, ktore obejmowaly: wiek pacjenta, jego ple¢, czas trwania choroby, liczbe

powtorzenh CAG w zmutowanym allelu H7T oraz punktacj¢ w skalach zaawansowania
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zaburzen ruchowych i1 zaburzen funkcjonowania. Stwierdzono istotng zalezno$¢ wieku
zachorowania od poziomu metylacji jedynie w obrebie dinukleotydu nr cg05874888
w mikromacierzy Infinium (Ilumina), zlokalizowanego na brzegu wyspy CpG, w pro-
motorze genu H1T (ang. CpG shore). Z uwagi na matg liczbe analizowanych chorych,
potwierdzenie istnienia takiej zaleznosci wymaga przeprowadzenia dalszych badan.
Wyniki niniejszej rozprawy doktorskiej nie wskazujg na wystepowanie zaburzen
metylacji genu HTT w DNA, pochodzacym z krwi obwodowej pacjentow z choroba
Huntingtona. W pracy nie wykazano rowniez, aby imprinting genomowy mial wptyw na
przebieg tej choroby. Zgodnie z literaturg, w badanej grupie polskich pacjentow
z chorobg Huntingtona liczba powtoérzen CAG wyjasnia znaczng czg$¢ zmiennos$ci
w wieku zachorowania. Nie mozna wykluczy¢, ze za czgs$¢ rezydualnej zmiennoS$ci
w AOO odpowiadaja modyfikacje epigenetyczne, takie jak poziom metylacji DNA
w obrebie brzegu wyspy CpG w promotorze HTT, jednak potwierdzenie ich udzialu
wymaga dalszych badan. W celu identyfikacji ewentualnych, tkankowo-specyficznych
zaburzen metylacji genu HTT oraz ich zwigzku z przebiegiem klinicznym choroby
Huntingtona wskazane jest okreslenie profilu metylacji tego genu w tkankach, ktére

ulegaja w najwiekszym stopniu degeneracji w HD, takich jak tkanka nerwowa.



ABSTRACT

1.1. ABSTRACT

Huntington’s disease (HD) is a progressive neurodegenerative disorder, caused
by an abnormal expansion of the trinucleotide CAG tandem repeat in the H7T gene.
Although age of onset (AOO) of the disease is strongly associated with the length of
CAG expansion ((CAG)n), a considerable variation in the AOO has been observed be-
tween individuals carrying the same (CAG), numbers. This observation suggests that
there are other factors modifying the phenotype of the disease that remain still unex-
plained.

The mechanism of neuronal dysfunction in Huntington’s disease is still poorly
understood. Epigenetic modifications such as DNA and histone methylation have been
found to play an important role in the pathogenesis of neurodegenerative disorders, as-
sociated with expanded trinucleotide repeats. However, it seems that the association of
HTT gene methylation with age of onset and clinical progression in Huntington’s dis-
ease has never been investigated.

The aim of the study was to analyse the pattern of DNA methylation within the
HTT gene and its association with selected molecular and clinical features of Hunting-
ton’s disease. Additionally, to identify possible epigenetic mechanisms, that modify the
phenotype of the disease, the impact of several factors on the variability of AOO has
been determined. These factors included: CAG repeat length in the mutated allele, sex
of the affected parent, presence of HD in a parent, and parental age of onset.

Clinical data were obtained from 452 patients with Huntington’s disease,
in whom the age of onset and CAG repeat length in the mutated allele were determined.
Data were collected from five Polish centres, belonging to European Huntington’s Dis-
ease Network (EHDN). The impact of selected clinical factors on the variability of AOO
was analysed using simple and multiple linear regression models.

The examination of H7T methylation pattern was conducted with two molecular
methods. Using methylation sensitive restrictive enzyme digestion, followed by quanti-
tative polymerase chain reaction (MSRE-qPCR) DNA methylation level was deter-
mined within four selected CpG dinucleotides (CpGs), in the group of 151 HD patients

and 117 controls. Additionally, in the group of 32 patients and 16 controls, methylation
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status of 58 CpGs was assessed by Infinium HumanMethylation450 BeadChip Assay
(Ilumina).

In the group of 452 Polish patients with Huntington’s disease the number of
CAG repeats in the mutated allele explained 75,1% of the variation in age of onset,
while in the group of patients with (CAG)a < 50 — 54,3%. Sex of the affected parent did
not add significantly to the residual variation in AOO, not explained by (CAG)u. In both
groups a significant effect of the parental age of onset and the presence of HD in a par-
ent on residual variation in AOO was identified.

While performing MSRE-qPCR molecular analyses a high overestimation of
DNA methylation levels was observed if mock-digested samples were applied as the
reference. This observation could result from the differences in the fragmentation of ge-
nomic DNA templates. The application of an alternative positive reference — DNA
digested with a restriction enzyme that does not cut the examined amplicon, improved
the PCR performance and the accuracy of quantitation. This approach results in normal-
ized fragmentation of genomic DNA templates, so that the fragmentation of tested and
control DNA templates is comparable.

The results of MSRE-qPCR and microarray analyses did not show significant
differences between the average DNA metylation levels in HD patients and healthy con-
trols. No significant correlations were observed between methylation level of selected
CpGs and clinical and molecular features of Huntington’s disease, which included: age
of the patient, gender, disease duration, number of CAG repeats in the mutated allele,
motor and functional scores. A significant impact of DNA methylation level on AOO
was observed only for the cg05874888 in the Infinium microarray, located within the
CpG shore in the HTT promoter. However, due to a small sample size, the presence of
such association needs to be confirmed in a larger group of HD patients.

The results of performed analyses did not reveal an aberrant pattern of H77 gene
methylation in Huntington’s disease, as well as the involvement of genetic imprinting in
the pathogenesis of the disease. In the examined group of Polish patients with HD,
a dominant impact of CAG repeat lenght in the mutated allele on the age of onset was
confirmed. The role of epigenetic modifications, such as DNA methylation within the

CpG shore in the HTT promoter in the residual AOO variation cannot be excluded,
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however it requires further studies. Examination of possible aberrations in H77T gene
methylation and the role of H7TT metylation in the pathogenesis of Huntington’s disease

is indicated in tissues, that are mostly affected in HD, such as neural tissue.

10
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2. WYKAZ SKROTOW

Geny i bialka

ADORA?2 adenosine A 4 receptor

ATXN?2 ataxin-2

BDNF brain derived neurotrophic factor

CBP CREB binging protein

CCND?2 G1/S-specific cyclin D2 gene

DFFB DNA fragmentation factor, 40-KD, beta subunit
DNMT DNA methyltransferase

ESET erg-associated protein with set domain

FMRI fragile X mental retardation 1

FXN frataxin

GRIK2 glutamate receptor, ionotropic, kainate 2
GRIN24 glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 24
GRIN2B glutamate receptor, ionotropic, N-methyl-D-aspartate, subunit 2B
HAPI huntingtin-associated protein 1

HDAC histone deacetylase

HTT huntingtin

HYPB huntingtin interacting protein B

MAP2K6 mitogen-activated protein kinase kinase 6
MAP3KS mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5
MBD2 methyl-CpG binding domain protein 2

MECP2 methyl-CpG binding protein 2

MGMT O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
MTHFR 5, 10-methylenetetrahydrofolate reductase

NES nestin

PAX6 paired box gene 6

PCR2 polycomb repressive complex 2

PPARGCIA peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
RASSF1A4 ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1
UCHLI ubiquitin carboxyl-terminal esteras L1

VMAT?2 vesicular monoamine transporter 2

11
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Jednostki chorobowe

ALS stwardnienie zanikowe boczne (amyotrophic lateral sclerosis)

FA ataksja Friedreicha (Friedreich ataxia)

FraX zespot tamliwego chromosomu X (fragile X syndrome)

HD choroba Huntingtona (Huntington s disease)

JHD posta¢ mtodziencza choroby Huntingtona (posta¢ Westphala; juvenile HD)
SCA ataksja rdzeniowo-moézdzkowa (spinocerebellar ataxia)

Skale oceny zaawansowania choroby Huntingtona

szpitalna skala Ieku i depresji (self-report-based Hospital Anxiety and De-

HADS-SIS pression Scale combined with the Snaith Irritability Scale)

HVLT-R test Uczenia si¢ Materiatu Werbalnego Hopkinsa zrewidowany (Hopkins
Verbal Learning Test)

PBA skala zaburzen behawioralnych (Problem Behaviours Assessment)

SDMT Symbol Digit Modalities Test

SF skala funkcjonowania

TFC skala ogolnej sprawnosci funkcjonalnej (7otal Functional Capacity)

TMS skala oceny zaburzen ruchowych (7otal Motor Score)

UHDRS The Unified Huntington s Disease Rating Scale

Metody laboratoryjne

HPCE wysokosprawna elektroforeza kapilarna (high-performance capillary elec-
trophoresis)

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa (high-performance liquid chro-
matography)

MeDIP immunoprecypitacja metylocytozyny (methylated DNA immunoprecipitation)

metylo-specyficzna amplifikacja multiplex zalezna od ligacji sond moleku-
MS-MLPA larnych (methylation-sensitive multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion)

MSP metylo-specyficzny PCR (methylation-specific PCR)

trawienie DNA metylospecyficznym enzymem restrykcyjnym i reakcja

MSRE-PCR tancuchowa polimerazy (methylation-sensitive restriction enzyme PCR)

trawienie DNA metylospecyficznym enzymem restrykcyjnym i ilo§ciowa
MSRE-qPCR  reakcja lancuchowa polimerazy (methylation-sensitive restriction enzyme

quantitative PCR)
NGS sekwencjonowanie nastepnej generacji (next generation sequencing)
PCR reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)
PCR ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy, reakcja PCR w czasie rzeczy-
4 wistym (quantitative PCR, real-time PCR)
TLC chromatografia cienkowarstwowa (thin layer chromatography)
WGBS sekwencjonowanie catego genomu po reakcji z wodorosiarczynem sodu

(Whole-genome bisulfite sequencing) 12
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Zwiazki chemiczne

(CAG) liczba powtorzen trojnukleotydu cytozyna - adenina - guanina

(CGG)n liczba powtorzen trojnukleotydu cytozyna -guanina - guanina

5mC 5-metylocytozyna

ADP adenozyno-5'-difosforan (adenosine diphosphate)

ATP adenozyno-5'-trifosforan (adenosine triphosphate)

CAG trojnukleotyd cytozyna - adenina - guanina

CGG trojnukleotyd cytozyna - guanina - guanina

CpG dinukleotyd cytozyna-guanina (C-phosphate-G)

ddH>O woda podwdjnie destylowana

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyribonucleic acid)

GABA kwas y-aminomastowy (gamma-aminobutyric acid )

miRNA mikro-RNA (microRNA)

ncRNA niekodujace czasteczki RNA (non-coding RNA)

RNA kwas rybonukleinowy (ribonucleic acid)

siRNA krotki interferujgcy RNA (small interfering RNA)

Pozostale skroty

ACt r6znica w cyklu granicznym w ilo§ciowej reakcji tancuchowej polimerazy

n mikro

3’UTR region nieulegajacy translacji 3 (3’ untranslated region)

5’UTR region nieulegajacy translacji 5° (5 'untranslated region)

ANOVA analiza wariancji (analysis of variance)

AOMO wiek, w ktorym u pacjenta pojawily si¢ pierwsze zaburzenia ruchowe (age of
motor onset)

AOO wiek zachorowania (age of onset)

ASE specyficzna wzgledem allelu ekspresja genu (allele-specific expression)

ASM specyficzna wzgledem allelu metylacja DNA (allele-specific methylation)

DMRs regiony o odmiennym poziomie metylacji DNA (differentially methylated
regions)

EHDN Europejska Sie¢ Choroby Huntingtona (European Huntington's Disease
Network)

F wartos¢ statystyki F

FDA Agencja Zywnosci i Lekow (Food and Drug Administration)

H3K4me3 trimetylacja lizyny w pozycji 4 histonu H3

H3K9m3 trimetylacja lizyny w pozycji 9 histonu H3

LINE long interspersed elements
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MBD

miRISC

R2
ORF

pz

I.Z.

RISC

SNP

TBZ
UCK
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logarytm naturalny

domena rozpoznajgcg symetrycznie zmetylowane dinukleotydy CpG (ang.
methyl-CpG-binding domain)

indukowany przez miRNA kompleks wyciszajacy (microRNA induced silenc-
ing complex)

liczebno$¢ grupy

wspotczynnik determinacji

otwarta ramka odczytu (open reading frame)
poziom istotnosci

par zasad

rok zycia

indukowany przez RNA kompleks wyciszajacy (RNA induced silencing com-
plex)

polimorfizm pojedynczego nukleotydu (single nucleotide polymorphism)
wartos$¢ statystyki t
tetrabenazyna

Uniwersyteckie Centrum Kliniczne
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3. WSTEP

3.1. Choroba Huntingtona (HD)

3.1.1. Epidemiologia

Choroba Huntingtona (HD, ang. Huntington s disease) jest postgpujaca choroba
neurodegeneracyjng dziedziczong w sposob autosomalny dominujacy, spowodowang
mutacja dynamiczng w obrgbie genu HTT (IT15). Rozpowszechnienie choroby na
Swiecie jest zroéznicowane 1 w zalezno$ci od regionu geograficznego miesci si¢
w granicach od 0.1 do 15 przypadkow na 100 000 mieszkancow. Najwyzsza czestosé
wystepowania HD obserwuje si¢ w rejonie jeziora Maracaibo w Wenezueli, co jest
prawdopodobnie wynikiem efektu zalozyciela. Poza tym wysoki wspolczynnik
chorobowosci, przekraczajacy 5/100 000, wystepuje w Ameryce Potnocnej, Europie
1 Australii. Wsrdd czesci krajow europejskich moze on wynosi¢ nawet 15/100 000.
U rdzennych mieszkancow Azji Wschodniej 1 Afryki choroba Huntingtona wystepuje
rzadko, z szacowang czestoscig nieprzekraczajacg 1/100 000 [Pringsheim i1 wsp., 2012].
Z danych literaturowych wynika, ze obserwowane roznice etniczne w rozpowszechnie-
niu HD moga wynika¢ z przynaleznos$ci do okreslonych haplogrup mitochondrialnych,
ktore sa korelowane ze $rednig liczba trojnukleotydowych powtdrzen CAG w genie
HTT [Warby 1 wsp., 2011].

Szacuje si¢, ze w Polsce zyje prawie 4 000 nosicieli mutacji w genie HTT.
Wedtug danych Europejskiej Sieci Choroby Huntingtona (EHDN, ang. European Hunt-
ington's Disease Network) do sierpnia 2014 roku w badaniu REGISTRY EHDN zostato
zarejestrowanych 961 polskich pacjentéw, co klasyfikuje Polske na pigtym miejscu pod
wzgledem liczby uczestnikow tego badania w Europie [Zielonka i wsp., 2014].

Pomimo znacznego wzrostu rozpoznawalnosci choroby i1 dostgpnosci badan
genetycznych, diagnostyka choroby Huntingtona pozostaje nadal wyzwaniem dla
lekarzy réznych specjalnosci. Przewiduje si¢, ze liczba zachorowan bedzie wzrastaé
w kolejnych latach, co jest zwigzane ze starzeniem si¢ populacji, a takze obser-
wowanym wzrostem czgsto$ci mutacji de novo w genie HT'T. Wzrost zachorowan doty-

czy¢ bedzie gtdownie postaci o pdznym poczatku, charakteryzujacej si¢ tagodniejszym
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fenotypem, z dominujacymi w obrazie klinicznym zaburzeniami poznawczymi [Falush

1 wsp., 2001].
3.1.2. Podloze molekularne

W 1983 roku zespdt naukowcodw pod kierownictwem Jamesa Gusella zidenty-
fikowat locus genu choroby Huntingtona w ramionach krotkich chromosomu 4 [Gusella
1 wsp., 1983]. Dziesie¢ lat pozniej, na podstawie wynikow badan duzej grupy chorych
z Wenezueli, zmapowano gen /715 w locus 4pl16.3 i opisano molekularne podioze
mutacji prowadzacej do rozwoju HD [The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993]. Gen IT15, obecnie nazywany genem H77, koduje bialtko zwane hunting-
tyng. U pacjentow z HD wystgpuje zwigkszona liczba powtorzen trojnukleotydu CAG
((CAG)n) w pierwszym eksonie genu HT7T, co wyraza si¢ wydluzeniem poligluta-
minowego fancucha na N-koncu biatkowego produktu. Prawidlowa liczba CAG nie
przekracza wartosci 35. U osob z (CAG)n w zakresie 27-35 nie dochodzi do rozwoju
HD, lecz istnieje ryzyko wystapienia choroby u potomstwa [Semaka i wsp., 2006].
Wynika to z faktu, ze allele te (zwane posrednimi) charakteryzuja si¢ niestabilno$cig
1 moze dojs¢ do ich wydtuzenia w czasie gametogenezy. Allele z liczbg CAG pomigdzy
36 a 39 sg allelami o niepetnej penetracji 1 u czgsci oséb moga ujawnic si¢ fenotypowo.
W przypadku liczby powtorzen réwnej lub wiekszej od 40 penetracja genu jest pelna
(ryc. 1). U okoto 90% pacjentéw z choroba Huntingtona stwierdza si¢ (CAG). w zakre-
sie 40—55 [Shoulson i Young, 2011].

\\ // > 40- allele o pelnej penetracji
. (CAG), 36-39- allele o niepelnej penetracji
\ / 27-35- allele posrednie

\ < 27- allele prawidlowe

\\
\» /
\ ) /

b \ 4
L4

5UTR promotor | ekson1 HTT 3°UTR

Ryc.1. Schemat budowy genu HTT z uwzglednieniem zakresow liczby powtorzen trdjnukleoty-
gowych CAG ((CAG)n), zlokalizowanych w pierwszym eksonie genu. UTR — ang. untranslated
region
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Wiek, w ktorym pacjenci zaczynaja prezentowac¢ objawy HD koreluje z liczba
powtorzen CAG w nieprawidtowym allelu, to znaczy im wigcej jest tych powtdrzen tym
choroba ujawnia si¢ wczes$niej 1 ma cigezszy przebieg [Wexler i wsp., 2004; Ravina
1 wsp., 2008]. Zwigkszenie liczby CAG podczas przekazywania zmutowanego genu
potomstwu odpowiada za zjawisko antycypacji, ktore jest czesto obserwowane w HD.
Antycypacja polega na wczesniejszym poczatku objawdw i cigzszym przebiegu klin-
icznym choroby w kolejnych pokoleniach 1 w przypadku HD wynika z niestabilnosci
powtdrzen CAG w czasie gametogenezy. Zjawisko to wystepuje czesciej w trakcie
spermatogenezy. W wigkszosci przypadkow, duze ekspansje, prowadzace do
mtodzienczej postaci choroby (JHD, ang. juvenile HD) stwierdza si¢ w potomstwie

chorych mezczyzn [Gonzalez-Alegre i Afifi, 2006].

3.1.3. Toksyczno$¢ zmutowanej huntingtyny

Rola nieprawidlowej huntingtyny w patogenezie zmian neurodegeneracyjnych
w HD nie zostata ostatecznie poznana. Huntingtyna (HTT) jest bialkiem o zlozonej,
cho¢ nie w petni znanej funkcji, wystepujacym w jadrze i cytoplazmie komorek réznych
tkanek [Hoogeveen 1 wsp., 1993]. Uwaza sig, ze w warunkach fizjologicznych bialko to
odgrywa szczegolng role w embriogenezie uktadu nerwowego. HTT w jadrze
komoérkowym wiaze si¢ z licznymi czynnikami transkrypcyjnymi, dziatajac jako regula-
tor transkrypcji [Kegel 1 wsp., 2002]. W cytoplazmie komoérek tworzy kompleksy
z licznymi biatkami, miedzy innymi z mikrotubulami [Gauthier 1 wsp., 2004]. Do
potencjalnych zadan HTT nalezy udzial w transporcie wewnatrzkomorkowym,
przekaznictwie synaptycznym, endocytozie, procesach wydzielniczych i podzialach
komorkowych [Ralser 1 wsp., 2005; Godin i wsp., 2010].

W wyniku mutacji dynamicznej w genie H77T, w zmutowanym biatku dochodzi
do zwielokrotnienia powtorzen poliglutaminowych. Biatko to tworzy nieprawidlowa
strukture drugorzedowa [-harmonijki, a nastepnie ulega wzmozonej proteolizie,
prowadzacej do powstania krotkich, N— i1 C— koncowych fragmentow [Kim, 2013]. Pro-
dukty proteolizy zmutowanej huntingtyny maja tendencj¢ do wzmozonej agregacji
1 tworzenia inkluzji cytoplazmatycznych i1 jadrowych. Produkty te zaburzaja funkcje

komorek poprzez ztozone mechanizmy, miedzy innymi hamowanie transkrypcji genow,
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nieprawidlowe interakcje z biatkami, zaburzenia gospodarki wapniowej, uszkodzenie
mitochondriéw 1 stres oksydacyjny [Smith 1 wsp., 2009; Szlachcic 1 wsp., 2015].
W patogenezie zmian neurodegeneracyjnych podkresla si¢ rowniez udziat transkryptu
genu HTT, zawierajacego nieprawidlowa liczbe powtorzen trojnukleotydowych.
Udowodniono, ze w chorobach poliglutaminowych zmutowany RNA tworzy toksyczne
wewnatrzjadrowe agregaty [Li i wsp., 2008; de Mezer i wsp., 2011]. Ostatecznie,

w wyniku tych ztozonych mechanizméw dochodzi do apoptozy lub nekrozy komorki.
3.1.4. Obraz neuropatologiczny

Zaburzenia funkcji i struktury neurondéw u pacjentow z HD udokumentowano
juz 10 lat przed szacowanym poczatkiem objawow ruchowych, wynikajagcym z liczby
powtorzen CAG. Za pomocg zaawansowanych technik obrazowych u pacjentow prze-
dobjawowych wykazano zmiany w objgtosci mozgowia, obejmujace zanik jader pod-
stawy, Scieczenie kory moézgowej i istoty biatej podkorowej [Tabrizi 1 wsp., 2009;
ryc. 3]. Proces neurozwyrodnieniowy w chorobie Huntingtona obejmuje poczatkowo
wzglednie selektywne uszkodzenie neurondw jadra ogoniastego i skorupy. Degeneracji
ulegaja w najwickszym stopniu GABA-ergiczne neurony kolcowe drogi posredniej
uktadu pozapiramidowego, co stanowi podstawe do rozwoju plasawicy. Neurony
posrednie prazkowia sg w znacznej mierze zaoszczgdzone. Z czasem postepujacy zanik
1 glioza obejmuja rowniez neurony kolcowe drogi bezposredniej, a takze inne struktury
osrodkowego uktadu nerwowego, w tym istote czarng siatkowata, wzgorze, hipokamp,
jadra glebokie moézdzku i kore moézgowa. W zaawansowanych stadiach choroby
u pacjentéw obserwuje si¢ uogolniony zanik korowo-podkorowy [Hadzi i wsp., 2012].

Dotychczas nie wyjasniono mechanizmu, w jakim zmutowana huntingtyna
uszkadza w najwiekszym stopniu neurony osrodkowego uktadu nerwowego,
z réwnoczesnym wzglednym zaoszczedzaniem innych tkanek. Wykazano, Ze biatko
HTT ulega ekspresji w wielu tkankach czlowieka 1 innych ssakow [Li 1 wsp., 1993].
Poczatkowo uwazano, ze objawy pozanerwowe, takie jak utrata masy ciata
1 meczliwo$¢ migéni wynikajg posrednio z uszkodzenia mozgu. W ostatnich latach
opublikowano jednak liczne doniesienia, wskazujace na bezposrednie uszkodzenie

tkanek obwodowych przez produkty proteolizy zmutowanej huntingtyny. W badaniach
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neuropatologicznych modeli zwierzgcych stwierdzono obecno$¢ charakterystycznych
inkluzji wewnatrzkomorkowych HTT w tkankach obwodowych. Wykazano réwniez
cechy dysfunkcji mitochondriéw i zaburzenia transkrypcji wielu genow w liniach
komoérkowych, pochodzacych od pacjentdéw 1 myszy transgenicznych [Luthi-Carter
1 wsp., 2002; Panov i wsp., 2002; Almeida i wsp., 2008]. Objawy kliniczne, ktére moga
wynika¢ z bezposredniego uszkodzenia tkanek obwodowych obejmuja, migdzy innymi
utrate masy ciata, meczliwo$¢ migséni, zanik jader u mezczyzn, osteoporoze i zaburzenia

immunologiczne [van der Burg i wsp., 2009].
3.1.5. Przebieg kliniczny choroby

U nosicieli mutacji w genie HTT pierwsze objawy kliniczne choroby wystepuja
najczesciej w wieku 35-44 lat, chociaz mozliwe jest ich ujawnienie si¢ pomiedzy pier-
wszym a nawet 80 rokiem zycia. W przypadku zachorowania przed ukonczeniem 20 lat
choroba jest definiowana jako posta¢ miodzienhcza HD (Westphala). Posta¢ ta dotyczy
5-10% nosicieli mutacji i charakteryzuje si¢ odmiennym obrazem klinicznym. U okoto
25% pacjentdw pierwsze symptomy wystepuja po 50 roku zycia, co jest zazwyczaj
zwigzane z tagodniejszym fenotypem choroby [Bates i wsp., 2015].

Ustalenie wieku zachorowania (AOO, ang. age of onset) jest trudne, bowiem
pacjenci moga prezentowac dyskretne objawy prodromalne wiele lat przed pojawieniem
si¢ typowych zaburzen ruchowych. AOO definiuje si¢ jako moment, w ktorym nosiciel
mutacji w genie H7T rozwija jednoznaczne, niewytlumaczalne innymi przyczynami
objawy choroby Huntingtona [Orth i Schwenke, 2011]. Najbardziej wiarygodne jest
oszacowanie wieku zachorowania, gdy u pacjenta pierwsza manifestacja choroby sa
ruchowe objawy pozapiramidowe [Hogarth i wsp., 2005]. Naturalny przebieg HD
obejmuje wystepowanie fazy przedobjawowej, prodromalnej 1 objawowej [Ross 1 wsp.,
2014; ryc. 2]. Na podstawie obrazu klinicznego wyroznia si¢ cztery podstawowe grupy
objawow klinicznych, tj.: objawy ruchowe, poznawcze, behawioralne i psychiatryczne.
W okresie prodromalnym moga wystapi¢ dyskretne zmiany osobowosci, drazliwos¢,
obnizenie nastroju, utrata masy ciala oraz tagodne deficyty poznawcze. Czgsto obserwu-
je si¢ rowniez zaburzenia koordynacji ruchowej i nieprawidlowos$ci sakadycznych

ruchow galek ocznych [Stawek 1 wsp., 2013]. U 2/3 liczby pacjentow pierwsze typowe
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objawy HD, pozwalajace na postawienie diagnozy klinicznej, to zaburzenia ruchowe
pod postacig plasawicy. U pozostatej 1/3 liczby chorych pierwsza manifestacjg choroby
sa objawy psychiatryczne [Bates i wsp., 2015].

Diagnoza na podstawie objawow

ruchowych )
100% — Zaburzenia ruchowe
Zdolnosci
funkcjonowania
Zaburzenia poznawcze/
otepienie
Plasawica
0 | / |
Przedobjawowa Prodromalna Objawowa
Fazy choroby: wczesna umiarkowana zaawansowana
. I
Wiek (lata) 45

Ryc. 2. Naturalny przebieg choroby Huntingtona. U pacjentéw przedobjawowych nie obserwuje
si¢ objawow HD. W fazie prodromalnej moga wystepowacé dyskretne zaburzenia ruchowe,
psychiatryczne i1 behawioralne, ktore poprzedzaja postawienie diagnozy choroby, opartej
gtéwnie na charakterystycznych ruchach plasawiczych. W fazie objawowej HD do objawow
plasawicy dotaczaja stopniowo inne zaburzenia ruchowe oraz postepujace deficyty poznawcze
[schemat wg Ross i wsp., 2014].

3.1.5.1. Zaburzenia ruchowe

Objawy choroby ruchu w HD mozna ogolnie podzieli¢ na dwie grupy. Pierwsza
grupa obejmuje ruchy mimowolne, z ktorych najbardziej charakterystyczna jest plasaw-
ica. Do drugiej grupy naleza zaburzenia ruchow dowolnych, w tym miedzy innymi
zaburzenia koordynacji ruchowej 1 bradykinezja. Wczesne objawy motoryczne

w HD obejmuja zaburzenia koordynacji i niezgrabno$¢ ruchéw, nadmierne gesty
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1 manieryzmy. W badaniu ruchomosci gatek ocznych obserwuje si¢ wydhluzenie latencji
dowolnych sakad oraz zaburzenia ptynnosci wodzenia oczami za przedmiotem, czgsto
spowodowane przez wtracane sakady. Charakterystyczna jest niemoznos$¢ utrzymania
wykonywanych ruchdow, na przyklad wysunigtego z ust jezyka lub uscisku dloni.
U wigkszosci pacjentow, pierwszym objawem ruchowym zauwazalnym przez chorego
lub jego otoczenie jest plasawica. Poczatkowo ma ona charakter ogniskowy, z dalsza
tendencja do uogodlniania si¢. Ruchy plasawicze nasilajg si¢ w ciggu pierwszych
dziesigciu lat objawowej HD, wystepuja trwale podczas okresOw czuwania pacjenta
1 nasilajg si¢ pod wplywem stresu. Plagsawica powoduje niestabilno$¢ postawy ciata
i chodu, prowadzac niekiedy do upadkéw i obrazen ciata. Wraz z postepem choroby
dotaczaja si¢ takze inne zaburzenia pozapiramidowe, dotyczace zaréwno ruchow
dowolnych jak i mimowolnych. Objawy te obejmujg ruchy dystoniczne, mioklonie,
oczoplas optokinetyczny, dyzartri¢, hipofoni¢, spowolnienie ruchowe i sztywno$¢
migéni. W zaawansowanych stadiach choroby ruchy plasawicze zanikaja, a w obrazie
klinicznym zaznacza si¢ przewaga objawOw parkinsonowskich. Wystepuje dysfagia,
afazja, cigzka bradykinezja oraz znaczny niedobor masy ciata. W badaniu fizykalnym
pacjentdow w pdznych stadiach HD, obok objawow pozapiramidowych, zaznaczone sa
roOwniez objawy piramidowe, takie jak klonus, spastyczno$¢ i objaw Babinskiego
[Stawek 1 wsp., 2013]. W postaci mlodzienczej parkinsonizm dominuje w obrazie klin-
icznym od poczatku choroby. Dodatkowo moga wystepowaé objawy, ktorych nie
obserwuje si¢ w klasycznej postaci, takie jak: op6znienie rozwoju psychoruchowego,
napady padaczkowe, nasilone objawy moézdzkowe 1 szybka progresja zaburzen poznaw-

czych [Nance i Myers, 2001].
3.1.5.2. Zaburzenia funkcji poznawczych

U nosicieli mutacji w genie HTT mozna zaobserwowaé dyskretne obawy poz-
nawcze juz 9-15 lat przed klinicznym rozpoznaniem HD. Zaburzenia te charakteryzuja
si¢ stopniowa, nieuchronng progresja w czasie. Poczatkowo obejmujg najczescie)
uposledzenie funkcji wykonawczych, takich jak inicjowanie dziatan, organizowanie
1 ustalanie ich celow, dostrzeganie btedoéw oraz przerzutnos¢ uwagi. U pacjentdéw wys-

tepuje uposledzona elastyczno$¢ myslenia, czyli gotowos¢ do zmiany sposobu myslenia
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w danej sytuacji. Zaburzenia pamigci dotycza gtdéwnie pamieci orientacyjnej i procedu-
ralnej. Chorzy majg trudnosci z dokonywaniem obliczehh w pamigci, zapamigtywaniem
nowych informacji oraz obsluga nowych przedmiotow. W przeciwienstwie do otgpienia
wystepujacego w chorobie Alzheimera, pacjenci z HD nie maja deficytu typowo
amnestetycznego 1 z podobnym trudem odtwarzajg informacje z przesztosci, bez wzgle-
du na gradient czasowy. Wzglednie dobrze zachowane sg réwniez funkcje jezykowe
[Stout 1 wsp., 2011]. Charakterystyczny jest czegsty brak $wiadomosci objawow,
zaréwno poznawczych jak i1 ruchowych [Sitek 1 wsp., 2011]. Postepujacy proces neu-
rodegeneracyjny prowadzi z czasem do otgpienia, ktdre jest niecodtgcznym elementem

obrazu klinicznego zaawansowanej choroby.
3.1.5.3. Objawy psychiatryczne i behawioralne

Objawy psychiatryczne 1 behawioralne, w przeciwienstwie do zaburzen
ruchowych oraz poznawczych, charakteryzuje wigksze zroznicowanie i brak wyraznej
tendencji do nasilania si¢ podczas trwania choroby [Anderson i Marder, 2001].
Najczestszym objawem jest depresja, ktora wystepuje u ponad potowy pacjentow, juz
w okresie poprzedzajacym ujawnienie si¢ symptomow ruchowych [Julien 1 wsp., 2007].
Do weczesnych zaburzen psychiatrycznych nalezy réwniez labilno$¢ emocjonalna,
drazliwo$¢, apatia, wzmozony poziom leku oraz problemy z rozpoznawaniem emocji
u innych osob. U czgéci pacjentdow, na roznych etapach choroby, moga pojawié si¢
zaburzenia obsesyjno-kompulsyjne 1 objawy psychotyczne, najczesciej omamy
1 urojenia. Wystepuje tendencja do zachowan agresywnych i naduzywania substancji
psychoaktywnych, a takze zwigkszone ryzyko prob samobodjczych. Okresem kryty-
cznym dla podjecia proby samobdjczej jest moment poprzedzajacy otrzymanie wyniku
badania genetycznego oraz czas, w ktérym dochodzi do utraty niezaleznos$ci chorego

w codziennym funkcjonowaniu [Paulsen i wsp., 2005]
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Ryc. 3. Wybrane zmiany w obrazie klinicznym i neuropatologicznym przedobjawowej oraz
wczesnej fazy choroby Huntingtona, stwierdzone w prospektywnym badaniu TRACK-HD.
A) 1 B) — zmiany w objetosci jadra ogoniastego i istoty bialej; C) — test uderzenia palcami,
stuzacy do oceny wczesnych zaburzen ruchowych; D) skala TFC. *oznacza poziom istotnosci
statystycznej (**P<0.01;***P<0.001). PreHD-A — przedobjawowi nosiciele mutacji >10 lat od
szacowanego wieku zachorowania; PreHD-B — przedobjawowi nosiciele mutacji <10 lat od
szacowanego wieku zachorowania; HD1 — pacjenci we wczesnej fazie objawowej z 11-13 pkt
w skali TFC; HD2 — pacjenci we wczesnej fazie objawowej z 7-10 pkt w skali TFC; UHDRS —
The Unified Huntington’s Disease Rating Scale; TFC — Total Functional Capacity [Tabrizi
i wsp., 2013]
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3.1.6. Skale oceny klinicznej zaawansowania choroby

Najczesciej stosowanym narzgdziem do oceny zaawansowania choroby Hunt-
ingtona, zard6wno w praktyce klinicznej, jak 1 w badaniach naukowych jest skala
UHDRS (ang. The Unified Huntington's Disease Rating Scale). Skala ta uwzglednia
objawy motoryczne, poznawcze, zaburzenia zachowania oraz poziom funkcjonowania
chorego [Huntington Study Group, 1996]. Parametry oceniane za pomocg UHDRS
przedstawiono w tab. 1. W ramach badania REGISTRY Europejskiej Sieci Choroby
Huntingtona do oceny klinicznej pacjentdw stosowano szereg powszechnie znanych
skal, takich jak: Skala Depresji Hamiltona, Skala Depresji Becka, Kwestionariusz
Oceny Jakosci Zycia SF-36. Celem zwickszenia rzetelnosci i trafnosci wprowadzonych
danych oraz ich uzytecznosci w probach klinicznych zesp6t ekspertow EHDN opracow-
al zmodyfikowane kwestionariusze, dedykowane dla pacjentow z HD. Do oceny
zaburzen behawioralnych rekomendowane jest zastosowanie skali PBA (ang. Problem
Behaviours Assessment) oraz skali HADS-SIS (ang. self-report-based Hospital Anxiety
and Depression Scale combined with the Snaith Irritability Scale). Bateria testow
zalecanych przez EHDN do badania neuropsychologicznego obejmuje proby fluencji
fonologicznej, Skale Demencji Mattisa, Test Uczenia si¢ Materialu Werbalnego Hop-
kinsa zrewidowany (HVLT-R, ang. Hopkins Verbal Learning Test), Test SDMT (ang.
Symbol Digit Modalities Test), Test Stroopa, Test Laczenia Punktow oraz probe fluencji
semantycznej. Nalezy zaznaczy¢, ze wymienione testy moga by¢ przeprowadzane
jedynie przez wykwalifikowany personel, w innym wypadku zaleca si¢ stosowanie
kwestionariusza UHDRS. Oprdocz wymienionych skal, w bazie EHDN gromadzonych
jest szereg dodatkowych informacji, obejmujacych dane demograficzne i spoteczne,
wynik badania molekularnego, wywiad rodzinny, przyjmowane leki, choroby wspotist-
niejace, kwestionariusz opiekuna lub osoby towarzyszacej, a takze wiek pojawienia si¢
objawow klinicznych u chorego i pewnos¢ z jaka badacz okreslit AOO. Stale
doskonalenie narz¢dzi do oceny klinicznej HD oraz regularne szkolenia badaczy pracu-
jacych w osrodkach EHDN umozliwia czulg 1 rzetelng ocen¢ parametréw choroby, co

ma kluczowe znaczenie w badaniach klinicznych i naukowych.
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Tab. 1. Parametry kliniczne oceniane w skali UHDRS (ang. The Unified Huntington s Disease Rating Scale)

Skala Ruchowa (TMS)

Skala Funkcjonowania

Skala Niezaleznosci w %

Wodzenie oczami za
przedmiotem

Zapoczatkowanie ruchu
sakadowego

Predkosé ruchu sakadowego

Dyzartria

Wystawianie jezyka

Uderzenia palcami

Nawracanie/odwracanie rak

Luria

Sztywnos¢- konczyny gorne

Bradykinezja-ciato

Maksymalna dystonia

Maksymalna plasawica

Chod

Chod stopa za stopa

Test pociagnigcia do tytu
(retropulsji)

Skala Funkcji Poznawczych

Test Fluencji Stownej

Testy Stroopa

Symbol Digit Modalities Test

Skala TFC (Total Funcional
Capacity)

Zawdd

Finanse

Prace domowe

Czynnosci dnia codziennego

Poziom opieki

Czy pacjent mogiby najac si¢ do pracy,
przynoszacej zyski, ktora wykonywat
uprzednio?

Czy pacjent mogiby podjac si¢ jakiejkolwiek
przynoszacej zyski pracy?

Czy pacjent moglby podjac si¢ jakiejkolwiek
pracy jako woluntariusz lub innej
nieprzynoszacej zyskow?

Czy pacjent moglby samodzielnie zarzadzac
swoimi $rodkami finansowymi (miesigcznymi)
bez zadnej pomocy?

Czy pacjent moglby robi¢ zakupy produktow
spozywczych bez pomocy?

Czy pacjent moglby postuzy¢ si¢ pienigdzmi
jako kupujacy w prostych transakcjach w
sklepie?

Czy pacjent mogiby nadzorowacé dzieci bez
pomocy?

Czy pacjent moglby bezpiecznie i samodzielnie
prowadzi¢ pojazd?

Czy pacjent mogitby wykonac¢ prace domowe
bez pomocy?

Czy pacjent moglby wyprac swoje rzeczy
(pranie/suszenie) bez pomocy?

Czy pacjent moglby przygotowac sobie positek
bez pomocy?

Czy pacjent mogiby postuzy¢ si¢ telefonem bez
pomocy?

Czy pacjent mogiby pobiera¢ swoje lekarstwa
bez pomocy?

Czy pacjent mogiby spozy¢ positek bez pomo-
cy?

Czy pacjent mogiby ubraé si¢ bez pomocy?

Czy pacjent mogitby wykapac si¢ bez pomocy?
Czy pacjent moglby skorzystac ze srodkow
transportu publicznego bez pomocy?

Czy pacjent mogiby chodzi¢ do miejsc w
sasiedztwie bez pomocy?

Czy pacjent jest w stanie chodzi¢ bez
upadkow?

Czy pacjent mogiby chodzi¢ bez pomocy?

Czy pacjent moze uczesac si¢ bez pomocy?

Czy pacjent moze przejs¢ pomigdzy krzestami
bez pomocy?

Czy pacjent moze wejs¢ i wyjs¢ z t6zka bez
pomocy?

Czy pacjent moze korzystac z toalety/umywalki
bez pomocy?

Czy opieka nad pacjentem moze by¢ za-
pewniona w domu?

100 = pomoc niepotrzebna

90 = pomoc fizyczna niepotrzebna jesli
unikane sg trudne zadania

80 = przedchorobowy poziom zmian w
zatrudnieniu lub jego zakonczenie; nie
potrafi wykona¢ obowiazkéw domowych jak
w okresie przed pojawieniem si¢ objawow,
moze potrzebowa¢ pomocy z finansami

70 = utrzymana samodzielno$¢ przy kapieli,
ograniczone wykonywanie obowigzkow
domowych, np. gotowanie i uzycie noza,
zakonczone prowadzenie pojazdu; niezdolny
do zarzadzania $rodkami finansowymi

60 = potrzebuje minimalnej pomocy przy
ubieraniu si¢, toalecie, kapieli; jedzenie musi
by¢ pokrojone dla pacjenta

50 = odpowiedni 24-godzinny nadzor;
wymagana pomoc przy kapieli, jedzeniu,
toalecie

40 = potrzebna ciggta opieka; ograniczona
zdolno$¢ samodzielnego spozycia positku,
plynna dieta

30 = pacjent pomaga minimalnie przy
karmieniu, kapieli, toalecie

20 = nie méwi, musi byc karmiony

10 = karmienie dojelitowe, catkowita opieka
przytozkowa

Skala Zaburzen Zachowania

Nastroje depresyjne

Niskie poczucie wiasnej wartosci/poczucie
winy

Lek

Mysli samobdjcze

Zachowanie destrukcyjne lub agresywne
Drazliwo$¢

Perseweracja/mysli obsesyjne
Zachowania kompulsywne

Urojenia

Omamy

Czy wedlug badajacego pacjent jest spla-
tany?

Czy wedlug badajacego pacjent jest otepi-
aty?

Czy wedhug badajacego pacjent ma depresj¢?

Czy uczestnik badania wymaga
farmakoterapii w leczeniu depresji?

25



WSTEP

3.1.7. Czynniki modyfikujace wiek pojawienia si¢ objawéw HD

Pomimo, ze choroba Huntingtona ujawnia si¢ najczesciej w czwartej lub
w piatej dekadzie zycia, w literaturze opisano zakresy wieku zachorowania od pier-
wszego do nawet 80 roku zycia. Uwaza si¢, ze za okoto 50-70% zmiennosci w wieku
pojawienia si¢ objawow choroby odpowiada liczba powtérzen CAG w nieprawidtowym
allelu HTT [Rosenblatt i wsp., 2001; Wexler 1 wsp., 2004]. Korelacja ta ma charakter
odwrotny, to znaczy im wigcej jest powtorzen CAG tym choroba ujawnia si¢ wczesniej
1 ma ci¢zszy przebieg. Przyktadowo, osoba z liczbg powtorzen réwng 40 ma 3% ryzyka,
ze rozwinie objawy choroby przed 45 rokiem Zycia, natomiast osoba z liczbg powtorzen
50— 75% [Langbehn i wsp., 2004]. Posta¢ mtodziencza HD (JHD, ang. Juvenile HD)
jest definiowana poprzez wystgpienie AOO przed 20 rokiem zycia 1 wystepuje
u 5%-10% nosicieli mutacji. Posta¢ ta r6zni si¢ od klasycznej HD nasilonymi deficyta-
mi poznawczymi, opdznieniem rozwoju psychoruchowego, cigzka bradykinezja oraz
wystepowaniem u czes$ci chorych napadéw padaczkowych. U wigkszosci pacjentow
z JHD stwierdza liczbg powtérzen CAG powyzej 60 [Nance i Myers, 2001].

Pomimo silnej korelacji AOO z liczbg CAG, obserwuje si¢ istotne roznice
pomiedzy wiekiem zachorowania u pacjentdéw z ta samg liczbg powtorzen, nawet
w obrebie jednej rodziny [Gusella i MacDonald, 2009]. Obserwacje te staly si¢ powo-
dem poszukiwan genetycznych i $rodowiskowych czynnikow modyfikujacych wiek
zachorowania i1 przebieg kliniczny HD. Na podstawie badan duzej grupy chorych
z Wenezueli ustalono, ze w zaleznosci od analizowanych zakresow CAG, za okoto
50-70% zmienno$ci w wieku zachorowania odpowiada liczba CAG w nieprawidtowym
allelu HTT. Wsrod pozostatych 30-50%, czynniki $srodowiskowe stanowia 60%, nato-
miast czynniki genetyczne — 40% [Wexler 1 wsp., 2004]. W innym badaniu czynniki
dziedziczne odpowiadaly za 56% rezydualnej zmiennosci w wieku wystgpienia
objawow neurologicznych [Djousse 1 wsp., 2003; ryc. 4]. Korelacja pomiedzy liczba
CAG a wiekiem pojawienia si¢ objawdw choroby jest silniejsza w grupie pacjentow
z liczbg powtérzen powyzej 44, w poréwnaniu do grupy pacjentow z (CAG).<44.
Sugeruje to wigksze znaczenie modyfikujacych czynnikéw $rodowiskowych i1 genety-

cznych w grupie chorych z krotszymi allelami [Gusella 1 MacDonald, 2009].
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Ryc. 4. Zalezno$¢ pomigdzy liczbg powtdorzen CAG w zmutowanym allelu HTT ((CAG)n)
a wiekiem pojawienia si¢ objawoéw ruchowych HD (AOMO, ang. age of motor onset). Rycina
przedstawia dane pochodzace od 1200 pacjentow. W powyzszym badaniu liczba CAG wyjasni-
ala 67% zmiennosci w AOMO, a za 56% pozostatej zmiennosci odpowiedzialne byly inne
czynniki dziedziczne [Djousse i wsp., 2003].

Dotychczas opublikowano liczne doniesienia, w ktoérych wykazano statystycznie
istotny wpltyw polimorfizméw roéznych genow na wiek pojawienia si¢ objawow
1 przebieg HD. Wsrod gendow zaangazowanych w patogeneze choroby wymienia si¢
migdzy innymi geny, ktorych produkty biora udzial w neuroprzekaznictwie (GRIK2,
GRIN2A, GRIN2B), transporcie aksonalnym (HAPI), apoptozie (DFFB, MAP3KS,
MAP2K6), ubikwitynylacji (UCHLI), przemianach kwasu foliowego (MTHFR)
1 metabolizmie energii (PPARGCIA) . Nadal jednak ich potencjalny udziat w pato-
genezie HD pozostaje dyskusyjny, poniewaz wiele z tych zalezno$ci nie zostalo
potwierdzonych na wigkszej grupie badanych. Dodatkowo, nie wykazano w jakim
mechanizmie zbadany polimorfizm mialby wptywaé na proces neurodegeneracji w HD

[Gusella i MacDonald, 2009].
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Wsréd opisywanych w  literaturze czynnikdw modyfikujacych na uwage
zastuguje réwniez somatyczna niestabilno$¢ nieprawidlowego allela HTT, prowadzaca
do zwiekszenia liczby CAG podczas podziatow neuronéow [Swami i wsp., 2009], jak
réwniez procesy epigenetyczne, zwlaszcza metylacja DNA 1 modyfikacje potransla-
cyjne histonow. Poszukiwanie mechanizmow epigenetycznych wplywajacych na
ekspresje genow pozostaje przedmiotem badan wielu projektéw badawczych, w tym

projektéw z zakresu chordb neurodegeneracyjnych.
3.1.8. Leczenie objawowe

Pomimo licznych préb klinicznych przeprowadzonych wérod pacjentéw z HD,
jak dotad nie jest mozliwe spowolnienie lub zatrzymanie postepujacego procesu
neurozwyrodnieniowego, a postgpowanie sprowadza si¢ glownie do leczenia obja-
wowego. Obok leczenia farmakologicznego, istotnym elementem wielospecjalistycznej
opieki nad pacjentem jest wsparcie psychologiczne, rehabilitacja oraz poradnictwo
genetyczne dla nosicieli mutacji i cztonkéw ich rodzin. Celem leczenia farmakolog-
icznego jest poprawa w zakresie objawdw utrudniajacych codzienne funkcjonowanie
chorego 1 poprawa jakosci zycia. W leczeniu plagsawicy stosuje si¢ leki zmniejszajace
aktywno$¢ uktadu dopaminergicznego, z ktorych w praktyce klinicznej najczescie)
stosowane s3 klasyczne i atypowe neuroleptyki. Preparatem, zarejestrowanym przez
Agencje Zywnosci i Lekow (FDA, ang. Food and Drug Administration) do leczenia
objawowego plasawicy jest tetrabenazyna (TBZ). TBZ jest inhibitorem wychwytu
zwrotnego monoamin w zakonczeniach presynaptycznych neurondéw osrodkowego
uktadu nerwowego, poprzez odwracalne wigzanie si¢ z pecherzykowym transporterem
monoamin typu 2 (VMAT?2, ang. vesicular monoamine transporter 2). Skutecznos$¢ tego
leku w leczeniu plgsawicy zostata dobrze udokumentowana, lecz jego szerokie
zastosowanie u pacjentdw ogranicza stosunkowo czeste wystepowanie dzialan niepoza-
danych, mi¢dzy innymi senno$ci, obnizenia nastroju, dysfagii i objawdw parkinsoniz-
mu. Wsrdd pozostatych zaburzen ruchowych w tagodzeniu objawow dystonii skuteczne
jest zastosowanie toksyny botulinowej, podczas gdy w leczeniu mioklonii- leki przeci-

wpadaczkowe 1 benzodiazepiny [Bonelli i Wenning, 2006].
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Jak dotad nie wykazano skutecznosci zadnego leku w terapii zaburzen poznaw-
czych wsrdd pacjentéw z chorobg Huntingtona. Zasady leczenia objawowego depresji
1 innych zaburzen neuropsychiatrycznych nie r6znig si¢ od zasad leczenia w przypad-
kach sporadycznych tych chordb. Stosuje si¢ gtownie selektywne inhibitory wychwytu
zwrotnego serotoniny, trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne oraz neuroleptyki

[Stawek i wsp., 2013].

3.2. Epigenetyczne mechanizmy regulacji ekspresji genow

Procesy epigenetyczne sg to zmiany w obrgbie materialu genetycznego, ktore
prowadza do wyciszenia aktywnosci transkrypcyjnej gendw, bez zmiany ich pierwotnej
sekwencji nukleotydow [Siedlecki, 2011]. W przeciwienstwie do kodu genetycznego,
uniwersalnego dla wszystkich komorek organizmu, informacja epigenetyczna charak-
teryzuje si¢ duzg rdznorodnos$cia tkankowa i zmienno$ciag w czasie. R6znorodno$¢ ta
odpowiada za odmienny profil ekspresji genow w komorkach, dzigki czemu dochodzi
do roznicowania si¢ tkanek i1 narzadéw o swoistej morfologii 1 funkcji. Do najczescie]
obserwowanych zmian epigenetycznych nalezy metylacja DNA oraz modyfikacje
potranslacyjne histonéw. Do kategorii modyfikacji epigenetycznych zalicza si¢ rowniez
procesy, ktore odpowiadaja za tzw. remodeling chromatyny, a takze regulacje ekspres;ji
genow przez niekodujace czasteczki RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA). Charak-
terystyczng cecha tych procesow, w przeciwienstwie do zmian w genomie, jest ich
potencjalna odwracalnos¢, co budzi nadzieje na ich wykorzystanie w prewencji i lecze-

niu r6znych schorzen [Dulac, 2010].
3.2.1. Metylacja DNA

Podstawowa zmiang epigenetyczng, prowadzaca do wyciszenia aktywnosci tran-
skrypcyjnej genu jest metylacja wysp CpG w rejonie promotorowym [Bird, 2002].
Metylacja DNA polega na kowalencyjnym przylaczeniu grupy metylowej do zasady
azotowej nukleotydu. Grupa ta przylaczana jest najczesciej do cytozyny znajdujacej sie
w dinukleotydowych sekwencjach CpG (ang. C-phosphate-G) i prowadzi do powstania
S5-metylocytozyny (5mC). Reakcja jest katalizowana przez enzymy nalezace do rodziny

metylotransferaz DNA (DNMT, ang. DNA methyltransferases), wsrdéd ktorych DNMT1
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odpowiada za utrwalenie wzoru metylacji podczas replikacji, a DNMT3A i DNMT3B
za metylacje¢ DNA de novo. Dinukleotydy CpG moga by¢ rozproszone w genomie lub
tworzy¢ skupiska, nazywane wyspami CpG. Ogoéotem w genomach ssakow, za
wyjatkiem wysp CpG, wigkszo$¢ cytozyn w sekwencjach CpG jest wysoce zmety-
lowanych. Modyfikacja ta dotyczy w najwickszym stopniu regiondw niekodujacych,
takich jak: sekwencje repetytywne, transpozony i endogenne retrowirusy, na przyktad
sekwencje LINE (ang. long interspersed elements) 1 Alu. Celem metylacji tych sek-
wencji jest wyciszenie ich transkrypcji oraz zachowanie stabilno$ci genomu [Suzuki
1 Bird, 2008; Urdinguio 1 wsp., 2009; ryc. 5].

Wyspy CpG sa sekwencjami nukleotydowymi o dlugosci powyzej 200 par
zasad, o zawarto$ci guaniny i cytozyny powyzej 50% 1 wspolczynniku CpG obser-
wowanych do CpG oczekiwanych, przekraczajacym 0,6 [Gardiner-Garden i1 Frommer,
1987]. W ludzkim genomie sa one najcze$ciej zlokalizowane w proksymalnych
regionach promotorowych genéw 1 na ogdét nie ulegaja metylacji. Umozliwia to
wigzanie czynnikdéw transkrypcyjnych i innych biatek, ktorych obecnos¢ jest konieczna
do zapoczatkowania aktywnej transkrypcji genu. Metylacja wysp CpG odgrywa
w warunkach fizjologicznych znaczacg rolg w réznicowaniu komorek podczas rozwoju
zarodkowego, poprzez regulacje tkankowo specyficznej ekspresji genow. Odpowiada
rowniez za zjawisko imprintingu genomowego oraz inaktywacj¢ chromosomu X u ko-
biet [Siedlecki, 2011]. Po zaptodnieniu, w stadium wczesnego zarodka, dochodzi do
globalnej demetylacji DNA, a nast¢pnie ustanowienia nowego, podstawowego profilu
metylacji CpG, przy udziale metylotransferaz DNMT3A 1 DNMT3B [Kafri 1 wsp.
1992]. Ten podstawowy wzor metylacji DNA, utworzony w stadium blastocysty ulega
nastepnie dalszym zmianom, obejmujacym zaréwno metylacje de novo jak i demety-
lacj¢ [Weber 1 wsp., 2007]. Udowodniono, ze wprowadzenie metylacji DNA, jak
rowniez jej podtrzymywanie w kolejnych rundach replikacyjnych jest niezbedne dla
prawidtowe] embriogenezy, gdyz zahamowanie ekspresji metylotransferaz DNA
u myszy jest letalne we wczesnych etapach rozwoju [Li 1 wsp., 1992]. Mechanizm
wyciszania aktywnosci transkrypcyjnej genow zwigzany z metylacja DNA moze miec
charakter bezposredni, poprzez hamowanie wigzania czynnikow transkrypcyjnych

1 polimerazy RNA II do miejsc startu transkrypcji lub posredni, poprzez interakcje
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z innymi biatkami. Do biatek zaangazowanych w hamowanie transkrypcji hipermety-
lowanego genu nalezg miedzy innymi biatka zawierajace domene MBD (ang. methyl-
CpG-binding domain), ktora rozpoznaje symetrycznie zmetylowane dinukleotydy CpG.
Biatka te mogg inicjowa¢ dalsze procesy epigenetyczne zwigzane z regulacja ekspresji
genu, obejmujace modyfikacje biatek histonowych i remodeling chromatyny [Bog-

danovic¢ i Veenstra, 2009].

A ,,Otwarta” struktura chromatyn

yny
O brak metylacji CpG
@ metylacja CpG

S R

Sekwencje
repetytywne

Region promotorowy z
niezmetylowanymi wyspami
CpG

B) »Zamknigta” struktura chromatyny

i ] i

Hipermetylacja wysp CpG w Sekwencje
regionie promotorowym repetytywne

Ryc. 5. Wpltyw metylacji DNA na aktywnos$¢ transkrypcyjng genu. A) — niezmetylowane wyspy
CpG, zlokalizowane w sekwencjach promotorowych, sa zwigzane z otwartg strukturg chro-
matyny i umozliwiajg aktywna transkrypcj¢ genu. B) — hipermetylacja wysp CpG w regionie
promotorowym prowadzi do wyciszenia transkrypcyjnego genu poprzez hamowanie wigzania
czynnikow transkrypcyjnych i polimerazy RNA II do miejsc startu transkrypcji oraz interakcje
z innymi biatkami. ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame); DNMT — metylo-
transferaza DNA (ang. DNA methyltransferase); MBD — bialka zawierajace domeng, rozpozna-
jaca symetrycznie zmetylowane dinukleotydy CpG (ang. methyl-CpG-binding domain) [zmody-
fikowano na podstawie Urdinguio i wsp., 2009]
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3.2.2. Modyfikacje potranslacyjne histonow

Kolejnym mechanizmem kontroli ekspresji gendow jest zmiana dostgpnosci
chromatyny dla aparatu transkrypcyjnego, zwiazana z regulacja jej struktury przestrzen-
nej (tzw. remodeling chromatyny). Czynniki wptywajace na stopien kondensacji chro-
matyny obejmujg modyfikacje potranslacyjne histonow, a takze dziatanie kompleksow
biatkowych, wykorzystujacych hydroliz¢ ATP do pozycjonowania nukleosomow
[Ho 1 Crabtree, 2010]. Histony podlegaja réznorodnym, na ogoét odwracalnym, mody-
fikacjom potranslacyjnym, miedzy innymi acetylacji, metylacji, fosforylacji, sumoilacji,
ADP-rybozylacji i ubikwitynylacji. Ich znaczenie w regulacji transkrypcji polega na
zmianie struktury przestrzennej chromatyny, a takze oddzialywaniu z innymi komplek-
sami biatkowymi. W zalezno$ci od rodzaju i umiejscowienia w tancuchu aminokwa-
sowym, modyfikacje histonow moga aktywowac lub wycisza¢ transkrypcje genu
(tab. 2). Enzymami katalizujacymi reakcje odwracalnej acetylacji i metylacji histonow
sa histonowe acetylotransferazy, deacetylazy, metylotransferazy i demetylazy. General-
nie acetylacja histonéw utatwia dostep aparatu transkrypcyjnego do nukleosomowego
DNA i jest charakterystyczna dla aktywnej euchromatyny. Aktywacji transkrypcji sprzy-
ja rowniez metylacja 1 fosforylacja okre§lonych reszt aminokwasowych histonow
rdzeniowych H3 1 H4. Deacetylacja histonéw odpowiada za kondensacj¢ chromatyny
1 bierze udzial w tworzeniu nieaktywnej transkrypcyjnie heterochromatyny [Berger,

2007].

Tab. 2. Modyfikacje potranslacyjne histonéw [Berger, 2007]

Rodzaj modyfikacji

potranslacyjnej histonu Lokalizacja Wplyw na transkrypcje

H3 (9,14,15,86), H4

Acetylacja lizyny (5,8,13,16), H2A, H2B Aktywacja
Fosforylacja seryny/treoniny | H3 (3,10,28), H2A, H2B Aktywacja
Metylacja argininy H3 (17,23), H4 (3) Aktywacja

- H4 (4,36,79) Aktywacja

Metylacja lizyny H3 (9,27), H4 (20) Represja

o - H2B (120 Aktywacja
Ubikwitynylacja lizyny H2A El ] 93 Re};zsjil
Sumoilacja lizyny H2B (6), H2A (126) Represja
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3.2.3. Zwigzek pomie¢dzy metylacja DNA a modyfikacjami potranslacyjnymi

histonow

Z danych literaturowych wynika, ze metylacja DNA i1 modyfikacje histonow
oddzialujg ze soba na réznych ptaszczyznach, a ztozone mechanizmy tych interakcji
pozostaja nadal niewyjasnione. Nukleosomy zawierajace niezmetylowane DNA charak-
teryzuja si¢ wysokim stopniem acetylacji histonéw rdzeniowych H3 i H4, co jest
zwigzane z otwartg strukturg chromatyny. Z drugiej za$ strony, nieaktywna heterochro-
matyna koreluje z wysokim poziomem metylacji dinukleotydéw CpG 1 niskg acetylacja
histonow [Eden i wsp., 1998]. Do biatek zaangazowanych w oddziatywanie pomigdzy
metylacja DNA a modyfikacjami histonow zalicza si¢ biatka MECP2 (ang. methyl-CpG
binding protein 2) 1 MBD2 (ang. methyl-CpG binding domain protein 2), ktore rekrutuja
deacetylazy histonowe do zmetylowanych regionéw DNA [Jones i wsp., 1998].
Udowodniono roéwniez, ze metylacja DNA sprzyja dimetylacji lizyny w pozycji 9
1 hamuje metylacj¢ lizyny w pozycji 4 histonu H3, poprzez interakcje na poziomie
enzymatycznym [Hashimshony i wsp., 2003]. Warto podkresli¢, ze interakcje te dziataja
w obu kierunkach, to znaczy modyfikacje potranslacyjne histonéw wplywaja rowniez
na regionalny poziom metylacji DNA. Przyktadowo, metylotransferazy histonow
zawierajace domene SET, odpowiedzialne za trimetylacje lizyny 9 histonu H3 1 tworze-
nie heterochromatyny, rekrutuja enzymy DNMT3A i DNMT3B do okres$lonej lokaliza-
cji w genomie, prowadzac do wyciszenia transkrypcyjnego genu [Fuks i wsp., 2003].
Obecnie uwaza si¢, ze wspotdziatanie pomiedzy metylacja DNA a modyfikacjami his-
tonow jest procesem ztozonym, odbywajacym si¢ na etapie interakcji enzymatycznych.
Dodatkowo, w regulowanie aktywnosci transkrypcyjnej gendéw poprzez metylacje DNA
1 modyfikacje potranslacyjne histonow zaangazowane s3 duze kompleksy biatkowe,
wigzace si¢ z DNA w sgsiedztwie wyciszanych gendéw. Kompleksy te wplywajg na
ekspresje biatka zarowno poprzez enzymatyczne, jak i strukturalne oddziatywania,
prowadzac do zmiany lokalnej struktury chromatyny. Naleza do nich migdzy innymi

biatka z grupy Thrithorax i Polycomb [Cedar 1 Yehudit, 2009].
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3.2.4. Niekodujacy RNA

W regulacji ekspresji gendw istotna role odgrywaja czasteczki RNA, nalezace
do tzw. niekodujacych RNA. Termin ten odnosi si¢ do wszystkich transkryptow geno-
mu, ktore nie stanowig matrycy do syntezy biatka [Mattick i Makunin, 2006]. Jednym
z mechanizméw wyciszania ekspresji gendéw jest interferencja RNA, polegajaca na
przylaczeniu czasteczki RNA o sekwencji komplementarnej do sekwencji mRNA
wytaczanego genu. Wyciszanie genu moze zachodzi¢ przy udziale czasteczek siRNA
(ang. small interfering RNA) lub miRNA (ang. microRNA), ktore tworza wraz
z biatkami kompleksy rybonukleoproteinowe RISC (ang. RNA-induced silencing com-
plex). Kompleksy miRISC (ang. microRNA-induced silencing complex) najczgscie]
tacza sie z nieulegajacym translacji koncem 3’ transkryptu 1 hamujg ekspresj¢ genow
poprzez ztozone i nie do konca poznane mechanizmy, mi¢dzy innymi przez hamowanie
tworzenia kompleksu rybosomalnego inicjujacego translacj¢ i degradacj¢ mRNA za

pomocg deadenylacji ogona poli(A) [Siedlecki, 2011].

3.3. Zaburzenia metylacji DNA w chorobach zwigzanych z ekspansja powtorzen

trojnukleotydowych

Analiza metylacji DNA, obok jej znaczenia w diagnostyce molekularnej
zespoldw chorobowych, stala si¢ przedmiotem badan wielu projektow naukowych.
W literaturze istnieje szereg prac, opisujacych zaburzenia proceséw metylacji DNA
w chorobach neurodegeneracyjnych. Trudno$ci w interpretacji ich wynikéw wynikaja
miedzy innymi z zastosowania réznych technik biologii molekularnej. Nalezy rowniez
zaznaczyC, ze zaburzenia wzorcoOw metylacji DNA charakteryzuje specyficznosé
tkankowa. W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki prac, ktorych celem byta
ocena stopnia metylacji wybranych fragmentow DNA, wyizolowanego z krwi

obwodowej pacjentow z chorobami wynikajacymi z mutacji dynamicznych.
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3.3.1. Zespol lamliwego chromosomu X (FraX)

Wsrod chordéb zwigzanych z ekspansjag powtdrzen trdjnukleotydowych
najbardziej charakterystyczny profil zaburzen metylacji DNA opisano w zespole tamli-
wego chromosomu X (FraX, ang. fragile X syndrome). FraX jest spowodowany mutacja
o typie utraty funkcji w genie FMRI, zlokalizowanym w dtugich ramionach chromoso-
mu X. U 99% populacji pacjentow wyciszenie genu FMRI jest spowodowane
zwielokrotnieniem liczby powtdrzen trojnukleotydowych CGG ((CGG),>200)
w regionie 5’UTR pierwszego eksonu FMRI, z nastepowa metylacja wysp CpG
w sekwencjach promotorowych. Metylacja dinukleotydow CpG prowadzi do
zahamowania syntezy produktu biatkowego genu FMRI, ktory w warunkach fizjolog-
icznych odpowiada za prawidlowy rozwoj ukladu nerwowego w okresie ptodowym
[Pieretti i wsp., 1991]. W grupie pacjentéw z tagodnym fenotypem choroby, u ktérych
pomimo pelnej ekspansji ((CGG),>200) nie wystepuje hipermetylacja wysp CpG,
stwierdzono prawidtowy lub nawet podwyzszony poziom transkryptu genu FMRI
[Tassone i wsp., 2000]. Obserwacje te wskazuja, ze podstawowa rolg w patogenezie
FraX odgrywa nieprawidtowa metylacja DNA w regionie promotorowym genu FMR].

Przy uzyciu technik, opartych na sekwencjonowaniu DNA poddanego dziataniu
wodorosiarczynu sodu, okreslono prawidlowy wzér metylacji dinukleotydow CpG
w promotorze i w sekwencjach proksymalnych do konca 5’ promotora genu FMRI.
Wykazano, ze w warunkach fizjologicznych, w odleglosci okoto 650-800 nukleotydow
w kierunku 5’ od pierwszego eksonu genu FMRI znajduje si¢ granica pomig¢dzy silnie
zmetylowanymi a niezmetylowanymi dinukleotydami CpG. U pacjentéw z FraX grani-
ca ta jest utracona i metylacja DNA obejmuje zardéwno sekwencje powyzej konca 5°, jak
1 region promotorowy, wiacznie z nieprawidtlowymi powtorzeniami CGG. Autorzy
pracy sugeruja, ze sekwencje znajdujace si¢ w strefie przejsciowej pomigdzy wysoce
zmetylowanym a niezmetylowanym fragmentem DNA pelnig funkcje regulatorowe i sga
miejscem wigzania si¢ czynnikéw transkrypcyjnych. Wskazuja takze, ze ekspansja
powtorzen trojnukleotydu CGG w genie FMRI moze zaburza¢ strukture chromatyny
w obrebie tych obszaréw i prowadzi¢ do hipermetylacji wysp CpG w kierunku 3’ genu

[Naumann 1 wsp., 2009].
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3.3.2. Ataksja rdzeniowo-mo6zdzkowa typu 2

Dane literaturowe wskazuja na istnienie zwigzku pomigdzy poziomem metylacji
wysp CpG w regionie promotorowym genu ATXN2 a przebiegiem klinicznym ataksji
rdzeniowo-moézdzkowej typu 2 (SCA2, ang. spinocerebellar ataxia type 2). Bauer 1 wsp.
[2004] sugeruja, ze sekwencje DNA zawierajace nieprawidtowa liczbe powtdrzen
trojnukleotydowych tworza nieprawidlowe struktury drugorzedowe, ktore moga akty-
wowacé proces metylacji de novo z udzialem metylotransferaz DNA. U pacjentow
z ataksja rdzeniowo-moézdzkowa typu 2 wykazano, ze hipermetylacja dinukleotydow
CpG w poblizu miejsca startu transkrypcji w genie ATXN2 jest zwigzana z pdzniejszym
poczatkiem pojawienia si¢ objawdw choroby 1 fagodniejszym przebiegiem klinicznym,
w poréwnaniu do chorych z hipometylacja DNA w tym obszarze. Autorzy pracy
wskazuja, ze zmiennos¢ w AOO u pacjentow z ta samg liczbg powtdrzen CAG moze
wynika¢ ze stopnia metylacji DNA w rejonie promotorowym genu i, co za tym idzie,
z nizszym poziomem ekspresji nieprawidlowego bialtka [Laffita-Mesa 1 wsp., 2012].
Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w pracy okreslono stopien metylacji wybranych dinukleo-

tydow CpG w stosunkowo matej grupie badanej, liczacej 23 chorych.
3.3.3. Ataksja Friedreicha

Zwiazek pomigdzy metylacja DNA a ekspresja biatka 1 fenotypem choroby
wykazano u pacjentow z ataksja Friedreicha (FA, ang. Friedreich ataxia). Analiz¢ mety-
lacji DNA, wyizolowanego z krwi i blony §luzowej jamy ustnej, przeprowadzono przy
uzyciu techniki spektrometrii mas Mass-ARRAY EpiTYPER w grupie 85 pacjentow
1 56 ochotnikéw z grupy kontrolnej. U chorych stwierdzono nieprawidtowy wzor mety-
lacji dinukleotydow CpG, zlokalizowanych w regionach flankujacych sekwencje
powtorzen trojnukleotydu GAA w genie FXN. Region promotorowy genu FXN
pozostawal niezmetylowany, zar6wno w grupie badanej jak i w grupie kontrolnej.
Dodatnig korelacj¢ wykazano pomigdzy liczbg powtorzen GAA w krétszym allelu FXN
a poziomem metylacji DNA w kierunku 5’ od nieprawidlowej sekwencji. Wykazano
rowniez, ze hipermetylacja DNA w tym fragmencie wigze si¢ z nizszym poziomem
ekspresji biatka frataksyny, wczes$niejszym wiekiem pojawienia si¢ objawoOw

klinicznych 1 cigzszym przebiegiem choroby [Evans-Galea i wsp., 2012]. Charak-
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terystyczny wzor metylacji miejsc CpG w genie FXN, z hipermetylacja sekwencji
w kierunku 5’ 1 hipometylacja sekwencji w kierunku 3’ od powtorzen GAA, wykazano

takze w komoérkach mézgu 1 migénia sercowego [Al-Mahdawi 1 wsp., 2008].

Mechanizmy prowadzace do zaburzen epigenetycznych, przedstawione
w wymienionych pracach, nie zostaly ostatecznie poznane. Autorzy badan s3a jednak
zgodni, ze obserwowane zaburzenia metylacji DNA s3 najprawdopodobniej wynikiem
obecnos$ci nieprawidtowych struktur w DNA lub RNA, ktore powstaja na skutek zwiek-
szonej liczby powtorzen trdjnukleotydowych. W chorobach zwigzanych z obnizeniem
ekspresji biatka, takich jak FRAX, FA i dystrofia miotoniczna typu 1 udowodniono,
ze ckspansje powtoérzen trojnukleotydowych sprzyjaja tworzeniu skondensowanej
heterochromatyny i1 prowadza do wyciszenia transkrypcyjnego genu [Bidichandani
i wsp., 1998; Saveliev 1 wsp., 2003]. W badaniach na modelach komoérkowych
wykazano, ze regiony okalajace te sekwencje charakteryzuje nieprawidlowa struktura
chromatyny, zwigzana z hipoacetylacja i hipermetylacja histonow [Al-Mahdawi i wsp.,
2008; Soragni i wsp., 2008]. Autorzy prac sugeruja, ze w chorobach ekspansji
powtorzen trojnukleotydowych, w sekwencjach sgsiadujacych z mutacja dynamiczng
wystepuje charakterystyczny, nieprawidlowy wzorzec metylacji DNA [Lépez Castel
1 wsp., 2011; Evans-Galea 1 wsp., 2012]. Ze wzglgedu na roéznice w molekularnym
podiozu omawianych chorob, a takze ztozono$¢ proceséOw epigenetycznych, okreslenie
ich znaczenia w przebiegu klinicznym wymaga przeprowadzenia dalszych badan w tym

obszarze.

3.4. Znaczenie wybranych modyfikacji epigenetycznych w patogenezie choroby

Huntingtona
3.4.1. Zaburzenia modyfikacji potranslacyjnych histonow

Nieprawidlowe modyfikacje potranslacyjne, obejmujace hipoacetylacje
1 hipermetylacje histonow opisano w licznych badaniach dotyczacych choroby Hunting-
tona, zar6wno u pacjentéw z HD, jak i na modelach mysich i liniach komoérkowych.
Jednym z bialek o aktywnosci acetylotransferazy histondw jest czynnik transkrypcyjny

CBP (ang. CREB binging protein). Bialko CBP pelni funkcje aktywatora transkrypcji
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poprzez acetylacje histondw oraz interakcje z réznymi czynnikami transkrypcyjnymi
1 bialkami kompleksu preinicjacyjnego, wigzacego polimeraze¢ RNA II [Bannister
i Kouzarides, 1996]. Z badan literaturowych wynika, ze zmutowana huntingtyna
powoduje sekwestracje biatka CBP przez bezposrednie, toksyczne dziatanie powtorzen
poliglutaminowych. Zaré6wno w liniach komérkowych, jak 1 w mozgach pacjentow HD
badanych post mortem wykazano, ze obok huntingtyny, CBP jest sktadnikiem niepraw-
idlowych inkluzji wewnatrzkomoérkowych [Nucifora i wsp., 2001]. Toksyczne dziatanie
poliglutaminowych fragmentow HTT prowadzi do zahamowania zaleznej od biatka
CBP acetylacji histonow 1 aktywacji transkrypcji. W konsekwencji dochodzi do
hipoacetylacji 1 hipermetylacji bialek histonowych oraz zaburzen regulacji transkrypcji
w neuronach [Sadri-Vakili 1 wsp., 2007].

Tworzeniu skondensowanej heterochromatyny w HD sprzyja trimetylacja lizyny
w pozycji 9 histonu H3 (H3K9m3), wynikajaca z nieprawidlowej aktywnosci metylo-
transferazy histonowej. Podwyzszony poziom H3K9me3 jest proponowanym przez
badaczy mechanizmem wyciszania ekspresji genow w HD, zaréwno na poziomie
pojedynczych gendéw jak i globalnym [Ryu i wsp., 2006; Stack 1 wsp., 2007]. Wykazano
rowniez, ze hipermetylacja lizyny w pozycji 4 histonu 3 (H3K4me3), ktora
w warunkach fizjologicznych zwigzana jest z aktywacja polimerazy RNA II, jest
zaburzona w neuronach prazkowia od pacjentow z HD [Bai 1 wsp., 2015]. Zmutowana
huntingtyna wplywa na dzialanie r6znych enzymoéw katalizujacych reakcje metylacji
histondw, takich jak HYPB (ang. huntingtin interacting protein B) oraz bialek komplek-
su PCR2 (ang. polycomb repressive complex 2) [Seong i wsp., 2010]. Pomimo, ze
zaburzenia kodu histonowego w HD zostaty opisane w licznych pracach, ich znaczenie
w przebiegu klinicznym choroby pozostaje nadal niewyjasnione. Badania te przyczynity
si¢ natomiast do podjecia wielu prob terapeutycznych z zastosowaniem lekéw o dziata-
niu epigenetycznym, w tym inhibitorow HDAC (ang. histone deacetylases)
1 inhibitoréw metylotransferazy histonowej ESET (ang. erg-associated protein with set

domain) [Lee 1 wsp., 2013].
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3.4.2. Metylacja DNA w chorobie Huntingtona

Pierwsze doniesienia o znaczeniu metylacji DNA w chorobie Huntingtona doty-
czyly imprintingu genomowego. Nalezy jednak podkresli¢, ze pochodza one jeszcze
sprzed 1993 roku, kiedy to odkryto molekularne podtoze HD. Imprinting genomowy,
zwany rowniez pi¢tnowaniem rodzicielskim, polega na wybidrczym wyciszeniu
jednego z alleli danego genu, w zalezno$ci od jego rodzicielskiego pochodzenia
[Siedlecki, 2011]. Obserwowane w chorobie Huntingtona zjawisko antycypacji,
zwlaszcza gdy zmutowany allel jest dziedziczony od ojca, probowano wyjasni¢ rézni-
cami w poziomie metylacji pomigdzy allelem ojcowskim i matczynym [Erickson, 1985;
Ridley, 1991]. W grupie pacjentow z HD wykazano odwrotng zalezno$¢ pomiedzy
wiekiem ich ojcow w momencie narodzin dziecka, a poczatkiem objawow klinicznych
choroby. Korelacje t¢ stwierdzono zaréwno, gdy zmutowany allel byt dziedziczony od
ojca, jak 1 od matki. Obserwacje te thumaczono obnizaniem si¢ poziomu metylacji DNA
wraz z wiekiem, co powoduje, ze starsi ojcowie przekazujg gen o nizszym stopniu
metylacji cytozyn, w pordwnaniu do ojcoOw miodszych [Farrer i wsp., 1992]. Dzi$
wiadomo, ze za zjawisko antycypacji w HD odpowiada w gldwnej mierze niestabilnos¢
powtdrzen CAG podczas gametogenezy.

Pomimo, ze wedlug klasycznej definicji imprinting polega na calkowitym
wyciszeniu jednego z alleli, z danych literaturowych wynika, ze réznice w stopniu
metylacji pomigdzy allelem ojcowskim i1 matczynym sa zjawiskiem powszechnym
1 moga dotyczy¢ nawet 35 000 miejsc w genomie [Luedi i wsp., 2007; Schalkwyk
1 wsp., 2010]. Metylacja specyficzna wzgledem allelu (ang. allele-specific methylation)
jest jednym z mechanizmoéw, ktory odpowiada za odmienng ekspresje allelu,
w zaleznos$ci od jego rodzicielskiego pochodzenia. Do innych mechanizméw zaliczy¢
mozna wystepowanie polimorfizmow w sekwencjach regulatorowych 1 w sekwencjach
kodujacych genoéw. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze w chorobie Huntingtona istnieja
roznice w ekspresji zmutowanej huntingtyny, zalezne od rodzicielskiego pochodzenia
nieprawidtowego allela HTT.

Poza imprintingiem genomowym opublikowano w literaturze niewiele prac,
dotyczacych metylacji DNA w chorobie Huntingtona. Na podstawie obserwowanych

nieprawidlowosci kodu histonowego 1 wzajemnych oddzialywan pomigdzy elementami
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maszynerii epigenetycznej mozna jednak podejrzewac, ze u pacjentow z HD dochodzi
rowniez do zaburzen metylacji DNA. W badaniach poziomu metylacji genow, ktérych
ekspresja jest obnizona w HD, takich jak BDNF (ang. brain derived neurotrophic fac-
tor) 1 ADORA2 (ang. adenosine A4 receptor) nie wykazano istotnych roznic,
pomiedzy liniami komoérkowymi pochodzacymi od myszy transgenicznych z HD
a komoérkami prawidlowymi [Zajac 1 wsp., 2010; Villar-Menéndez i wsp., 2013]. Wiecej
informacji na temat metylacji DNA w chorobie Huntingtona dostarczyly analizy
o zasiggu genomowym. W neuronach prazkowia i kory mézgowej myszy, syntetyzuja-
cych wydluzony trakt poliglutaminowy stwierdzono globalne obnizenie poziomu
5-hydroksymetylocytozyny, ktorej obecno$¢ jest charakterystyczna dla gendéw
aktywnych podczas rozwoju uktadu nerwowego [Wang i wsp., 2013]. W kolejnym
badaniu, w neuronach prazkowia mdzgu myszy transgenicznych, wykazano istotne
zmiany w poziomie metylacji licznych dinukleotydéw CpG. Zmiany te dotyczyty
gtéwnie dinukleotydow zlokalizowanych w sekwencjach migdzygenowych. Za pomoca
technik sekwencjonowania DNA poddanego dziataniu wodorosiarczynu sodu oraz im-
munoprecypitacji 5S-metylocytozyny naukowcy wykazali, ze zaburzenia metylacji DNA
sa swoiste dla okreslonych genow i1 w zalezno$ci od lokalizacji moga obejmowac
zaro6wno hipo- jak 1 hipermetylacje CpG. Sposroéd zaobserwowanych zmian w modelach
komorkowych HD przewazata hipometylacja regionow dystalnych genéw i obszarow
mi¢dzygenowych, obejmujaca dinukleotdydy CpG, ktére w warunkach fizjologicznych
sg czeSciowo zmetylowane. Wykazano rowniez, ze zmiany w poziomie metylacji genow
PAX6 1 NES, zaangazowanych w procesy neurogenezy 1 rdznicowania neuronow,
powoduja zaburzenia wigzania si¢ czynnikow transkrypcyjnych oraz obnizong ekspresje
ich produktéw biatkowych [Ng i wsp., 2013]. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze ek-
spresja zmutowanej huntingtyny zaburza metylacj¢ DNA w komodrkach nerwowych,

jednak mechanizm tych zmian pozostaje nadal niewyjasniony.

3.5. Metody badania metylacji DNA

Metylacja DNA jest modyfikacja stosunkowo stabilng, a jej ocen¢ mozna
przeprowadzi¢ zar6wno w materiale z krwi, jak 1 z preparatow tkankowych. Techniki

molekularne stuzagce do badania stopnia metylacji DNA mozna podzieli¢ na metody

40



WSTEP

stuzace do oceny catkowitej metylacji genomowego DNA oraz metody oceny metylacji
pojedynczego genu. Uproszczony schemat wyboru odpowiedniej techniki, uzalezniony
od zakresu i celu planowanych badan, przedstawiono na ryc. 6. W ostatnich latach, po
wprowadzeniu mikromacierzy DNA oraz sekwencjonowania nastepnej generacji, popu-
larna stata si¢ analiza tzw. metylomu, czyli mapy poziomu metylacji wysp CpG
w genomie. W praktyce klinicznej molekularne metody oceny metylacji DNA znajduja
zastosowanie w diagnostyce wrodzonych zaburzef imprintingu genomowego. W ostat-
nich latach aktywnie poszukuje si¢ rowniez praktycznego zastosowania biomarkerow

metylacyjnych w diagnostyce choréb nowotworowych.

Metylacja DNA calkowita
czy specyficzna wzgledem locus?

Calkowita Specyficzna wzgledem locus
+ Wysokosprawna chromatografia Na poziomie genomowym
cieczowa (HPLC) (ang. genome-wide)
* Wysokosprawna elektroforeza czy pojedynczego genu?

kapilarna (HPCE)

+ Chromatografia cienkowarstwowa
(TLC) Poi
ojedynczego genu
Genomowym Jeqy gog

(ang. genome-wide)

Pomiar jako$ciowy/polilosciowy
czy iloSciowy?

+ Metody oparte na mikromacierzach lub sekwencjonowaniu

nastgpnej generacji, wykorzystujace nastgpujace TloSciowy J ‘t,ll('Oé,Cif)Wy/
modyfikacje struktury DNA: polilosciowy
- konwersj¢ cytozyny pod wptywem
wodorosiarczanu IV sodu . MethyLight
- trawienic DNA enzymem restrykeyjnym Specyficzny wzgledem + MSP (ang. Methylation-Specific PCR)
- immunoprecypitacj¢ 5-metylocytozyny allelu? + MSRE-PCR (ang. Methylatit;n—Sensitive
- wiazanie grup metylowych przez biatka Restriction Enzyme PCR)
' MSPK (ang. Me){hylation—Specmc Tak Nie + MSRE-qPCR (ang. Methylation-Sensitive
Digital Karyotyping) Restriction Enzyme Quantitative PCR)

+ MS-MLPA (ang. Methylation-Sensitive

+ Sekwencjonowanie DNA poddanego
Multiplex Ligation-Dependent

* Klonowanie dziataniu wodorosiarczaniu IV sodu
i sekwencjonowanie DNA - COBRA (ang. Combined Bisulfite Probe Amplification)
poddanego dziataniu Restriction Analysis)
wodorosiarczanu IV sodu + MS-HRM (ang. Methylation-Sensitive

High Resolution Melting)
+ Metody wykorzystujace technologi¢
spektrometrii mas

Ryc. 6. Metody oceny metylacji DNA [zmodyfikowano na podstawie Shen i Waterland, 2007]
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3.5.1. Ocena calkowitego poziomu metylacji DNA

Jedna z metod oceny catkowitej metylacji DNA jest okreslenie stosunku 5-mety-
locytozyny do cytozyny w badanej prébce. DNA jest poddawane dziataniu enzymu
metylospecyficznego lub bakteryjnej metylotransferazy, po czym nastepnie rozdziat
i znakowanie uzyskanych produktow. Wykorzystywane sg takie techniki jak
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC), wysokosprawna elektroforeza kapi-
larna (HPCE) i1 chromatografia cienkowarstwowa (TLC) [Majchrzak i Baer-Dubowska,
2009]. Metody analizy catkowitego poziomu metylacji DNA nie pozwalajg na lokaliza-
cj¢ wykrytych nieprawidlowosci w genomie, stad mozliwosci okreslenia znaczenia

funkcjonalnego tych zmian sg ograniczone.
3.5.2. Analiza stopnia metylacji dinukleotydow CpG pojedynczego genu

Wyrdznia si¢ cztery gldéwne strategie, stuzagce do oceny metylacji DNA: trawie-
nie DNA przez enzymy restrykcyjne wrazliwe i niewrazliwe na metylacje cytozyny,
konwersj¢ DNA wodorosiarczynem sodu, immunoprecypitacj¢ cytozyny oraz wyko-
rzystanie bialek z domeng wigzaca grupe metylowag [Zilberman i Henikoff, 2007,
ryc. 7]. W ostatnich latach wprowadzono wiele nowoczesnych metod opartych na
powyzszych strategiach, co pozwala na precyzyjne ustalenie wzoru metylacji wysp CpG

zardwno na poziomie pojedynczego genu jak i w skali genomowe;.
3.5.2.1. Metody wykorzystujace trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Metylospecyficzne enzymy restrykcyjne (MSRE, ang. Methylation-Sensitive
Restriction Enzymes) rozpoznaja okreslong sekwencje DNA i w zaleznosci od rodzaju
enzymu moga hydrolizowaé sekwencj¢ zmetylowang lub niezmetylowang. Do najczes-
ciej stosowanych enzyméw z grupy MSRE nalezg izoschizomery Hpall 1 Mspl. Enzym
Hpall hydrolizuje sekwencje 5'-CCGG-3' w przypadku gdy cytozyna w dinukleotydzie
CpG jest niezmetylowana, natomiast Mspl trawi t¢ sekwencje bez wzgledu na metylacje
cytozyny [Bird 1 Southern, 1978]. Produkty trawienia mozna podda¢ amplifikacji PCR
(ang. polymerase chain reaction) z zastosowaniem odpowiednich starteréw, a nastepnie
rozdzialowi elektroforetycznemu na zelu agarozowym (MSRE-PCR) lub amplifikacji

w reakcji ilosciowego PCR (MSRE-qPCR). Hydroliza sekwencji niezmetylowanych
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pod wplywem dziatania Hpall uniemozliwia ich powielenie w reakcji PCR, natomiast
sekwencje zmetylowane ulegng amplifikacji. Roznice w rozdziale elektroforetycznym
produktow w MSRE-PCR Iub w wartosci progowej Ct w MSRE-qPCR s3 miarg
poziomu metylacji cytozyny w badanej sekwencji. Nalezy podkresli¢, Ze metody oparte
na trawieniu DNA enzymem restrykcyjnym nie umozliwiajg zbadania kazdej wybranej
sekwencji, a jedynie fragmentow DNA, w obrgbie ktorych wystepuja miejsca trawienia
przez restryktazy. W ostatnich latach coraz wigksza popularno$¢ zyskuje w diagnostyce
wrodzonych zaburzen imprintingu technika MS-MLPA (metylo-specyficzna amplifikac-
ja multiplex zalezna od ligacji sond molekularnych), ktéra rowniez w swoim protokole
wykorzystuje trawienie DNA enzymem metylospecyficznym. W zaleznosci od
zastosowanego zestawu sond pozwala ona na potilosciowa analize metylacji DNA

nawet w 50 sekwencjach w genomie [Majchrzak i Baer-Dubowska, 2009].
3.5.2.2. Chemiczna modyfikacja cytozyny przez wodorosiarczyn sodu

Wigkszo$¢ obecnie stosowanych technik analizy metylacji DNA opartych jest na
chemicznej modyfikacji DNA przez wodorosiarczyn sodu. Pod wptywem tego zwigzku
niezmetylowana cytozyna ulega konwersji do uracylu, natomiast 5-metylocytozyna
pozostaje niezmieniona. Po konwersji przeprowadzana jest reakcja PCR 1 analiza
sekwencji produktow [Clark 1 wsp., 1994]. Do czutych i szybkich metod detekcji mety-
lacji DNA, na poziomie pojedynczego genu, nalezy metylo-specyficzny PCR (MSP,
ang. methylation sensitive PCR), a takze techniki wykorzystujace reakcje PCR w czasie
rzeczywistym (MethyLight). Zostaly one opracowane do analizy calkowicie zmety-
lowanych lub niezmetylowanych alleli i nie umozliwiaja dokladnej oceny czesciowej
metylacji w danym locus [Shen 1 Waterland, 2007]. Metody ilo$ciowe]j oceny poziomu
metylacji DNA obejmuja miedzy innymi pirosekwencjonowanie DNA, poddanego
uprzednio reakcji konwersji z udziatem wodorosiarczynu sodu oraz techniki wykorzys-
tujace spektrometri¢ mass [Zilberman i Henikoff, 2007]. Pirosekwencjonowanie
umozliwia okreslenie procentowego poziomu metylacji DNA w wybranej pozycji nuk-
leotydowej poprzez zbadanie stosunku cytozyn do tymin. Jest metoda wydajng i czulg
w odniesieniu do ilo$ciowej oceny poziomu metylacji DNA pod warunkiem

prawidtowo przeprowadzonej konwersji [Tost i Gut, 2007]. Ograniczeniem metody jest
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mozliwo$¢ zsekwencjonowania jedynie 25-30 par zasad w jednej reakcji oraz potrzeba
posiadania specjalistycznego sprzgtu do przeprowadzenia reakcji. Dodatkowo, w przy-
padku wszystkich metod opartych na konwersji DNA wodorosiarczynem sodu istnieje
ryzyko znacznej degradacji probki podczas procedury konwersji. W wyniku zmiany
sekwencji nukleotydowej problematyczne moze by¢ rdéwniez zaprojektowanie

odpowiednich starteréw do reakcji PCR.
3.5.3. Analiza metylacji DNA w skali genomowej

Wsrod metod umozliwiajacych oceng genomowych profili metylacji DNA duza
popularno$cig cieszg si¢ techniki mikromacierzowe. W zalezno$ci od rodzaju mikro-
macierzy, analizowany DNA jest przed hybrydyzacja poddawany konwersji przez
wodorosiarczyn sodu, trawiony przez enzymy metylospecyficzne lub immunoprecypi-
towany z uzyciem przeciwciata, wigzacego zmetylowang cetozyng. Uzyskany material,
po wyznakowaniu barwnikiem fluorescencyjnym hybrydyzuje do umieszczonych na
ptytce sond, a otrzymany sygnat podlega opracowaniu przy pomocy specjalistycznych
programow bioinformatycznych.

W ostatnich latach wprowadzono takze metody badania metylacji DNA,
wykorzystujace sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS, ang. next generation
sequencing). Techniki te oparte sa na sekwencjonowaniu DNA, poddanego dziataniu
wodorosiarczynu sodu, pod wptywem ktorego niezmetylowana cytozyna ulega konwer-
sji do uracylu. Mozliwe jest zastosowanie paneli celowanych, takich jak Methyl-Seq,
okreslajacych stopien metylacji DNA w wybranych sekwencjach genomu o udowod-
nionym wplywie metylacji na regulacj¢ ekspresji genu. W celu okre$lenia poziomu
metylacji DNA w obrebie calego genomu mozliwe jest przeprowadzenie analizy WGBS

(ang. Whole-genome bisulfite sequencing) [ Yong 1 wsp., 2016].
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Ryc. 7. Metody oceny metylacji dinukleotydow CpG pojedynczego genu. a) trawienie DNA
przez metylospecyficzne enzymy restrykcyjne, b) chemiczna modyfikacja cytozyny przez
wodorosiarczyn sodu (NaHSOs3), ¢) immunoprecypitacja metylocytozyny (ang. methylated
DNA immunoprecipitation, MeDIP) [Schones i Zhao, 2008]. Opis metod przedstawiono w teks-

cie
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4. ZALOZENIA I CELE PRACY

Choroba Huntingtona jest genetycznie uwarunkowang chorobg zwyrodnieniowa
osrodkowego uktadu nerwowego, o poczatku objawow klinicznych najczgsciej w 4-5
dekadzie zycia. Pomimo, ze liczba powtdrzen CAG silnie koreluje z czasem wystapi-
enia objawOw choroby, obserwuje si¢ istotne roznice pomiedzy wiekiem zachorowania
u osob z ta sama liczbg powtdrzen, nawet w obrebie jednej rodziny. Sugeruje to udziat
innych czynnikow modyfikujacych w rozwoju HD.

W ostatnich latach podkresla si¢ role zaburzen epigenetycznych w patogenezie
1 przebiegu schorzen neurodegeneracyjnych. Z uwagi na potencjalng odwracalno$¢
modyfikacji epigenetycznych aktywnie poszukuje si¢ wsrdd nich markerow, ktore
moglyby postuzy¢ jako cele terapii opdzniajacej wystgpienie objawdw 1 spowolnienie
progresji choroby. W literaturze znajduje si¢ niewiele doniesien, dotyczacych zaburzen
metylacji DNA w chorobie Huntingtona. Istniejagce dane sugeruja, ze ekspresja zmu-
towanej huntingtyny zaburza regulacje metylacji DNA w komorkach nerwowych. Jak
dotad nie zbadano, czy poziom metylacji DNA w genie HTT koreluje z wiekiem
zachorowania lub z innymi parametrami molekularnymi i klinicznymi choroby.
Okreslenie, czy w chorobie Huntingtona dochodzi do nieprawidlowej metylacji DNA

genu HTT jest kluczowe w perspektywie poszukiwania terapii epigenetycznych w HD.
Dlatego tez celem badan podjetych w niniejszej pracy doktorskiej byto:

« Okreslenie wpltywu wybranych czynnikéw na wiek zachorowania (AOO) w grupie
polskich pacjentow z chorobg Huntingtona. Czynniki te obejmowaly: liczbe
powtorzen CAG w zmutowanym allelu HTT, rodzicielskie pochodzenie zmu-

towanego allela, wystepowanie choroby u rodzica oraz wiek zachorowania rodzica.

* Zbadanie, czy u chorych z HD dochodzi do nieprawidlowej metylacji genu H77,

w DNA pochodzacym z komorek krwi obwodowe;.

* Okreslenie zwigzku pomi¢dzy wynikami analizy metylacji genu H77T a wybranymi

parametrami molekularnymi i klinicznymi choroby.
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5. MATERIALY I METODY

Na przeprowadzenie badan, zrealizowanych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej otrzymano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan
Naukowych przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym- pismo nr NKEBN/254/2011,
NKBBN/254-431/2012 oraz NKBBN/254-113/2013.

5.1. Analiza wplywu wybranych czynnikéw klinicznych i molekularnych na

wiek zachorowania (AOO, ang. age of onset)
5.1.1. Material

Material do badan stanowily dane, dotyczace 452 objawowych pacjentow

z choroba Huntingtona, u ktorych okreslono wiek zachorowania oraz liczbe powtorzen
CAG w zmutowanym allelu genu H7T. Dane te otrzymano z pi¢ciu osrodkow w Polsce,
nalezacych do Europejskiej Sieci Choroby Huntingtona (EHDN) tzn.: Poradni Schorzen
Uktadu Pozapiramidowego Szpitala Sw. Wojciecha w Gdansku (kierownik: prof. dr hab.
n. med. Jarostaw Stawek), Katedry Medycyny Spotecznej Uniwersytetu Medycznego
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu (kierownik osrodka badawczego: dr n. med.
Daniel Zielonka), Centrum Neurologii Klinicznej Krakowskiej Akademii Neurologii
(kierownik osrodka badawczego: prof. dr hab. n. med. Andrzej Szczudlik), Katedry
i Kliniki Neurologii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach (kierownik:
dr hab. n. med. Monika Rudzinska) oraz Katedry i Kliniki Neurologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego (kierownik osrodka badawczego: dr hab. n. med. Piotr
Janik). W badaniu analizowano nastepujace zmienne:

« wiek chorego,

* ple¢,

» wiek zachorowania (AOOQO, ang. age of onset),

« liczbe powtorzen CAG w nieprawidlowym allelu HTT ((CAG)n),

pte¢ rodzica, u ktérego stwierdzono HD,

« wiek zachorowania rodzica.
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5.1.1.1. Przeprowadzone analizy oraz charakterystyka badanych grup

W ramach poszukiwania wptywu czynnikow modyfikujacych, w tym metylacji
DNA, na przebieg kliniczny choroby Huntingtona przeprowadzono analizy statysty-
czne, ktoére miaty na celu okreslenie zaleznosci wieku zachorowania pacjenta (AOO)
od liczby powtérzen CAG w zmutowanym allelu HTT ((CAG),) oraz dodatkowo,

od nastgpujacych czynnikow:

* plci rodzica, od ktorego pacjent odziedziczyl zmutowany allel (w grupie 375

chorych),

* wystepowania choroby u rodzica, bez wzgledu na jego pte¢ (w grupie 428

chorych),

» wieku zachorowania rodzica (w grupie 329 chorych).

W podgrupach chorych, wyodrebnionych na podstawie rodzicielskiego
pochodzenia zmutowanego allela oraz wystgpowania choroby u rodzica przeprowad-
zono analizg r6znic migdzy $rednimi warto$ciami zmiennych AOO i (CAG)n.

Z danych literaturowych wynika, ze wplyw liczby powtérzen CAG na przebieg
kliniczny HD jest slabiej wyrazony wsrdd pacjentow z krétszymi allelami [Gusella
1 MacDonald, 2009]. Dlatego tez, aby okresli¢ czy wyzej wymienione czynniki majg
wptyw na wiek zachorowania w HD, analizy statystyczne przeprowadzono réwniez
w grupie chorych z liczbg powtorzen CAG < 50. W badaniach, ktorych celem jest
poszukiwanie czynnikow modyfikujacych przebieg chordb poliglutaminowych czgsto
przeprowadza si¢ dodatkowe analizy w podgrupie chorych z kréotszymi allelami [Genet-
ic Modifiers of Huntington’s Disease Consortium, 2015; Figueroa i wsp., 2017].

Charakterystyke pacjentow przedstawiono w Tab. 3-5.
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Tab. 3. Charakterystyka grupy 452 pacjentow z HD pod wzgledem wywiadu rodzinnego

Ogoélem Kobiety Mezczyzni

IWszyscy objawowi pacjenci z HD 452 241 211

2Pacjenci z obciazonym wywiadem

rodzinnym w Kierunku HD 375 203 172
HD u matki 181 102 79

HD u ojca 194 101 93

Znany wiek zachorowania rodzica 329 181 148
Znany wiek zachorowania matki 161 91 70
Znany wiek zachorowania ojca 168 90 78

! dotyczy nosicieli mutacji z liczbg powtérzen CAG > 36, u ktorych badacze EHDN
okreslili wiek zachorowania

2 sposréd pozostatych pacjentow 53 zglosito, ze zaden z rodzicow i dalszych krewnych nie
chorowat na HD, za$§ w przypadku 24 wywiad rodzinny byl nieznany

Tab. 4. Charakterystyka grupy 452 pacjentow z HD pod wzgledem wybranych parametrow.
Wiek i AOO podano w latach

Ple¢ Kobiety Mezczyzni
Srednia 51,42 51,43
SD 13,93 13,7
Wiek
Min 11 11
Max 87 ]2
Srednia 41,2 40,47
Wiek zachorowania SD 13,18 13,33
(AOO) Min 6 4
Max 78 72
Srednia 45,09 45,08
SD 7,07 7,66
(CAG)
Min 36 37
Max 90 108

(CAG), — liczba CAG w zmutowanym allelu H7T; SD — odchylenie standardowe;
Min — warto$¢ minimalna; Max — warto$¢ maksymalna
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Tab. 5. Wywiad rodzinny w kierunku HD w grupie pacjentow z (CAG), < 50

Ogotem Kobiety Mezczyzni

Pacjenci z (CAG)n <50 389 205 184
1Pt ot .. .
HD u matki 156 89 67
HD u ojca 162 81 81
Znany wiek zachorowania rodzica 280 151 129
Znany wiek zachorowania matki 139 79 60
Znany wiek zachorowania ojca 141 72 69

!'sposrdd pozostatych pacjentow 50 zglosito, ze zaden z rodzicow i dalszych krewnych nie
chorowat na HD, za$ w przypadku 21 wywiad rodzinny byt nieznany

5.1.2. Metody statystyczne

Wszystkie analizy statystyczne w niniejszej pracy doktorskiej zostaty
przeprowadzone we wspolpracy z dr inz. Romanem Ardanem z Zakladu Ekonometrii
Wydziatu Nauk Ekonomicznych Politechniki Koszalinskiej. Obliczenia statystyczne
wykonano w programie STATISTICA 10 (StatSoft, USA).

* Ze wzgledu na to, ze rozktady wieku zachorowania (AOQO) spehiaty zatozenie
rozktadu normalnego, do oceny réznic miedzy $rednimi warto§ciami analizowane;j
zmiennej w grupie chorych, ktérzy odziedziczyli mutacj¢ od matki i w grupie
chorych, ktorzy odziedziczyli mutacj¢ od ojca zastosowano parametryczny test
T-Studenta. Do oceny réznic miedzy Srednimi wartosciami liczby powtorzen CAG
w obu tych grupach zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya.
Testem Kolmogorowa-Smirnowa odrzucono bowiem hipotez¢ o rozkladzie nor-

malnym zmiennej (CAG)n.

» Ze wzgledu na duza réznice w liczebnosci badanych prob do oceny roéznic miedzy
$rednimi wartosciami zmiennych AOO i1 (CAG). w grupie chorych, u ktorych
stwierdzono HD u jednego z rodzicow oraz w grupie chorych z nieobcigzonym

wywiadem rodzinnym zastosowano nieparametryczny test U Manna-Whitneya.
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» Analiz¢ statystyczng zaleznosci AOO od (CAG), oraz innych czynnikow
przeprowadzono za pomocg jedno- i wieloczynnikowych modeli regresji liniowe;.
Zmienne AOO 1 (CAQ). zostaty uprzednio zlogarytmizowane. Liniowa zalezno$¢
pomiedzy logarytmami tych zmiennych odpowiada potegowemu modelowi
regresji pomiedzy zmiennymi niezlogarytmizowanymi. Model ten wykazatl si¢
najlepszym dopasowaniem, mierzonym wspotczynnikiem determinacji R?
w grupie wszystkich objawowych chorych (n=452) (Rozdzial Wyniki, str. 68). Jest
on rowniez najczgsciej opisywany w literaturze [Langbehn i wsp., 2010]. Dwa
dodatkowe czynniki, tj. wystepowanie choroby u rodzica oraz pte¢ chorego rodzi-
ca, zostaly zmodelowane zmienng binarng (zerojedynkowa), natomiast wiek

zachorowania rodzica zastosowano w postaci zlogarytmizowane;.

Do poréwnania modeli zagniezdzonych wykorzystano wartosci skorygowanego
wspotczynnika R2. W przypadku, gdy dodanie zmiennej do modelu zwigksza
warto$¢ skorygowanego R?, wtedy te zmienng powinno si¢ bra¢ pod uwagg.
Nalezy podkresli¢, ze rozklady reszt w analizowanych modelach, a takze rozpa-
trywanych zmiennych przed 1 po zlogarytmizowaniu, nie spetnialy zatozen
rozktadu normalnego. Niemniej jednak, bioragc pod uwage duza liczbe badanych
chorych, wnioskowanie o istotnosci czynnikow, oparte o t-statystyke nie jest obar-
czone znaczacym btedem [Faraway, 2002]. Latwos$¢ interpretacji wynikow byta

dodatkowym argumentem na rzecz wykorzystania analizy regresyjne;.

5.2. Badanie metylacji genu H7T metoda trawienia DNA metylospecyficznym
enzymem restrykcyjnym i iloSciowa reakcja lancuchowa polimerazy (MSRE-

qPCR)
5.2.1. Material

Material do badan stanowita krew obwodowa, pochodzaca od 151 objawowych
pacjentow z chorobg Huntingtona oraz 117 zdrowych ochotnikéw. Probki krwi pacjen-
tow otrzymano z pi¢ciu osrodkow EHDN w Polsce, wymienionych w rozdziale 5.1.1.

Grupe kontrolng stanowity osoby zdrowe, ktérych krew pobrano na terenie
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Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego (UCK) w Gdansku. Do grupy tej wilaczono
réwniez pacjentdow Poradni Genetycznej UCK z obcigzonym wywiadem rodzinnym
w kierunku HD, u ktorych badanie molekularne wykluczyto obecno$¢ mutacji w genie
HTT. Pacjenci Poradni Genetycznej UCK, u ktorych wykryto patogenng mutacje byli
w pierwszej kolejnosci kierowani do Poradni Schorzen Uktadu Pozapiramidowego
Szpitala Sw. Wojciecha w Gdansku, celem dokladnej oceny klinicznej wedtug skal
EHDN. Wszystkie osoby wiaczone do badania, po zapoznaniu si¢ z jego projektem,

wyrazity $wiadomg pisemng zgode na udziat w badaniu.
5.2.1.1. Kryteria wlaczenia i wylaczenia do badania
A. Grupa badana:

Kryteria wlaczenia:

* pacjent lub jego opiekunowie prawni wyrazili §wiadomg zgode na udziat w bada-
niu,

 u pacjenta rozpoznano chorob¢ Huntingtona na podstawie badania molekularnego
liczby powtorzen CAG w genie HT7,

« u pacjenta badacze EHDN okreslili wiek zachorowania,

U pacjenta nie stwierdzono ogniskowego uszkodzenia moézgu (przebytych cigzkich
oraz umiarkowanie ci¢zkich urazéw gltowy, udardow, zapalen opon modzgowo-

rdzeniowych).

Kryteria wylaczenia:

« przetoczenie preparatu krwiopochodnego w przeciagu 6 miesiecy poprzedzajacych

badanie

B. Grupa kontrolna:

Kryteria wlaczenia:

« osoba powyzej 18 r.z., ktora wyrazita §wiadomg zgodg¢ na udziat w badaniu,

« wywiad rodzinny nieobcigzony w kierunku choréb neurodegeneracyjnych lub
psychicznych u krewnych 11 II stopnia,

« w przypadku oséb, pochodzacych z rodzin obcigzonych choroba Huntingtona

wykluczenie nosicielstwa mutacji na podstawie badania molekularnego.
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Kryteria wylaczenia (wystarczy jedno z ponizszych):

» przewlekle choroby serca, nerek, watroby, zaburzenia neurologiczne lub choroby
tkanki taczne;j,

» choroba nowotworowa,

 przetoczenie preparatu krwiopochodnego w przeciggu 6 miesiecy poprzedzajacych

badanie.

5.2.1.2. Charakterystyka grupy badanej

Pacjenci wiaczeni do badania podlegali ocenie klinicznej przez zespot specjal-
istow w dziedzinie neurologii i psychologii klinicznej w ramach wieloosrodkowego
projektu REGISTRY EHDN. W projekcie tym chorym i czlonkom ich rodzin z grupy
ryzyka zlecano rowniez badanie molekularne w kierunku mutacji w genie H7T, wyko-
nane w Zaktadzie Genetyki Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie (dr n. med.
Wioletta Krysa, kierownik: prof. dr hab. n. med. Jacek Zaremba). W grupie obja-
wowych nosicieli mutacji wiek zachorowania okre§lono na podstawie wytycznych
obowigzujacych w REGISTRY, z uwzglgdnieniem wywiadu zebranego od chorego
1 cztonkdéw jego rodziny lub opiekundéw oraz szczegdlowego badania wedtug skal
EHDN. W niniejszym badaniu analizowano nast¢pujace zmienne:

» wiek chorego,
. plec,
« wiek zachorowania (AOOQ, ang. age of onset),

« czas trwania choroby, wyrazony jako r6znica miedzy wiekiem chorego a AOO,

liczbe powtorzen CAG w nieprawidlowym allelu HTT ((CAG),),

liczbg punktéw w trzech domenach skali UHDRS: skali ruchowej TMS (ang. Total
Motor Score), skali ogo6lnej sprawnosci funkcjonalnej TFC (ang. Total Functional
Capacity) oraz w Skali Funkcjonowania (SF), okreslong w dniu pobrania krwi od
chorego.

Charakterystyke populacji pod wzgledem wyzej wymienionych zmiennych przedstaw-

iono w tab. 6 oraz na ryc. 8.
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Tab. 6. Charakterystyka pacjentdéw, u ktorych przeprowadzono badanie metodg MSRE-qPCR,

pod wzgledem analizowanych zmiennych

Zmienna ’ Kobiety (n=94) ’ Mezczyzni (n=57)
Srednia SD Min Max Srednia SD Min Max
Wiek 49,67 12,63 16 75 52,82 11,97 25 78
AOO 41,69 11,92 8 67 43,77 11,86 17 64
CTCh 7,97 5,41 1 33 9,05 5,39 1 28
(CAG) 44,12 5,63 36 75 43,24 3,78 38 56
TMS 49,09 25,48 4 102 49,55 18,22 16 90
TFC 7,81 3,72 1 13 7,80 2,93 2 13
SF 16,82 6,73 1 25 17,73 4,78 7 25

SD — odchylenie standardowe; Min — warto$¢ minimalna; Max — warto$¢ maksymalna; AQO (ang. age
of onset) — wiek zachorowania; CTCh — czas trwania choroby; (CAG)n — liczba powtérzen CAG
w nieprawidtowym allelu HTT; TMS (ang. Total Motor Score) — skala zaburzen ruchowych, zakres
0-124 pkt., liczba pkt. wzrasta wraz z nasileniem objawow ruchowych; TFC (ang. Total Functional Ca-
pacity) — skala ogolnej sprawnosci funkcjonalnej, zakres 0-13 pkt., liczba pkt. maleje wraz ze stopniem
nasilenia choroby; SF — Skala Funkcjonowania, zakres 0-25 pkt., liczba pkt. maleje wraz ze stopniem
nasilenia choroby.

Liczba pacjentéw

Ryec. 8. Liczebnos¢ grupy badanej w zaleznosci od liczby powtdrzen CAG w genie HTT

36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 53 55 56 59 61 62 75

Liczba powtérzen CAG

5.2.1.3. Charakterystyka grupy kontrolnej

Grup¢ kontrolng stanowito 117 zdrowych ochotnikéw, odpowiadajacych

wiekiem oraz picig grupie badanej. Charakterystyke grupy kontrolnej, pod wzgledem

wybranych parametrow, przedstawiono w tab. 7.
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Tab. 7. Charakterystyka grupy kontrolnej

Wiek (lata)
Plec Liczba os6b ~
Srednia SD Min Max
Kobiety 71 45,23 13,42 24 93
Mezczyzni 46 47,82 14,16 22 71

SD — odchylenie standardowe; Min — warto$¢ minimalna; Max — warto$¢ maksymalna

5.2.2. Metody
5.2.2.1. Izolacja genomowego DNA

DNA wyizolowano z 2 ml petnej krwi obwodowej metoda ekstrakcji na kolu-
mienkach, przy uzyciu zestawu Qiagen DNA Blood Midi Kit (Qiagen, Niemcy). Proce-
dur¢ przeprowadzono zgodnie z protokolem producenta. Stezenie oraz jako$¢
wyizolowanego DNA okreslano metodg spektrofotometryczng z wykorzystaniem
urzadzenia NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies Inc., USA). Wszystkie probki
DNA spelniaty parametry jakosci Az60/A2so > 1,8 oraz Azeo/A230> 1,9.

5.2.2.2. Trawienie DNA enzymami restrykcyjnymi

Do trawienia DNA zastosowano zestawy EpiJET DNA Methylation Analysis
Kit: Mspl/Hpall oraz Taql/HpyF301 (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Enzymy
Mspl 1 Hpall sa izoschizomerami rozpoznajagcymi sekwencje nukleotydowa
5’-CCGG-3’. Enzym Hpall hydrolizuje sekwencje 5'-CCGG-3' w przypadku gdy
cytozyna w dinukleotydzie CpG jest niezmetylowana, natomiast Mspl trawi t¢ sek-
wencje bez wzgledu na jej stopien metylacji. Izoschizomery Tagl i HpyF30I rozpoznaja
sekwencje DNA 5’-TCGA-3’. Metylacja cytozyny w tetranukleotydzie 5’-TCGA-3’
hamuje trawienie przez HpyF30I, natomiast nie ma wptywu na dziatanie enzymu 7Zagl.

Doswiadczenie zostalo wykonane zgodnie z ponizszg procedurg:

a) W celu kontroli efektywnos$ci trawienia przeprowadzono reakcj¢ kontrolng
z dostarczonymi probkami zmetylowanego 1 niezmetylowanego DNA wektora
plazmidowego pUC19/Smal. Reakcj¢ przeprowadzono zgodnie z instrukcja pro-

ducenta.
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Dla kazdej z probek genomowego DNA przygotowano trzy mieszaniny reak-
cyjne: jedng zawierajaca enzym Hpall (probka badana), drugg zawierajaca
enzym Mspl (kontrola negatywna) oraz trzecia, zawierajaca 50% glicerol (kon-
trola pozytywna, DNA nietrawiony). Poczatkowo, zgodnie z protokotem produ-
centa stosowano nietrawiony DNA, jako referencyjny w ilo$ciowej reakcji PCR,
co wiazalo si¢ z otrzymywaniem istotnie zawyzonych wynikdw poziomu mety-
lacji CpG. Na podstawie obserwacji wlasnych zmodyfikowano protokot badania
i jako DNA referencyjny w qPCR zastosowano DNA matrycowy trawiony
enzymem HpyF30l. Doktadny opis modyfikacji protokotu opisano w rozdziale
Wyniki (str. 76-80). W tab. 8. przedstawiono sktady mieszanin reakcyjnych.

Probéwki inkubowano w termocyklerze w temp. 37°C przez 60 min, a nastgpnie

w temp. 90°C przez 10 min.

Do reakcji qPCR probowki rozcienczono 15x woda podwodjnie destylowana

(ddH0).

Sktady mieszanin reakcyjnych w reakcjach trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi

T DNA nietrawiony DNAI;raﬁflony DNA Aflrawivmny DNI? tr;l;’vol;)ny
mieszaniny v P »

reakcyjnej 1 2 3 4

DNA 0.8 ug 0.8 ug 0.8 ug 0.8 ug
10X EpiBuffer 2ul 2 ul 2 ul 2ul
50% glicerol 1 pl - - -
Hpall - 1 ul - -
Mspl - - 1 ul -
HpyF30I1 - - - 1 ul
ddH-0 do 20 pl do 20 pl do 20 pl do 20 pl

Calkowita objetos¢ 20 pl 20 pl 20 pl 20 pl
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5.2.2.3. Projektowanie starterow do iloSciowej reakcji lancuchowej polimerazy

Startery do reakcji qPCR zaprojektowano na podstawie analizy bioinformaty-
cznej sekwencji DNA genu HTT. Do badania poziomu metylacji DNA wybrano cztery
fragmenty genu HTT: trzy zlokalizowane w regionie promotorowym oraz jeden w sek-
wencji kodujacej genu (ang. gene body) (ryc. 9). Startery zostaly zaprojektowane tak,
aby w obrgbie kazdego z badanych amplikondéw znajdowata si¢ tylko jedna sekwencja
5’-CCGG-3’, rozpoznawana przez enzymy Hpall i Mspl. Nalezy rowniez podkresli¢, ze
zaden z amplikondw nie zawierat tetranukleotydu 5’-TCGA-3’, hydrolizowanego przez
enzymy HpyF30I i Tagl. Sekwencje starteréw uzytych do analizy MSRE-qPCR dla

poszczeg6lnych fragmentow genu HTT przedstawiono w tab. 9.

N\ /

5UTR promotor eksont HTT 3'UTR

Ryec. 9. Lokalizacja starterow w obrgbie genu H77. UTR — ang. untranslated region

Tab. 9. Sekwencje starterow uzytych do analizy MSRE-qPCR dla poszczegdlnych fragmentow
genu HTT

Region genu = Lokalizacja wzgledem

Numer HTT wyspy CpG* Startery Sekwencja (5°-3°)
| Promotor brzeg wyspy CpG (ang. F CTGGCTAAAGTAGGCTTTACTG
CpG shore)* R GGAGTAAGGTTGGCCTCA
brzeg wyspy CpG (ang. F CTGAGCTGCTGCTGAAT
2 Promotor CoG sh «
PG shore) R GGGCGTTTCTTTATGGGAG
F CGGGTGAGTATGGCTCT
3 Promotor wyspa CpG
R CATGCGGAAAGGATCCC
Sekwencja F GGGAAGGTCTCTGTAGGC
4 kodujaca (ang. -
gene body) R CTCCAGCATGTCCCAAAT

*wg bazy UCSC Genome Browser; F — starter (ang.) forward, R — starter (ang.) revers
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5.2.2.4. llosciowa reakcja lancuchowa polimerazy

Do reakcji PCR w czasie rzeczywistym (qPCR, ang. quantitative polymerase
chain reaction) wykorzystano probki, bedace produktami trawienia enzymami Hpall
(DNA badany) oraz HpyF30l (DNA referencyjny, kontrola pozytywna). Wydajnos¢
reakcji dla kazdego startera wyznaczono na podstawie krzywej standardowej z serii roz-
cienczen matrycy (ryc. 10). Amplifikacje przeprowadzano w objetosci 10 pl na ptytkach
96-dotkowych, w trzykrotnych powtdrzeniach, przy uzyciu aparatu LightCycler® 480-11
firmy Roche. Kazdorazowo stosowano réwniez kontrol¢ negatywna, ktéra zawierala
wszystkie substraty do reakcji qPCR za wyjatkiem matrycowego DNA. Temperature
przyltaczania starterow ustalono empirycznie. Sktad mieszaniny reakcyjnej oraz warunki
doswiadczenia przedstawiono w tab. 10 i 11. Wyniki badania qPCR analizowano za
pomoca oprogramowania LightCycler 480, wersja 1.5 (Roche). Po kazdej reakcji
przeprowadzano analiz¢ krzywej topnienia, w celu sprawdzenia jakosci otrzymanych

produktéw. Wydajno$¢ reakcji dla kazdego ukladu PCR miescita si¢ w granicach

1.9-2.1.

Fluorescence History

N
B oE
2.5

20,04

Fluorescence (465-510)
P22 2 28 EZ B
2.2 2. 2.92.2.2.2.2

13 57 9 12 15 19 22 26 30 34 37 4 45 49
Cycles

Standard Curve

3 2.8 2,6 2.4 22 2 1.8
Log Concentration

Ryc. 10. Krzywa standardowa dla reakcji amplifikacji regionu 4 genu HT7T, wyznaczona na
podstawie serii rozcienczen matrycy; wydajno$¢ reakcji: 1,998
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Tab. 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej w reakcji gPCR

Odczynnik Objetos$¢ w jednej probce
LightCycler® 480 SYBR Green I Master 5l
(Roche)
Starter F 0.5 ul
Starter R 0.5 ul
dd H20 2 ul
DNA matrycowy 2 ul
Calkowita objetos¢ 10 pl

Tab. 11. Profil termiczny reakcji qPCR

Etap reakcji qPCR | Temperatura Czas trwania cyklu Liczba cykli

Wstepna denaturacja 96°C 5 min 1 cykl
Denaturacja w cyklu 96°C 10 sek
Przylaczanie starteréw 62°C 20 sek 50 cykli
Wydtuzanie starterow 72°C 60 sek

5.2.2.5. Interpretacja wynikow reakcji qPCR

Poziom metylacji DNA badanego fragmentu genu obliczano na podstawie rozni-
cy w cyklu granicznym (ang. treshold cycle, Ct) pomiedzy probka badang (DNA traw-
iony enzymem Hpall) a probka referencyjng (DNA trawiony enzymem HpyF30I).
Roéznica w cyklu granicznym (ACt) wyraza frakcje zmetylowanego DNA w badane;j
probee i jest tym wigksza, im mniejszy jest stopien metylacji DNA w amplifikowanym

locus. Poziom metylacji DNA wyrazano w % na podstawie nast¢pujacego wzoru:

. -ACt
% zmetylowanego DNA w amplifikowanym locus = 100x2

Schemat przeprowadzonego do$wiadczenia przedstawiono na ryc. 111 12.
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A) B)
DNA niezmetylowany DNA zmetylowany
59 LA J
i %9
T LA
DNA badany DNA referencyjny DNA badany DNA referencyjny
xy X *e *e
X X *e *e
Ty X AL J LA J
Trawienie Trawienie Trawienie Trawienie
Hpall HpyF30I Hpall HpyF30I
_— vy ry e
—_—— ol Ir LA
—_ I v e
quCR qPCR quCR l qPCR

Brak amplifikacji  Amplifikacja DNA

zhydrolizowanych  Nizsza wartoéé Ct
sekwencji DNA

Wyzsza warto$¢ Ct

Amplifikacja DNA  Amplifikacja DNA
Nizsza wartos¢ Ct  Nizsza warto$¢ Ct

Ryc. 11. Schemat badania poziomu metylacji DNA za pomoca metody MSRE-qPCR.
A) W przypadku braku metylacji DNA w badanym locus nastepuje trawienie sekwencji 5’-
CCGG-3’ przez enzym Hpall. Nastepstwem trawienia jest brak amplifikacji zhydrolizowanych
sekwencji DNA w reakcji qPCR i wysoka warto§¢ Ct. B) W przypadku gdy wewngtrzna cy-
tozyna w tetranukleotydzie 5’-CCGG-3’ jest zmetylowana trawienie przez enzym Hpall jest
zahamowane. DNA matrycowy pozostaje niezmieniony i amplifikuje w reakcji qPCR, przy
niskiej wartosci Ct. W obu przypadkach DNA referencyjny trawiony jest enzymem HpyF30I,
ktorego miejsce ciecia nie znajduje si¢ w obrebie zadnego z amplikonow. W reakcji qPCR do-
chodzi zatem do prawidlowej amplifikacji DNA w badanym locus. Celem trawienia enzymem
HpyF30I DNA kontrolnego jest uzyskanie krétszych fragmentéw DNA, co pozwala na bardziej
precyzyjny pomiar ilo§ciowy produktow qPCR. Zmodyfikowano na podstawie procedury bada-

nia metylacji DNA, dotgczonej do zestawu OneStep qMethyl™ (Zymo Research Corp, USA)
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A)

Fluorescence History
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Ryc. 12. Interpretacja wynikoéw ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy. Frakcja zmety-
lowanego DNA w badanej probce jest obliczana na podstawie réznicy w cyklu granicznym
(ACt) pomiedzy probka badang (DNA trawiony enzymem Hpall) a probka referencyjng (DNA
trawiony enzymem HpyF30I). A) DNA w pelni zmetylowany (trawienie przez Hpall jest za-
hamowane, ACt = 0), B) DNA niezmetylowany (DNA badany ulegl trawieniu przez Hpall, ACt
> 4.5), C) czgsciowa metylacja DNA (w badanej probce trawieniu ulegta frakcja DNA, 0 < ACt
< 4.5). Zmodyfikowano na podstawie procedury badania metylacji DNA, dotaczonej do
zestawu EpiJET DNA Methylation Analysis Kit Mspl/Hpall (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA)
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5.2.3. Analiza statystyczna danych

Analize statystyczng wynikow MSRE-qPCR wykonano w programie STATIS-
TICA 10 (StatSoft, USA).

* Ze wzgledu na to, ze rozklady stopnia metylacji DNA spelniaty zatozenie
rozktadu normalnego, do oceny réznic migdzy Srednimi warto§ciami analizowane;j
zmiennej w grupie badanej i w grupie kontrolnej zastosowano parametryczny test T-

Studenta.

* QOkreslono zwigzek pomigdzy poziomem metylacji DNA w obrebie regionéw
1,214 genu HTT a wybranymi parametrami klinicznymi i molekularnymi choroby.
Z uwagi na to, ze w regionie 3 nie stwierdzono metylacji DNA, nie zostal on
uwzgledniony w ponizszych analizach statystycznych. Przeprowadzono nastepujace

analizy:

- oceng zalezno$ci poziomu metylacji DNA w badanym regionie H77T od wieku
pacjenta, jego plci, czasu trwania choroby (wyrazonym jako rdéznica pomig¢dzy

wiekiem chorego a AOO) oraz liczby CAG w zmutowanym allelu H7T ((CAG)n),

- okreslenie wptywu stopnia metylacji DNA na wiek zachorowania pacjenta

(AOO), z uwzglednieniem wptywu liczby powtérzen CAG,

- okreslenie wplywu stopnia metylacji DNA na punktacje w trzech domenach
skali UHDRS (ang. The Unified Huntington's Disease Rating Scale), mierzona
wskaznikami TMS (ang. Total Motor Score), TFC (ang. Total Functional Capacity)
oraz SF (ang. Functional Score), z uwzglednieniem nastgpujacych wejsciowych zmi-

ennych niezaleznych:

« plci (w postaci ocyfrowanej: 0 — kobieta, 1 — mezczyzna),
¢ (CAG)n (W postaci zlogarytmizowanej),

 wieku pacjenta,

« PMI — poziomu metylacji DNA w regionie 1,

« PM2 — poziomu metylacji DNA w regionie 2,

« PM4 — poziomu metylacji DNA w regionie 4.
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W modelach tych nie uwzgledniono wieku zachorowania jako zmiennej nieza-
leznej, gdyz zmienna ta jest silnie skorelowana z (CAG)n.

Badania zostaty przeprowadzone w ramach jedno- 1 wieloczynnikowych modeli
regresji liniowej. Zmienne AOO 1 (CAG). zostaly uprzednio zlogarytmizowane.
Liniowa zalezno$¢ pomiedzy logarytmami tych zmiennych odpowiada potegowemu
modelowi regresji pomiedzy zmiennymi niezlogarytmizowanymi. W przypadku modeli
regresji wielorakiej wykorzystano metode eliminacji wstecznej opartej o skorygowany
wspotczynnik determinacji R2.

Wszystkie wyzej wymienione analizy przeprowadzono w calej populacji
chorych (n=151), a takze osobno, w grupie chorych z (CAG), < 50 (n=137), stosujac
analogie to badan, przedstawionych w rozdziale 5.1. i 6.1. Pomimo usuni¢cia skrajnych
warto$ci zmiennej (CAG). rozklady reszt w analizowanych modelach, a takze rozpa-
trywanych zmiennych przed i po zlogarytmizowaniu, nie spetniaty zatozen rozktadu
normalnego. Niemniej jednak, biorgc pod uwage duza liczbe badanych chorych,
wnioskowanie o istotnosci czynnikow, oparte o t-statystyke nie jest obarczone znaczg-

cym bledem [Faraway, 2002].

5.3. Badanie metylacji genu H7T metodq mikromacierzy metylacyjnych
5.3.1. Material

Analize stopnia metylacji genu H7T metoda mikromacierzy metylacyjnych
przeprowadzono u 32 pacjentow z chorobg Huntingtona oraz u 16 zdrowych ochot-
nikéw, odpowiadajacych wiekiem oraz picig grupie badanej. Probki DNA pochodzity
z puli materiatu genetycznego, zgromadzonego od 151 objawowych chorych i 117 oséb
zdrowych. Pacjenci zostali zakwalifikowani do badania wedlug nastepujacej procedury:
na podstawie liczby powtorzen CAG w nieprawidtowym allelu HTT wszystkich obja-
wowych chorych, od ktéorych uzyskano DNA, podzielono na dwie grupy: osoby
z (CAG)n < 44 oraz osoby z (CAG), > 45. Z obu grup wybrano do badan losowo t¢
samg liczbe kobiet 1 mezczyzn, ktérzy w momencie pobrania krwi byli w zblizonym
wieku. Dobor pacjentéw na podstawie powyzszych kryteriow miat na celu zmniejszenie

prawdopodobienstwa wystapienia zmian w poziomie metylacji, wynikajacych z réznic
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wieku 1 ptci chorych. Z danych literaturowych wynika bowiem, ze takie czynniki jak:
wiek, ple¢ oraz pochodzenie etniczne moga wptywac na zmiany w obrebie metylomu

[Hannum 1 wsp., 2013]. Charakterystyke grup przedstawiono w tab. 12.

Tab. 12. Charakterystyka osob, u ktorych oznaczono profil metylacji genu HTT metoda
mikromacierzy metylacyjnych

Liczba pacjentéw Wiek (lata) (CAG)
Grupa

Ogolem K M Srednia SD Min Max Srednia SD Min Max
(CAG)<44 16 8 8 50,62 | 2,65 46 | 55 42,81 | 0,65 42 | 44
(CAGW=45 16 8 8 3368 | 7,76 | 16 | 45 51,18 | 801 45 75
k(f;‘r‘é’&a 16 8§ 8 | 4212 | 99 24 54

(CAG)x — liczba CAG w zmutowanym allelu H7T; K — kobiety, M — m¢zczyzni, SD — odchylenie standardowe,
Min — warto$¢ minimalna, Max — warto$§¢ maksymalna

5.3.2. Metody
5.3.2.1. Oznaczenie stopnia metylacji genu HTT

Profil metylacji genu HTT zostal zbadany za pomoca mikromacierzy Infinium
HumanMethylation450 BeadChip firmy Ilumina, w laboratorium Center for Genome
Technology, Hussman Institute for Human Genomics, University of Miami Miller
School of Medicine, USA. Platforma Infinium 450K stuzy do analizy poziomu mety-
lacji DNA w ponad 485 000 miejsc CpG w genomie. Najwigksza liczba sond
naniesionych na ptytke mikromacierzowg zostala zaprojektowana dla dinukleotydow
CpG zlokalizowanych w regionach promotorowych, pokrywajac 96% catkowitej liczby
wysp CpG w genomie. Dodatkowo, mikromacierz ta umozliwia okreslenie stopnia
metylacji DNA na brzegach wysp (ang. island shores), w obszarach je okalajacych (ang.
island shelves), w regionach 3’ 1 5° gendéw oraz w wybranych fragmentach sekwencji
kodujacych. W obrebie genu H7T poziom metylacji DNA jest analizowany w 58 dinuk-
leotydach CpG. Sondy mikromacierzowe zlokalizowane sg w nastepujacych fragmen-
tach genu: 10 w regionie promotorowym, 2 w eksonie pierwszym, 42 w dalszych
sekwencjach genu (ang. gene body) oraz 4 w obszarze 3’UTR (wg bazy UCSC Genome

Browser). Do badania wykorzystywany jest DNA poddany konwersji wodorosiar-

64



MATERIALY I METODY

czynem sodu. Schemat analizy metylacji DNA z zastosowaniem wybranej platformy
przedstawiono na ryc. 13. Poziom metylacji DNA jest obliczany za pomoca
oprogramowania Illumina GenomeStudio® Methylation Module v1.0 i wyrazany jako
odsetek zmetylowanego DNA w badanej probce, gdzie 0 oznacza brak metylacji,

a 1- calkowita metylacj¢ w badanym locus.

A)  Metylacja DNA w badanym locus

T W
A~_ @
DNA po konwersji G /\./.
NaHSO; c~_W
\ CG
T 5
/\/ GC
T W
AW
DNA po konwersji G /\_/.
NaHSO3 C /\_/.
CA
\ 0 T 5
GC

(

B) Brak metylacji DNA w badanym locus

L2
A~ @
DNA po konwersji G /\_/.
NaHSO; c—~_ @
CA
\ o [T 5
/\/ GT
T W
A~ W
DNA po konwersji G /\_/.
NaHSO;3 m c—~_ @
CG
\ [T 5
/\/ GT

Ryec. 13. Procedura badania metylacji DNA The Infinium Methylation Assay (Ilumina). Mikro-
macierz Infinium HumanMethylation450 BeadChip wykorzystuje dwa typy sond do detekcji
metylacji DNA- sonde U do detekcji niezmetylowanego miejsca CpG oraz sonde M, ktora
rozpoznaje sekwencje zmetylowang. A) W przypadku metylacji DNA w badanym locus
przylaczenie sondy M umozliwia wydtuzanie sekwencji startera w kierunku 3’. Po przylaczeniu
sondy U dochodzi do niesparowania zasad na koncu 3’ startera i wstrzymania elongacji. B) Jesli
cytozyna w badanym locus jest niezmetylowana dziatanie sond U i M jest odwrotne.
Dideoksynukleotydy wbudowywane do wydluzanej sekwencji sg wyznakowane fluo-
rochromem. Poziom metylacji DNA w danym locus obliczany jest na podstawie proporcji syg-
natow fluorescencyjnych dla zmetylowanych i niezmetylowanych miejsc CpG.
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5.3.2.2. Analiza statystyczna danych mikromacierzowych

Wstepne opracowanie danych mikromacierzowych, w tym normalizacj¢ danych,
wykonano w laboratorium Center for Genome Technology Uniwersytetu w Miami.
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona w programie STATISTICA 10 (StatSoft,
USA). Z analizy wykluczono sekwencje, w ktorych wystepuje polimorfizm poje-
dynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism) wedlug opro-
gramowania [llumina GenomeStudio® Methylation Module v1.0. Badanie przeprowad-

zono na poziomie istotnosci 0,05.

* Na podstawie przegladu literatury, dotyczacej metod analizy statystycznej
danych mikromacierzowych [Hannum i wsp., 2013; Huynh i wsp., 2014] do oceny
roznic migdzy S$rednimi warto$ciami analizowanej zmiennej w grupie badanej
1 w grupie kontrolnej wybrano parametryczny test T-Studenta.

« Srednie poziomy metylacji DNA w obrebie trzech grup: chorych

z (CAG)n< 44, chorych z (CAG)a > 45 oraz grupy kontrolnej, poréwnano za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA, ang. analysis of variance), z ewentu-
alnym zastosowaniem testu wielokrotnych poréwnan Tukeya w przypadku wystapi-
enia istotnych rdéznic pomig¢dzy grupami. Homogeniczno$¢ wariancji w grupach
zostata sprawdzona za pomocg testu Levene’a.

« Okreslono zwiazek pomiedzy poziomem metylacji genu H77 a wybranymi

parametrami molekularnymi i klinicznymi choroby. Do badania wybrano 5 dinukleo-
tydéw CpG, w ktorych maksymalne réznice w poziomie metylacji DNA przekraczaly

10%, w grupie pacjentoéw z HD. Wykonano nastgpujace analizy statystyczne:

- oceng¢ zaleznosci poziomu metylacji DNA w danym CpG od wieku pacjenta,
jego pflci, czasu trwania choroby (wyrazonym jako réznica pomiedzy wiekiem

chorego a AOO) oraz liczby CAG w zmutowanym allelu H77,

- okre$lenie zaleznosci wieku zachorowania pacjenta (AOO) od liczby

powtorzen CAG 1 poziomu metylacji DNA w wybranym CpG.

Badania przeprowadzono w ramach jedno- 1 wieloczynnikowych modeli regresji

liniowej. Zmienne AOO 1 (CAG). zostaly uprzednio zlogarytmizowane. Testem
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Kolmogorowa-Smirnowa odrzucono hipoteze¢ o rozkladzie normalnym wieku oraz
czasu trwania choroby. Rozktady zmiennych Ln(AOO) oraz stopnia metylacji
5 wybranych CpG spetnialy zalozenie rozktadu normalnego. Z analizy statystycznej
wykluczono pacjenta z liczbg powtorzen 75, ze wzgledu na znacznie odstajgca wartos¢é
(CAG)n. Mimo to nie uzyskano rozktadu normalnego zmiennej (CAG), oraz reszt mod-
elu. Biorac pod uwage stosunkowo niewielka liczbe chorych (n=31) wnioskowanie

statystyczne bylo zatem obarczone znacznym ryzykiem wystgpienia btedu.
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6. WYNIKI

6.1. Wplyw wybranych czynnikow Kklinicznych i molekularnych na wiek

zachorowania (AOO, ang. age of onset)

Badania statystyczne przeprowadzono w populacji 452 polskich pacjentow
z chorobg Huntingtona, u ktorych liczba powtérzen CAG w zmutowanym allelu HTT
wynosita > 36, a takze okre§lony zostal wiek zachorowania przez badaczy EHDN.
Z uwagi na wigkszy udzial modyfikujacych czynnikow genetycznych i srodowiskowych
w przebiegu choroby wsrod chorych z krotszymi allelami, badania te przeprowadzono
rowniez w grupie pacjentow z liczbg powtdrzen CAG < 50. W analizie statystycznej

zastosowano jedno- i wieloczynnikowe modele regresji liniowe;.
6.1.1. Analizy kliniczne, przeprowadzone w calej grupie chorych

6.1.1.1. Zaleznos¢ wieku zachorowania od liczby powtérzen CAG w zmu-

towanym allelu HTT

Wptyw liczby powtdrzen CAG na wiek zachorowania (AOO) okreslono
w grupie 452 chorych. Model regresji przyjat postac:

Ln(A00) = 13,90 — 2,70 Ln(CAG)n.

Model jest istotny (F=1354,7, p<0,01) i wyjasnia 75,1% zmienno$ci zmiennej
zaleznej Ln(AOO) (ryc. 14). Zmienna Ln(CAG). jest istotna na poziomie p<0,01.
Wzrost Ln(CAG). 0 1 oznacza zmniejszenie oczekiwanego Ln(AOO) o 2,70. Dla zmi-
ennych niezlogarytmizowanych oznacza to, ze wzrost liczby powtérzen CAG o 2,5%
(np. o jedno powtorzenie przy (CAG),=40) oznacza zmniejszenie oczekiwanego wieku
zachorowania o 6,45% (o okoto 3,32 lata). W tab. 13 przedstawiono oczekiwane

warto$ci AOO dla nosicieli wybranych alleli w genie H7T.
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Ryc 14. Zalezno$¢ wieku zachorowania (AOO) od liczby powtorzen CAG w zmutowanym
allelu HTT ((CAG)n) w grupie pacjentow z choroba Huntingtona (n=452), 1) — dla zmiennych
surowych (potggowy model regresji), 2) — dla zmiennych zlogarytmizowanych (linearyzowany
model regresji). Zmienna (CAG), wyjasnia w tej grupie 75,1% zmienno$ci w wieku pojawienia
si¢ objawdw klinicznych HD.

Tab.13. Oczekiwany wiek zachorowania (AOQO) wsrdd nosicieli wybranych alleli w genie HTT
oraz zmiany w AOQO, wywolane zwigkszeniem liczby powtdrzen CAG ((CAG),). Parametr
AOO podano w latach

(CAG)n Oczekiwany AOO  Zmiana

36 68,34
37 63,47 -4,87
40 51,42
41 48,10 -3,32
60 17,21
61 16,46 -0,75
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6.1.1.2. Wplyw plci chorego rodzica na wiek zachorowania pacjenta

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic mie¢dzy Srednimi wartosciami
zmiennych AOO oraz (CAG). w grupie chorych, ktérzy odziedziczyli mutacj¢ od matki

oraz w grupie chorych, ktoérzy odziedziczyli mutacje od ojca (n=181 vs. n=194, p>0,05).

Zaleznos¢ AOO od liczby powtdrzen CAG oraz plci chorego rodzica zostata
zbadana wsrod 375 pacjentow, dla ktéorych znane byto rodzicielskie pochodzenie
zmutowanego allela. Model regresji obejmowal zaleznos¢ Ln(AOO) od Ln(CAG), oraz

dodatkowego czynnika:

* plcirodzica z HD = 0, jesli wskazano matke (n=181),

plci rodzica z HD = 1, jesli wskazano ojca (n=194).

Badanie nie wykazalo, aby pte¢ chorego rodzica, obok liczby powtérzen CAG,
miata istotny wplyw na wiek zachorowania pacjenta (t-statystyka=1,26, p=0,21) (tab.
14). Wiaczenie tej zmiennej do modelu spowodowato wzrost wartosci skorygowanego

R?jedynie 00,001 (tab. 17).

Tab. 14. Podsumowanie wynikdéw regresji dla zalezno$ci Ln(AOO) od Ln(CAG)u i pici chorego
rodzica. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne statystycznie

N=375 b SE t p

W. wolny 13,7490 0,3011 45,6585 < 0,01
Ln(CAG)n -2,6695 0,0793 -33,6833 < 0,01

Pte¢ rodzica 0,0281 0,0222 1,2630 0,2073
z HD

Dopasowanie modelu

R? 0,754 F 569,78
R2,qj 0,753 p <0,01
N — liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspolczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspoélczynnika regresji; t — warto$é

statystyki t; p — poziom istotno$ci; R? — wspotczynnik determinacji;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F
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6.1.1.3. Zaleznos$¢ wieku zachorowania pacjenta od obecnosci choroby u rodzica,

bez wzgledu na jego pleé

W grupie pacjentéw, u ktoérych choroba Huntingtona wystepowala u jednego
z rodzicow stwierdzono istotnie wczesniejszy wiek zachorowania (AOO) w porownaniu
do grupy chorych z nieobcigzonym wywiadem rodzinnym (n=375 vs. n=53, p<0,01).
Chorzy Ci charakteryzowali si¢ takze wigkszg liczbg powtorzen CAG w zmutowanym
allelu (p<0,01). Sredni wiek zachorowania i (CAG)a w grupie chorych, u ktérych jeden
z rodzicow chorowal wynosily odpowiednio 39,21 lat 1 45,62 powtorzen, natomiast

wsrdd pacjentdw z nieobcigzonym wywiadem rodzinnym — 49,24 lat 1 42,56 powtorzen.

Wplyw wystepowania choroby u rodzica na wiek zachorowania pacjenta, obok
liczby powtorzen CAG, zbadano w grupie 428 chorych. Model regresji obejmowal za-
lezno$¢ Ln(AOO) od Ln(CAG), oraz dodatkowego czynnika:

HD u rodzica = 1, jesli wskazano matke lub ojca (n=375),

HD u rodzica = 0, jesli wskazano ,,zaden” (n=53).

Stwierdzono statystycznie istotny wplyw wystgpowania choroby u rodzica na
wiek zachorowania pacjenta. Wiaczenie tej zmiennej do modelu spowodowato wzrost

wartosci skorygowanego R? 00,007 (tab. 17). Model regresji przyjat postaé:
Ln(A00) = 13,77 — 2,64 Ln((CAG),)—0,11HD u rodzica.

Model jest istotny (F=667,5, p<0,01) 1 wyjasnia 75,9% zmiennos$ci zmiennej za-
leznej Ln(AOO) (tab. 15). Obie zmienne sg istotne na poziomie p<0,01. Oczekiwany
Ln(AOO) pacjenta, ktory mial chorego rodzica jest o 0,11 mniejszy w poréwnaniu do
pacjenta z nieobcigzonym wywiadem rodzinnym. Dla zmiennych niezlogarytmi-

zowanych oznacza to, ze wiek zachorowania jest wczesniejszy srednio o 10,4%.
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Tab. 15. Podsumowanie wynikow regresji dla zaleznosci Ln(AOQO) od Ln(CAG). i wystgpowa-
nia choroby u rodzica. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne statystycznie

N=428 b SE t p
W.wolny | 13,7678 = 02811 | 489789 | <0,01
La(CAG), | -2,6408 | 0,0746 | -353887 | <0,01

HDu 20,1137 | 0,0308 | -3,6905 <0,01
rodzica

Dopasowanie modelu

R? 0,759 F 667,50

R2,j 0,757 p <0,01

N — liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspolczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspoélczynnika regresji; t — warto$é
statystyki t; p — poziom istotnoéci; R? — wspotczynnik determinacji;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F

6.1.1.4. Zaleznos¢ wieku zachorowania pacjenta od wieku zachorowania rodzica

Wplyw wieku zachorowania rodzica na AOO pacjenta zostat okre§lony w grupie
329 chorych. Model regresji obejmowal zalezno$¢ Ln(AOO) od Ln(CAG),
1 dodatkowego parametru Ln(AOO rodzica).

Wykazano statystycznie istotng zaleznos¢ wieku zachorowania pacjenta od AOO
rodzica. Wlaczenie tej zmiennej do modelu spowodowalo wzrost wartosci skory-

gowanego R? 00,042 (tab. 17). Model regresji przyjat postaé:
Ln(A00) = 10,38 — 2,15 Ln((CAG)») + 0,38 Ln(AOO Rodzica).

Model jest istotny (F=604,7,8, p<0,01) i wyjasnia 78,8% zmienno$ci zmiennej
zaleznej Ln(AOO) (tab. 16). Obie zmienne sg istotne na poziomie p<0,01. Wzrost
Ln(AOO Rodzica) o 1 powoduje wzrost Ln(AOO) pacjenta o 0,36. Dla zmiennych
niezlogarytmizowanych oznacza to, ze wzrost wieku zachorowania rodzica o 10%

powoduje wzrost oczekiwanego AOO pacjenta o 3,69%.
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Tab. 16. Podsumowanie wynikéw regresji dla zaleznosci Ln(AOO) od Ln(CAG), 1 wieku za-
chorowania rodzica. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne statystycznie

N=329 b SE t p
W.wolny | 10,3782 | 0,5059 = 20,5134 = <0,01

Ln(CAG)n -2,1514 0,0998 -21,5506 < 0,01

Ln(AOO 0,3769 0,0463 8,1489 <0,01

rodzica)
Dopasowanie modelu
R? 0,788 F 604,65
R2u4; 0,757 p <0,01

N — liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspolczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspoélczynnika regresji; t — warto$é
statystyki t; p — poziom istotnoéci; R? — wspotczynnik determinacji;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F

Tab. 17. Modelowanie zmiennej zaleznej AOO w grupie pacjentéw z chorobg Huntingtona

Model Zmienne R2a4; Zmiana w R?.; N

1 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,752 -- 375

Liczba CAG w zmutowanym allelu

la + pte¢ rodzica z HD 0,753 0,001
2 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,750 -- 428
24 Liczba CAG w zmutowanym allielu 0.757 0.007

+ wystgpowanie choroby u rodzica
3 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,744 -- 329
3a Liczba CAG w zmutowanym allelu 0.786 0,042

+ wiek zachorowania rodzica

R2,4j — skorygowany wspotczynnik determinacji; N — liczebno$¢ grupy badanej

6.1.2. Wyniki analiz klinicznych, przeprowadzonych w grupie chorych
z (CAG)\ <50

Badania statystyczne w grupie pacjentow z liczbg powtorzen CAG < 50 zostaty
przeprowadzone w sposob analogiczny do obliczen, ktore wykonano dla calej populacji

chorych, tj. za pomocg jedno- i wieloczynnikowych modeli regresji liniowe;.
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Wyniki tych analiz sg nast¢pujace:

« w grupie 389 chorych z liczbg powtorzen CAG < 50 zmienna (CAG), wyjasnia
54,3% zmiennosci AOO (ryc. 15),

w grupie 318 chorych, dla ktérych znane byto rodzicielskie pochodzenie zmu-
towanego allela nie wykazano, aby pte¢ chorego rodzica, obok liczby powtorzen
CAG, miala istotny wplyw na wiek zachorowania pacjenta (t-statystyka=0,54,
p=0,58); wlaczenie tej zmiennej do modelu spowodowato zmniejszenie wartosci

skorygowanego R?0 0,001,

w grupie 368 chorych, dla ktorych znany byt wywiad rodzinny stwierdzono
statystycznie istotng zalezno§¢ wieku zachorowania pacjenta od obecnosci choroby
u rodzica; wlaczenie tej zmiennej do modelu spowodowato wzrost wartosci skory-

gowanego R? 00,014,

w grupie 280 chorych, dla ktérych znany byt wiek zachorowania rodzica,
wykazano statystycznie istotng zalezno$¢ wieku zachorowania pacjenta od AOO
rodzica; wilaczenie tej zmiennej do modelu spowodowato wzrost wartosci skory-

gowanego R?00,075.

Podsumowanie wynikow regresji oraz modelowania zmiennej AOO,

przeprowadzonych w grupie chorych z (CAG). < 50 przedstawiono w tab. 18 oraz
w tab. 28-30 (Zatacznik, str. 130).

Tab. 18. Modelowanie zmiennej zaleznej AOO w grupie pacjentéw z (CAG)a < 50

Model Zmienne R2.4; Zmiana w R%yq; N
1 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,529 -- 318
Liczba CAG w zmutowanym allelu
la 1} pteé rodzica z HD 0,528 -0,001
2 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,538 -- 368
24 Liczba CAG w zmutowanym all'elu 0.552 0.014
+ wystepowanie choroby u rodzica
3 Liczba CAG w zmutowanym allelu 0,537 -- 280
3a Liczba CAG w zmutowanym allelu 0.612 0.075

+ wiek zachorowania rodzica

R2,4j — skorygowany wspotczynnik determinacji; N — liczebno$¢ grupy badanej
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Ryc 15. Zalezno$¢ wieku zachorowania (AOQO) od liczby powtérzen CAG w zmutowanym
allelu HTT ((CAG)a) w grupie chorych z (CAG), < 50 (n=389), 1) — dla zmiennych surowych
(potegowy model regresji), 2) — dla zmiennych zlogarytmizowanych (linearyzowany model
regresji). Zmienna (CAG), wyjasnia w tej grupie 54,3 % zmiennos$ci w wieku pojawienia si¢
objawow klinicznych HD.

6.1.3. Podsumowanie analiz klinicznych, ktorych celem bylo okreslenie wplywu

wybranych czynnikoéw na wiek zachorowania (AOQ, ang. age of onser)

W ramach przeprowadzonych badan okreslono wptyw liczby powtorzen CAG
w zmutowanym allelu H7T na wiek zachorowania w grupie polskich pacjentow
z chorobg Huntingtona. W modelu regresji, w ktérym uwzgledniono wszystkie
obserwacje zmienna (CAG), wyjasniata 75,1% zmienno$ci (AOO), natomiast w grupie
chorych z (CAG), < 50 — 54,3%. Nie wykazano, aby pte¢ chorego rodzica, obok liczby
powtorzen CAG, istotnie wptywata na wiek zachorowania pacjentéw, zarowno w grupie

wszystkich chorych, jak 1 chorych z (CAG), < 50. W obu tych grupach wykazano
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statystycznie istotng zalezno$¢ wieku zachorowania pacjenta od wystepowania choroby

u rodzica, bez wzgledu na jego ptec, jak roéwniez od wieku zachorowania rodzica.

6.2. Wyniki badania metylacji genu HT7T, przeprowadzonego metoda MSRE-
qPCR

6.2.1. Modyfikacja protokolu badania MSRE-qPCR

Procedur¢ badania stopnia metylacji genu HTT przeprowadzano poczatkowo
zgodnie z protokotem producenta, dotaczonym do zestawu EpiJET DNA Methylation
Analysis Kit Mspl/Hpall (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). W protokole tym DNA
trawiony jest dwoma enzymami: Hpall, ktory trawi sekwencje 5'-CCGG-3"' w przypad-
ku gdy cytozyna w dinukleotydzie CpG jest niezmetylowana (probka badana), oraz
Mspl, ktory trawi te sekwencj¢ bez wzgledu na jej stopien metylacji (kontrola negatyw-
na). Kontrole pozytywng (DNA referencyjny) w reakcji qPCR stanowi natomiast DNA
nietrawiony. Frakcje zmetylowanego DNA w badanej probce oblicza si¢ na podstawie
roznicy w cyklu granicznym (ACt) pomiedzy probka badang a probka referencyjng.

Podczas przeprowadzania analiz czesto obserwowano zjawisko, w ktorym
w reakcji qPCR otrzymywano wyzszy sygnat fluorescencji (nizszg warto$¢ Ct) dla DNA
trawionego enzymem Hpall w poréwnaniu do DNA referencyjnego (Ryc. 17, czes¢ C).
Oznacza to, ze w badanej reakcji otrzymywano wigksza ilos¢ produktu z matrycy, ktora
powinna ulec chociazby cze§ciowemu trawieniu enzymem restrykcyjnym w obrebie
badanego amplikonu, niz z DNA referencyjnego, ktéry nie byt poddany trawieniu. Na
podstawie obliczen poziomu metylacji DNA, opartych na réznicy w ACt, otrzymywano
zatem wyniki przekraczajace wartos¢ 100%, a w niektorych przypadkach siggajace
nawet 300%. Przyczyng obserwowanego zjawiska mogto by¢ opodznienie etapu denatu-
racji nietrawionej matrycy w reakcji qPCR wzgledem matrycy trawionej enzymem
restrykcyjnym. W dostepnej literaturze brak jest jednak opracowan, ktore wyjasniatyby
to zjawisko.

W celu weryfikacji hipotezy badawczej, zakladajacej ze stosowanie DNA
nietrawionego w reakcji MSRE-qPCR wiaze si¢ z uzyskiwaniem zawyzonych wynikow

poziomu metylacji DNA, przeprowadzono analize¢ z zastosowaniem alternatywne;j
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kontroli pozytywnej — DNA trawionego enzymem HpyF30l. Miejsce trawienia enzymu
HpyF30I nie znajdowalo si¢ w obrgbie zadnego z badanych amplikonéw, a celem
trawienia bylo uzyskanie krotszych fragmentéw DNA kontrolnego, o dtugosci
poréwnywalnej do matrycy trawionej enzymem Hpall.

Stopien metylacji DNA zbadano w regionach promotorowych 4 genoéw: HTT
(w regionie 1 13 wg ryc. 9, umieszczonej na str. 57), MGMT (ang. O-6-Methylguanine-
DNA Methyltransferase gene), RASSF 1A (ang. Ras Association (RalGDS/AF-6) Domain
Family Member 1 gene) oraz CCND?2 (ang. G1/S-Specific Cyclin D2 gene). Materiat do
badan stanowil DNA wyizolowany z krwi obwodowej, pochodzacej od czterech losowo
wybranych pacjentéw z chorobg Huntingtona. Dla kazdego pacjenta wykonano po dwie
analizy, tj. z zastosowaniem DNA nietrawionego oraz DNA trawionego enzymem Hpy-
F30I, stanowiacych kontrolg¢ pozytywna. Procedur¢ badania MSRE-qPCR oraz sposob
interpretacji wynikow przeprowadzono zgodnie z opisem, zamieszczonym w rozdziale
Materialy 1 Metody (str. 55-61). Sekwencje starteréw uzytych do badania zawarte sg
w tab. 23 (Zalacznik, str. 125).

Ryc. 16 przedstawia wyniki badania metylacji DNA w regionach promo-
torowych genow HTT, MGMT oraz RASSFIA. Analiza poréwnawcza wynikow,
uzyskanych z zastosowaniem dwoch roznych kontroli pozytywnych, wykazata ze
stosowanie DNA nietrawionego, jako referencyjnego w reakcji MSRE-qPCR, prowadz-
ifo do zawyzenia poziomu metylacji DNA w przypadku wigkszo$ci badanych probek
(tab. 24, Zalacznik, str. 126). Zjawisko to bylo spowodowane obnizeniem sygnatow
amplifikacji PCR (wyzszych wartosci Ct), uzyskanych dla nietrawionych matryc DNA
w poréwnaniu do matryc trawionych enzymem HpyF30I (ryc. 17). Oznacza to, zZe
w reakcji qPCR 1ilo$¢ produktu, uzyskanego z DNA nietrawionego byla w kazdym
przypadku mniejsza niz z DNA, trawionego enzymem HpyF30l. Stopien zawyzenia
wynikow metylacji roznit si¢, w zaleznosci od probki genomowego DNA oraz
sekwencji nukleotydowej badanego amplikonu. Dla genu RASSFIA nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pomiedzy otrzymanymi wynikami. W promotorze genu
MGMT poziom metylacji DNA byl zawyzony od 1.2 do 4.8-krotnie, za§ w regionie 1
genu HTT od 1.3 do 2.8-krotnie. W regionie 3 HTT oraz w genie CCND2 nie stwierd-

zono metylacji DNA, zar6wno w przypadku zastosowania kontroli nietrawionej, jak
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i trawionej enzymem HpyF30I (poziom metylacji DNA ponizej 2%). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze w reakcji qPCR przeprowadzonej dla obu tych genéw, analogicznie jak
w pozostatych genach, sygnaty fluorescencji byty wyzsze dla matryc trawionych
enzymem HpyF30l od sygnalow, uzyskanych dla matryc nietrawionych (ryc. 17).
Szczegotowe wyniki stopnia metylacji badanych gendéw przedstawiono w tab. 24
(Zatacznik, str. 126).

Na podstawie wynikéw przeprowadzonej analizy zmodyfikowano protokoét
badania metylacji DNA i jako DNA referencyjny w reakcji MSRE-qPCR zastosowano
DNA trawiony enzymem restrykcyjnym, ktérego miejsce trawienia nie znajduje si¢
w obrebie zadnego z badanych amplikonow. Trawienie to umozliwia bardziej pre-
cyzyjny pomiar ilo$ciowy produktow trawienia w reakcji qPCR, poprzez uzyskanie
zblizonej fragmentacji probek DNA badanego i kontrolnego. Przedstawiona mody-

fikacje opublikowano w czasopi$mie Analytical Biochemistry [Krygier i wsp., 2016].
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Ryc. 16. Wyniki analizy metylacji DNA, przeprowadzonej z zastosowaniem dwoch réznych
probek DNA referencyjnego, na genomowym DNA pochodzacym od czterech pacjentow (1, 2,
3, 4). A) region 1 genu HTT oraz gen MGMT, B) region 3 genu HTT oraz gen RASSFIA
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Ryc. 17. Krzywe amplifikacji produktow reakcji qPCR dla: A) genu CCND2, B) genu MGMT,
C) genu HTT (region 1), przeprowadzonych na genomowym DNA pochodzacym od pacjenta
nr 3. We wszystkich przedstawionych reakcjach sygnat amplifikacji PCR byt wyzszy dla

matrycy trawionej enzymem HpyF30I od sygnatu, uzyskanego dla matrycy nietrawione;j

6.2.2. Wyniki badania MSRE-qPCR

6.2.2.1. Charakterystyka grupy badanej i grupy kontrolnej pod wzgledem stop-
nia metylacji DNA w genie HTT

Podsumowanie wynikéw badania metylacji, przeprowadzonego w obrebie
czterech wybranych dinukleotydow CpG, przedstawiono na ryc. 18. Stopien metylacji
DNA w regionach 1, 2 1 4 zostal okreSlony dla catej grupy badanej i kontrolnej
(odpowiednio w 151 i 117 prébkach), natomiast w przypadku regionu 3, po zbadaniu
60 pacjentow z HD 1 50 osob zdrowych zrezygnowano z dalszych analiz, bowiem

w zadnej probce nie wykryto metylacji CpG.
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Analiza poréwnawcza wynikéw nie wykazala istotnych statystycznie roznic
pomiedzy $rednimi warto$ciami stopnia metylacji genu H77T w grupie badanej
1 w grupie kontrolnej (p>0,05, test T-Studenta). W obrebie dalekiego promotora genu
HTT (region 1) $redni poziom metylacji DNA wynosit 56,91% =+ 5,4% (+ odchylenie
standardowe) w grupie badanej oraz 57,25% + 5,1% w grupie kontrolnej. W regionie 2,
oddalonym o 207 par zasad w kierunku 3’, $redni stopien metylacji DNA wynosit
37,81% + 6,5% wsrod pacjentdw 1 38,42% =+ 6,4% wsrdd osob zdrowych. W regionie 3
nie stwierdzono metylacjii DNA w obu grupach ($redni poziom metylacji DNA
odpowiednio 0,19% + 0,2% 1 0,21% =+ 0,3%). W obrebie sekwencji kodujacej HTT
sredni stopien metylacji DNA byt wysoki 1 wynosit w grupie pacjentow 78,34% + 5,8%,
za$ w grupie kontrolnej 78,84% + 5,6% (region 4). Przyktadowe krzywe amplifikacji
produktéw reakcji qPCR przedstawiono na ryc. 19. Szczegdtowe wyniki stopnia mety-

lacji DNA w czterech badanych loci zawarte sg w tab. 25-27 (Zatacznik, str. 127-129).

1 2 3 4
Grupa badana: 56,91% 37,81% 0,19% 78,34%
Grupa kontrolna: 57,25% 38,42% 0,21% 78,84%
l l l \(CAG)n‘/) l
N .
.
. /
5UTR promotor ekson 1 HTT 3’UTR

Ryec. 18. Podsumowanie wynikéw badania metylacji DNA, przeprowadzonego technikg MSRE-
gPCR. Podane warto$ci oznaczaja $redni stopien metylacji DNA. UTR — ang. untranslated
region
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Ryc. 19. Przyktadowe krzywe amplifikacji produktow reakcji qPCR dla czterech badanych
dinukleotydow CpG w genie H1T. A) region 1 (probka nr 125, stopien metylacji DNA 53,12%);
B) region 2 (probka nr 24, stopien metylacji DNA 33,82%); C) region 3 (probka nr 34, stopien
metylacji DNA 0,19%); D) region 4 (probka nr 248, stopien metylacji DNA 81,67%)

6.2.2.2. Zwiazek pomie¢dzy poziomem metylacji DNA a wybranymi parametrami

molekularnymi i klinicznymi choroby Huntingtona

Analizy statystyczne zostaly przeprowadzone dla calej grupy objawowych
chorych (n=151), a takze wsrdd pacjentow z (CAG), < 50 (n=137). W analizie statysty-

cznej zastosowano jedno- 1 wieloczynnikowe modele regresji liniowe;.
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6.2.2.2.1. Ocena zaleznosci poziomu metylacji DNA od wieku pacjenta, jego plci,

czasu trwania choroby oraz liczby CAG w zmutowanym allelu HTT

Istotnos¢ wplywu wieku pacjenta, plci, czasu trwania choroby oraz liczby CAG
na stopien metylacji CpG w poszczegolnych regionach HT7T zbadano w ramach
liniowych modeli regresji jednoczynnikowych. Czas trwania choroby zostat wyrazony
jako réznica pomiedzy wiekiem chorego a wiekiem zachorowania. Liczbe CAG
w zmutowanym allelu HTT ((CAG).) zastosowano w postaci zlogarytmizowanej
(Ln(CAG)n). Poziom metylacji DNA w regionie 1, 2 1 4 genu HTT oznaczono
odpowiednio jako PM1, PM2 i PM4.

Badanie nie wykazalo istotnego wpltywu powyzszych czynnikow na poziom
metylacji DNA w badanych fragmentach H77, zarbwno w grupie wszystkich chorych,
jak i chorych z (CAG). < 50 (p>0,05).

6.2.2.2.1. Wplyw stopnia metylacji DNA na wiek zachorowania (AOO, ang. age

of onset)

Na podstawie jednoczynnikowego modelu regresji liniowej ustalono, ze
w grupie wszystkich pacjentow liczba CAG wyjasnia 72,3% zmiennosci w wieku
zachorowania, a w grupie chorych z (CAG), < 50 — 56,7% (ryc. 20). Obie zmienne
wystepowaly w modelu w postaci zlogarytmizowane;.

Analiz¢ wplywu stopnia metylacji DNA na wiek zachorowania pacjenta
przeprowadzono technikg regresji wielorakiej, z eliminacjg wsteczng, opartg o skory-
gowany wspoétczynnik determinacji R2. W grupie wszystkich pacjentdéw metoda ta do-
prowadzita do usunigcia wszystkich trzech PM z modelu, tzn. nie stwierdzono istotnego
wpltywu poziomu metylacji DNA na AOO (tab. 31 i 32, Zalacznik, str. 131). W grupie
chorych z (CAG)a < 50 najwigkszg wartos$¢ skorygowanego R? uzyskano w modelu
o dwoch zmiennych niezaleznych, tzn. Ln((CAG)n) oraz PM1, jednak nie stwierdzono

istotno$ci zmiennej PM1 (p>0,2) (tab. 33 1 34, Zalacznik, str. 132).
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Ryc. 20. Zalezno$¢ wieku zachorowania (AOO) od liczby powtérzen CAG w zmutowanym
allelu HTT ((CAG)a) wsrod pacjentow, u ktorych oznaczono stopien metylacji wybranych CpG
metoda MSRE-qPCR. A) — w grupie 151 pacjentow, B) — w grupie 137 pacjentow z (CAG)
<50, 1) — dla zmiennych surowych (potegowy model regresji), 2) — dla zmiennych zlogarytmi-
zowanych (linearyzowany model regresji)

6.2.2.2.2. Ocena zwigzku pomiedzy punktacja w skalach zaawansowania

choroby a stopniem metylacji DNA w genie HTT

Przeprowadzono analize¢ wplywu stopnia metylacji DNA na punktacje
w nastepujacych domenach skali UHDRS (ang. The Unified Huntington's Disease Rat-
ing Scale): skali zaburzen ruchowych TMS, skali ogdlnej sprawnosci funkcjonalnej
TFC oraz Skali Funkcjonowania (SF). Zastosowano technike liniowej regresji wielo-
rakiej z eliminacjg wsteczng, oparta o skorygowany wspotczynnik R2. W modelu
regresji zastosowano nastgpujace wejsciowe zmienne niezalezne: pte¢, wiek, liczba
CAG w postaci zlogarytmizowanej (Ln(CAG),) oraz poziom metylacji DNA
w badanym regionie H7T (PM1, PM2 i PM4). Dla wszystkich skal istotnymi zmienny-
mi okazaly si¢ by¢ wiek oraz liczba powtdrzen CAG w zmutowanym allelu H7T.

Nie stwierdzono istotnego wplywu plci oraz stopnia metylacji DNA w badanych
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regionach HTT na zadna z wymienionych skal. Ponizej przedstawiono podsumowanie

optymalnych modeli regresji, obliczonych w grupie pacjentow z (CAG)., < 50.

Szczegdtowe wyniki przeprowadzonej analizy w obu grupach chorych umieszczono

w tab. 31-34 (Zatacznik, str. 1311 132).

« Dla skali zaburzen ruchowych TMS optymalny model wyjasnia 19,8% zmiennosci
TMS. Zmienne Ln((CAG).) oraz wiek s3 istotne na poziomie p<0,01. Wzrost
Ln((CAG)n) 0 0,1 (np., w przyblizeniu, wzrost liczby powtorzen CAG z 39 do 43)
oznacza zwigkszenie oczekiwanej punktacji w skali TMS o 23,3. Wzrost wieku
o 1 rok powoduje wzrost oczekiwanej punktacji w skali TMS o 1,38. Pomimo, ze
poziom metylacji DNA w regionie 4 pozostal w optymalnym modelu, nie stwierd-

zono jego istotnego wplywu na punktacje w skali TMS.

Dla skali TFC optymalny model wyjasnia 17,6% zmiennosci TFC. Zmienne
Ln((CAG)n) oraz wiek sa istotne na poziomie p<0,01. Wzrost wieku o 1 rok
powoduje zmniejszenie oczekiwanej punktacji w skali TFC o 0,21. Wzrost
Ln((CAG)n) 0 0,1 (np., w przyblizeniu, wzrost liczby powtorzen CAG z 39 do 43)

oznacza zmniejszenie oczekiwanej punktacji w skali TFC o 2,90.

Dla Skali Funkcjonowania (SF) optymalny model wyjasnia 21,0% zmienno$ci SF.
Zmienne Ln((CAG).) oraz wiek sag istotne na poziomie p<0,01. Wzrost wieku
o 1 rok oznacza zmniejszenie oczekiwanej punktacji w skali SF o 0,40. Wzrost
Ln((CAG)n) o 0,1 (np., w przyblizeniu, wzrost CAG z 39 do 43) powoduje
zmniejszenie oczekiwanej punktacji w skali SF o 5,54. Pomimo, ze ple¢ pozostata
w optymalnym modelu, nie stwierdzono jej istotnego wptywu na punktacje w skali

SF6.

6.2.3. Podsumowanie wynikow badania metylacji genu HTT, przeprowadzonego

metoda MSRE-qPCR

W ramach przeprowadzonego badania okre$lono stopien metylacji czterech

wybranych dinukleotydow CpG w obrebie genu H77. Analiza porownawcza wynikow

nie wykazala istotnych statystycznie roznic miedzy §rednimi warto$ciami stopnia mety-

lacji DNA w grupie pacjentow z HD 1 w grupie kontrolnej. Nie stwierdzono rowniez
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istotnego statystycznie zwigzku pomigdzy stopniem metylacji CpG a wybranymi para-
metrami molekularnymi i klinicznymi choroby. Na podstawie wynikéw badan moleku-
larnych opracowano zmodyfikowany protokot badawczy, ktory umozliwit bardziej
precyzyjny pomiar ilo§ciowy produktow w reakcji qPCR, poprzez uzyskanie zblizonej

fragmentacji probek DNA badanego i kontrolnego.

6.3. Wyniki badania metylacji genu HTT, przeprowadzonego metoda

mikromacierzy metylacyjnych

Poziom metylacji DNA zostat okreslony dla 58 dinukleotydéw CpG. W obrgbie
19 sekwencji stwierdzono wystepowanie polimorfizmu SNP. Analiza poréwnawcza
wynikow, przeprowadzona za pomoca testu t-Studenta, nie wykazata istotnych réznic
migdzy Srednimi warto$ciami stopnia metylacji DNA ws$rod pacjentow z HD (n=32)
1 wsrdd osob zdrowych (n=16). Roznic tych nie zaobserwowano réwniez w analizie
metoda ANOVA, w ktorej pordwnano $rednie poziomy metylacji DNA w obrgbie trzech
grup: chorych z (CAG), < 44, chorych z (CAG), > 45 oraz grupy kontrolnej. W obu
badaniach, w zwiazku z duza liczbg pomiaréw, okazjonalnie wystepowaty istotne
statystycznie roznice pomiedzy srednim poziomem metylacji DNA w analizowanych
grupach, jednak nie tworzyly one systematycznego wzoru, a takze nie przekraczaly 3
punktéw procentowych w przypadku zadnego z badanych dinukleotydow.

Na podstawie analizy profilu metylacji genu H7T w grupie pacjentow z chorobg
Huntingtona mozna stwierdzié, ze jest on zgodny z profilem metylacji gendéw, ktoére
ulegaja aktywnej transkrypcji. W dalekim regionie promotorowym H7T, okoto 1500 pz
w kierunku 5’ od miejsca startu transkrypcji, stwierdzono metylacje CpG na poziomie
64% =+ 2. W dalszych CpG w kierunku 3’°, zlokalizowanych w promotorze oraz
w eksonie 1 genu, metylacja nie przekraczata 10%, za wyjatkiem jednego dinukleotydu
(cg07624479 wg numeracji mikromacierzy Infinium), gdzie osiggata maksymalnie
19,87%. Stopien metylacji genu HTT w sekwencjach stanowigcych tzw. gene body
wykazywat tendencj¢ do wzrostu w kierunku 3’, ostatecznie przekraczajac poziom 90%

w regionie 3’ UTR. Podsumowanie analizy profili metylacji genu H77, pochodzacych
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od 32 pacjentow z chorobg Huntingtona oraz 16 zdrowych ochotnikéw przedstawiono

w tab. 21 122.

6.3.1. Zwiazek pomiedzy poziomem metylacji genu H7T a wybranymi parame-

trami klinicznymi i molekularnymi choroby Huntingtona

Do badania wybrano 5 dinukleotydéw CpG, w ktéorych maksymalne roznice
pomiedzy stopniem metylacji DNA w grupie pacjentow przekraczaty 10%. Pod-
sumowanie wynikéw badania metylacji DNA w obrebie tych sekwencji przedstawiono

w tab. 19.

Tab. 19. Podsumowanie wynikow metylacji wybranych CgG w grupie pacjentow z HD

Numer CpG Lokalizacja Poziom metylacji DNA

Lp wg Infinium = w genie HTT*

Srednia SD Min Max

1 cg05874888 promotor 0,6459 | 0,0264 | 0,5869 | 0,6903
2 cgl15544235 gene body 0,7013 | 0,0323 | 0,6280 @ 0,7729
3 cg21121843 gene body 0,2678 | 0,0528 | 0,1799 @ 0,3636
4 cg09362796 gene body 0,6434 | 0,0441 | 0,5671 @ 0,7222
5 cg19280196 gene body 0,7493 | 0,0282 | 0,6843 @ 0,8179

*wg bazy UCSC Genome Browser, SD — odchylenie standardowe, Min — warto$¢ minimalna,
Max — warto§¢ maksymalna

6.3.1.1. Okreslenie zaleznosci poziomu metylacji wybranych CpG od wieku
pacjenta, jego plci, czasu trwania choroby oraz liczcby CAG w zmutowanym allelu

HTT

Analiza regresyjna nie wykazala systematycznej zalezno$ci poziomu metylacji
DNA od wieku, plci, czasu trwania choroby oraz od liczby powtorzen CAG w zmu-
towanym allelu H7T. W przypadku dinukleotydéw CpG, oznaczonych numerami 1 1 2
wg tab. 19 stwierdzono marginalnie istotng zalezno$¢ stopnia metylacji od wieku,
jednak wspotczynniki determinacji R? byly nieistotne (nie przekraczaty wartosci 0,2,

p>0,05).
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6.3.1.2. Okreslenie zaleznosci wieku zachorowania pacjenta od liczby powtorzen

CAG i poziomu metylacji DNA w wybranych CpG

Na podstawie jednoczynnikowego modelu regresji liniowej ustalono, ze
w badanej grupie (n=31) liczba CAG wyjasnia 74,9% zmienno$ci w wieku pojawienia
si¢ objawow klinicznych HD. Obie zmienne wystepowaly w modelu w postaci zloga-
rytmizowanej.

Za pomocg wieloczynnikowych modeli regresji liniowej ustalono, ze obok
(CAG)n, istotny statystycznie wptyw na AOO ma stopien metylacji DNA w obrgbie
pierwszego badanego dinukleotydu CpG (SM1), oznaczonego w mikromacierzy Infini-
um numerem cg05874888. Uwzglednienie w modelu stopnia metylacji CpG nr 1 (SM1)
spowodowato wzrost skorygowanego R? o ponad 3 punkty procentowe. Nalezy jednak
podkresli¢, ze przy matej grupie badanej brak normalno$ci rozktadu reszt zakloca

wnioskowanie statystyczne. Model regresji przyjat postac:

Ln(A00) = 14,75 — 2,52 Ln(CAG) — 2,44SM1.

Model jest istotny (F=52,4, p<0,01) i wyjasnia 78,9% zmiennosci zmiennej
zalezne] Ln(AOQO). Wzrost poziomu metylacji wigze si¢ ze zmniejszeniem oczeki-
wanego wieku zachorowania pacjenta. Zmienna Ln(CAG), jest istotna na poziomie
p<0,01. Zmienna SM1 jest istotna na poziomie p<0,05. Wzrost SM1 o 0,05, przy statym
CAG, oznacza zmniejszenie oczekiwanego Ln(AOO) o 0,122. Dla zmiennych niezloga-
rytmizowanych oznacza to zmniejszenie AOO o 11,5%. Przyktadowo, przy
(CAG), = 43 warto$¢ SM1 = 0,62 daje oczekiwane AOO = 42,72 lata, a przy wzroscie
SMI1 do 0,67 oczekiwane AOO spada do 37,81 lat. W przypadku nie uwzglednienia
w modelu poziomu metylacji oczekiwany wiek zachorowania wynosi 40,56 lat.
Szczegdtowe wyniki przedstawiono w tab. 20.

Nie potwierdzono istotnego wptywu poziomu metylacji DNA w pozostatych

czterech loci na wiek zachorowania pacjentow (p>0,05).
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Tab. 20. Podsumowanie wynikow regresji dla zalezno$ci Ln(AOO) od Ln(CAG). i poziomu
metylacji DNA w dinukleotydzie CpG nr 1 (SM1). Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne
istotne statystycznie

N=31 b SE t p
W.wolny | 14,7586 | 1,1061 | 13,3423 = <0,01

Ln(CAG)a -2,5233 0,2819 -8,9509 <0,01
SM1 -2,4412 1,0556 -2,3126 0,0283

Dopasowanie modelu

R? 0,789 F 52,41
R2,4; 0,774 P <0,01

N — liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspolczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspodtczynnika regresji; t — warto$c
statystyki t; p — poziom istotnosci; R? — wspolczynnik determinacji;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F

6.3.2. Podsumowanie wynikow badan mikromacierzowych

Badanie metylacji genu H7T za pomoca mikromacierzy Infinium nie wykazato
istotnych roéznic pomiedzy §rednimi warto§ciami stopnia metylacji tego genu w grupie
pacjentow z chorobg Huntingtona i w grupie osoéb zdrowych. Analizy regresyjne,
majace na celu okreslenie zwigzku miedzy wybranymi parametrami molekularnymi
1 klinicznymi w HD a metylacja DNA, wykazatly istotng zalezno$¢ wieku zachorowania
od poziomu metylacji dinukleotydu nr cg05874888, zlokalizowanego na brzegu wyspy
CpG w promotorze genu HTT (ang. CpG shore). W przypadku pozostatych pomiarow

nie zaobserwowano istotnych zaleznosci.
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Tab. 21. Podsumowanie analizy profili metylacji DNA w regionie promotorowym i w pierwszym eksonie genu HT7, pochodzacych od 32 pacjentéw z chorobg Huntingtona oraz 16 zdrowych ochotnikow

Lokalizacja Region promotorowy Ekson 1
Numer CpG wg Infinium cg05874888 | cg18097726 cgl6524332 | cg07624479  cgl4515049 | c¢g27474733 | cg08288806 cg03738331 cgl5593398 cg08219027 ¢g02550322 ¢g22982173
SNP rs35657303 | rs11933387 rs13132932 rs396875 rs10701858
Fragment genu* TSS1500 TSS200 Ekson 1
Nazwa wyspy CpG* chr4:3075483-3075773 chr4:3076186-3076558
brzeg wyspy
Lokalizacja* Cp(ép(gng. wyspa CpG brze%%sszoggg*(ang. wyspa CpG
shore)**
Metylacja DNA- grupa badana 0,6455 0,0087 0,0567 0,1574 0,0541 0,0102 0,0316 0,0449 0,0747 0,0130 0,0189 0,0360
Metylacja DNA- grupa kontrolna 0,6462 0,0094 0,0671 0,1749 0,0732 0,0132 0,0378 0,0507 0,0816 0,0113 0,0222 0,0358

*wg bazy UCSC Genome Browser; **ang. CpG shore — obejmuje sekwencje oddalone do 2 tysigey par zasad od wysp CpG; SNP — sygnatura polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w bazie dbSNP;
TSS — miejsce startu transkrypcji; Poziom metylacji DNA podano jako $redni odsetek zmetylowanego DNA, gdzie 0 oznacza brak metylacji, a 1- catkowita metylacj¢ w badanym locus. Wartosci do 0,1
oznaczono kolorem zo6ttym, od 0,11 do 0,2 kolorem pomaraficzowym, a od 0,61 do 0,7 kolorem niebieskim
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Tab. 22. Podsumowanie analizy profili metylacji DNA w regionie gene body i 3’UTR genu HTT, pochodzacych od 32 pacjentéw z chorobg Huntingtona oraz 16 zdrowych ochotnikéw

Lokalizacja Gen HTT (ang. gene body)
Numer CpG wg Infinium cgl14694952  cgl1324953  ¢cg08763102  cgl5544235  cgl2287055  ¢cg25880358  cg08786822  cg06383113  ¢cg05736642  cgl3877631  cgl4416248  ¢gl12636882
SNP rs10006977  rs28656215  rs78225241 rs61460614 1579527817
Nawawyspy €6 SO TN Mo a0resss :
Lokalizacja* brzegC %SEZO(FJSS*(ang. brzeg wyssge;)lzg >(‘(ang‘ CpG }

Metylacja DNA- grupa badana 0,0268 0,5225 0,5998 0,7015 0,6151 0,8940 0,8444 0,1099 0,8649 0,8693
Metylacja DNA- grupa kontrolna 0,0266 0,5111 0,5944 0,7074 0,6106 0,8917 0,8460 0,1129 0,8615

Lokalizacja Gen HTT (ang. gene body)
Numer CpG cg09494176  ¢cg21121843  ¢g09362796  ¢cgl4967987  ¢cg25855286  cg03654618  cg27449975  cg27404921  ¢g22597340  ¢cgl323870  cgl2940669  cgl1858516
SNP 1575295648  rs79322403 rs78026938  rs68049234

Metylacja DNA- grupa badana

Metylacja DNA- grupa kontrolna

_ 0,6142 0,5130 0,8677 ﬂ ! 338 0,0284

Lokalizacja Gen HTT (ang. gene body)
Numer CpG cg04607521 cgl8319433  cg08072487  ¢cg06839148  ¢gl2573747  cgl19280196  ¢cgl13149573  cgl2122041  cgl3764248  cg06609182  ¢g25060525  cg24709001
SNP 1573074839 1$362272 1571608259

0,9051

Metylacja DNA- grupa badana

Metylacja DNA- grupa kontrolna 0,8608

099

Lokalizacja Gen HTT (ang. gene body) 3’UTR
Numer CpG cg26128129 ¢g23728864  cgl1432275  cgl17988021 cg02197303  cg01542143  cg25354617  cgl17898621  ¢g15909473  ¢g21625301
SNP rs74753713  rs73074847

Metylacja DNA- grupa badana R _
Metylacja DNA- grupa kontrolna 0,7900 0,8232 0,8259 0,85 0,8295 0,8779 0,8548 0,8733

*wg bazy UCSC Genome Browser; **ang. CpG shore- obejmuje sekwencje oddalone do 2 tysigcy par zasad od wysp CpG; ***ang. CpG shelf- obejmuje sckwencje oddalone do 2 tysigcy par zasad od
brzegow wysp CpG (ang. CpG shores); SNP- sygnatura polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w bazie dbSNP. Poziom metylacji DNA podano jako $redni odsetek zmetylowanego DNA, gdzie 0 oznacza brak
metylacji, a 1- catkowita metylacj¢ w badanym locus. Wartosci do 0,1 oznaczono kolorem zottym, od 0,101 do 0,3 kolorem pomaranczowym, a powyzej 0,5 odcieniami koloru niebieskiego
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7. DYSKUSJA

Czynniki wptywajace na wiek zachorowania oraz na tempo progresji choroby
Huntingtona pozostaja od lat przedmiotem zainteresowania wielu badaczy. Przelomem
w badaniach nad dynamikg procesu neurodegeneracyjnego w HD bylo odkrycie podtoza
molekularnego choroby w 1993 roku. Jeszcze w tym samym roku opublikowano wyniki
badan, ktore wykazywaty ujemna korelacj¢ pomiedzy wiekiem zachorowania a liczba
powtdrzen CAG, jak réwniez na zjawisko antycypacji, obserwowane zwlaszcza gdy
zmutowany allel byt dziedziczony od ojca [Snell 1 wsp., 1993; Stine 1 wsp., 1993].
W kolejnych latach powstalo wiele prac, ktérych autorzy starali si¢ wskazaé, jak duzy
jest udziat liczby powtdrzen trojnukleotydowych w zmiennosci przebiegu klinicznego
HD, a takze opracowa¢ model predykcji wieku zachorowania na podstawie wyniku
badania molekularnego. Czynnikami, ktore niewatpliwie przyczynity si¢ do zwigkszenia
rzetelnos$ci uzyskiwanych danych bylo wprowadzenie jednolitych skal oceny para-
metrow klinicznych choroby, jak rowniez stworzenie specjalistycznych osrodkow
badawczych 1 terapeutycznych, takich jak Huntington Study Group, The U.S.-Venezuela
Collaborative Research Project, EHDN czy Enroll-HD.

Literatura dotyczaca przyczyn obserwowanej zmiennosci w przebiegu klin-
icznym choroby Huntingtona obejmuje w gléwnej mierze badania nad obecnoscig wari-
antow polimorficznych roéznych gendéw. W ostatnim czasie pojawiaja si¢ réwniez
doniesienia o znaczeniu czasteczek mikroRNA czy mitochondrialnego DNA [Gusella
1 Macdonald, 2009; Jedrak, Krygier i wsp., 2017]. Jednakze, pomimo intensywnych
poszukiwan w tym obszarze, jak dotad nie udalo si¢ jednoznacznie odpowiedzie¢ na
pytanie, dlaczego wsrdd nosicieli tej samej liczby powtorzen CAG w genie HTT moga
wystepowac tak duze réznice w wieku, w ktérym choroba ujawnia si¢ klinicznie.

Sposrod szeregu czynnikéw genetycznych 1 epigenetycznych, opisanych
w pismiennictwie, jako modyfikujace przebieg chordb neurodegeneracyjnych, podjeto
w niniejszej pracy doktorskiej temat metylacji DNA. Nalezy podkresli¢, ze przed
rozpoczeciem badan w dostepnej literaturze brak bylo danych na temat metylacji genu
HTT w chorobie Huntingtona. Co wigcej, do dnia dzisiejszego nie opublikowano prac,

dotyczacych wplywu metylacji tego genu na przebieg choroby. Dokladna ocena
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kliniczna pacjentéw przez badaczy EHDN, jak rowniez zastosowanie dwoéch technik
molekularnych do badania poziomu metylacji DNA, umozliwily przeprowadzenie
szczegOlowej analizy, w kierunku wystgpowania zaburzen metylacji i ich ewentualnego

zwigzku z wybranymi parametrami klinicznymi i molekularnymi choroby Huntingtona.

7.1. Analiza wplywu wybranych czynnikow na wiek zachorowania (AOQO, ang.

age of onset)

Wstepem do badan molekularnych, wykonanych w ramach niniejszej pracy, byta
ocena wptywu wybranych zmiennych na wiek zachorowania (AOQO) w grupie polskich
pacjentow z chorobag Huntingtona. Celem tej analizy byto okre$lenie, jak duzy jest udzi-
at liczby powtorzen CAG w zmutowanym allelu HTT ((CAG),) w zmiennosci AOO
w tej populacji, a takze okreslenie udziatu innych czynnikéw, ktére moglyby sugerowac
znaczenie metylacji DNA w patogenezie choroby.

Za pomocg modelu regresji potggowej wykazano, ze w catej populacji badanych
chorych liczba powtérzen CAG wyjasnia 75,1% zmiennosci w wieku pojawienia si¢
objawow klinicznych HD. Dla porownania, w grupie pacjentow z (CAG), < 50 stwierd-
zono, ze udziat ten wynosi 54,3%. Wyniki te sa zgodne z danymi literaturowymi,
z ktorych wynika, ze zaleznos¢ AOO od (CAG). zalezy w gtownej mierze od anali-
zowanych zakresow (CAG)n 1 miesci si¢ w przedziale od 50% do 75% [Wexler 1 wsp.,
2004]. Szczegodlnie wskazane jest zatem poszukiwanie dodatkowych czynnikéw mody-
fikujacych w grupie chorych z krotszymi allelami, gdzie ich udziat moze by¢ bardziej
zauwazalny niz w analizowanych grupach wszystkich chorych.

W literaturze opublikowano wiele prac, ktorych autorzy podjeli probe
stworzenia modelu predykcji wieku zachorowania na podstawie liczby powtorzen
trojnukleotydowych w genie H7T. Trudno$ci w prognozowaniu AOO wynikajg z kilku
czynnikow. Jednym z nich jest wspomniany, nieréwnomierny wptyw (CAG). na AOO,
w zalezno$ci od badanych zakresow (CAG).. Dodatkowo, analizy regresyjne sa utrud-
nione ze wzgledu na brak rozktadu normalnego zmiennej (CAG), w populacji pacjen-
tow z choroba Huntingtona. Najwigcej jest bowiem chorych z liczba powtérzen CAG
w przedziale od 40 do 50 [Wexler i wsp., 2004]. Niektorzy autorzy podejmuja probe

normalizacji tej zmiennej poprzez dobdr pacjentow, jednak zwykle wiagze si¢ to z utratg
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znacznej czesci danych [Lee 1 wsp., 2012]. Kolejnym istotnym elementem jest fakt, ze
cze¢s¢ nosicieli mutacji w genie HT7T, a zwlaszcza alleli o niepelnej penetracji, nie
rozwija objawdw choroby w ciggu zycia i1 nie poddaje si¢ badaniom molekularnym.
Przewaga objawowych nosicieli mutacji w analizowanych grupach niesie ze sobg zatem
ryzyko istotnego zawyzenia penetracji mutacji [Langbehn i wsp., 2010]. Jak wynika
z przegladu literatury, dotychczas najbardziej precyzyjnym modelem jest model para-
metryczny, zaproponowany przez Langbehn i wsp. [2004], ktory okresla indywidualne
prawdopodobienstwo, z jakim nosiciel danej liczby powtorzeh CAG rozwinie objawy
choroby Huntingtona do okreslonego wieku.

Biorac pod uwage dominujacy wptyw ekspansji powtorzen trojnukleotydowych
na wiek, w ktérym nosiciele mutacji zaczynaja prezentowac¢ objawy HD, w niniejszej
pracy poszukiwano innych czynnikow modyfikujacych, ktére moglyby sugerowac role
zmian epigenetycznych, w tym metylacji DNA, w patogenezie choroby. Po pierwsze,
okreslono czy ple¢ rodzica, od ktérego pacjent dziedziczy zmutowany allel, ma wptyw
na rezydualng zmienno$¢ w wieku zachorowania pacjenta, niewyjasniong przez
(CAG)n. Pierwsze doniesienia o znaczeniu rodzicielskiego pochodzenia zmutowanego
genu pochodza juz z 1969 roku, kiedy zaobserwowano, ze w populacji chorych
z postacig mlodzienczag HD dominuja osoby, ktére odziedziczyly mutacj¢ od ojca [Mer-
ritt 1 wsp., 1969]. Przed odkryciem molekularnego podtoza choroby probowano w rozny
sposob wyjasni¢ to zjawisko, miedzy innymi réznicami pomigdzy stopniem metylacji
allela ojcowskiego 1 matczynego, czy tez zmiang poziomu metylacji DNA wraz
z wiekiem [Ridley i wsp., 1991; Farrer i wsp., 1992]. Tuz po odkryciu genu HTT
w 1993 roku udowodniono, ze antycypacja w HD jest spowodowana niestabilnoscia
powtdrzen CAG w czasie gametogenezy, a wydluzanie nieprawidtowych powtorzen
trojnukleotydowych wystepuje czesciej podczas spermatogenezy [Trottier 1 wsp., 1994].
Dlatego tez, z uwagi na czg¢stsze wystepowanie duzych ekspansji trojnukleotydu CAG
w potomstwie chorych me¢zczyzn, w grupie tej mozna zaobserwowaé wczesniejszy wiek
zachorowania w poréwnaniu do grupy chorych, ktérzy odziedziczyli mutacje od matki
[Ranen 1 wsp., 1995].

Stwierdzenie istotnego wptywu pici chorego rodzica na wiek zachorowania

pacjenta, po uwzglednieniu znaczenia (CAG),, mogloby wskazywaé na istnienie roznic
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w ekspresji zmutowanej huntingtyny pomiedzy allelem matczynym i ojcowskim.
Klasycznym przykladem specyficznej wzgledem allelu ekspresji genu (ASE, ang.
allele-specific expression) jest imprinting genomowy lub inaktywacja jednego z chro-
mosomow X u kobiet. Z danych literaturowych wynika jednak, Ze réznice w ekspresji
dwoch alleli jednego genu moga dotyczy¢ nawet 20% gendw. Stanowig one jedng
z przyczyn zmienno$ci osobniczej w obrgbie populacji [Lo 1 wsp., 2003], a takze
odgrywaja rolg w patogenezie wielu chorob [Yan i wsp., 2002]. Mechanizmy,
odpowiedzialne za zjawisko ASE sa zlozone i obejmuja przyczyny zaréwno epigenety-
czne, takie jak specyficzng wzgledem allelu metylacje DNA (ASM, ang. allele-specific
methylation) oraz genetyczne, takie jak réznice w sekwencjach nukleotydowych alleli,
czy w sekwencjach regulatorowych [Serre 1 wsp., 2008].

W niniejszej pracy nie wykazano, aby pte¢ chorego rodzica miata istotny wptyw
na wiek zachorowania pacjenta, zarbwno w grupie wszystkich chorych, jak i chorych
z (CAG)n < 50. Nie stwierdzono takze wystepowania roznic mi¢dzy srednimi wartosci-
ami wieku zachorowania i liczby powtorzen CAG wsrod pacjentow, ktorzy odziedz-
iczyli mutacje od matki i pacjentow, ktoérzy odziedziczyli mutacje od ojca. Opub-
likowane w literaturze prace, w ktorych analizowano to zjawisko, wykazuja rozbiezno$¢
wynikow. Stine 1 wsp. [1993] nie udowodnili wptywu plci chorego rodzica na AOO
dziecka w grupie 114 pacjentow z HD. Ranen 1 wsp. [1995] zbadali 277 par rodzicow
1 ich dzieci z chorobg Huntingtona, pod katem réznych czynnikéw, modyfikujacych
przebieg choroby. W pracy tej wykazano, ze niestabilno$¢ alleli w czasie gametogenezy
wzrasta wraz z liczbg CAG, a takze, ze antycypacja jest fenomenem obserwowanym
zwlaszcza w potomstwie chorych mezczyzn. Dodatkowo, obok liczby powtdrzen CAG,
wiek zachorowania, jak rowniez pte¢ chorego rodzica mialy istotny wpltyw na wiek
zachorowania dziecka. W przedstawionym modelu regresji potegowej zmienna (CAG)n
wyjasniata 47% zmiennosci w AOO dziecka, zmienna AOO rodzica — kolejne 16%,
natomiast ple¢ chorego rodzica — az 6%. Na podstawie przegladu literatury z kolejnych
lat [Wexler i wsp., 2004; Gusella i MacDonald, 2009; Orth i Schwenke, 2011] oraz
wynikéw niniejszej pracy doktorskiej mozna podejrzewac, ze udziat tych dodatkowych
czynnikow jest zawyzony. Moze to wynika¢ z ograniczen przedstawionej pracy. Popu-

lacja zbadana przez Ranen i wsp. [1995] obejmowata w rzeczywistosci jedynie 60
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chorych, bowiem tylko dla takiej liczby pacjentow znana byta liczba powtérzen CAG
oraz wiek zachorowania rodzica. W przypadku braku normalnos$ci rozktadu reszt zmi-
ennych w tak matej populacji zastosowanie linearyzowanego modelu regresji mogto si¢
zatem wigza¢ ze znacznym ryzykiem btednego wnioskowania statystycznego.
Dodatkowo, biorgc pod uwage to, ze w pracy analizowano grupe chorych z uwzgled-
nieniem wszystkich wartosci (CAG)n, czyli réwniez duzych ekspansji trojnukleoty-
dowych, wyjasnienie przez t¢ zmienng jedynie 47% zmiennosci AOO wydaje si¢ by¢
zanizone.

Podobnie jak w niniejszej pracy doktorskiej, wplywu imprintingu genomowego
na przebieg choroby nie wykazano réwniez w ataksji rdzeniowo-mdzdzkowej typu 2
(SCA 2, ang. spinocerebellar ataxia). Figueroa i wsp. [2017] zbadali czynniki, ktore
wptywaja na wiek zachorowania w grupie 329 kubanskich pacjentow z SCA2. Liczba
CAG w nieprawidlowym allelu ATXN2 wyjasniala w tej populacji 69% zmiennoS$ci
w AOO, za$ w grupie chorych z (CAG)nod 32 do 40 — 38%. Zatem w chorobie tej,
analogicznie do HD, zalezno§¢ wieku zachorowania od liczby powtdrzenh CAG jest
silniejsza wsrdd chorych z duzymi ekspansjami tréjnukleotydowymi. W badaniu nie
udowodniono, aby ple¢ chorego rodzica, obok liczby powtorzen CAG, miala istotny
wplyw na wiek zachorowania u potomstwa. Za 33% rezydualnej zmiennos$ci w AOO
odpowiadaty inne czynniki dziedziczne, a odsetek ten byt wiekszy wsrod rodzenstwa
niz w analizowanych parach rodzic—dziecko. Autorzy tej pracy podkreslajg zaskakujaca
zgodno$¢ uzyskanych wynikéw z wynikami w chorobie Huntingtona, co moze
sugerowaé wystgpowanie recesywnych lub sprzezonych z picig alleli, ktore w zblizony
sposob modyfikujg przebieg obu tych schorzen.

Zgodnie z wynikami opublikowanymi w literaturze, wykazano w niniejszej
pracy istotny wplyw wieku zachorowania rodzica na wiek zachorowania wsrod
potomstwa. Dodanie tej zmiennej do modelu regresji spowodowato wzrost wyjasnionej
zmienno$ci AOO o 4,2 punktéw procentowych w grupie wszystkich chorych oraz o 7,5
punktow procentowych w grupie pacjentow z (CAG)a < 50. Ranen i wsp. [1995] zapro-
ponowali uwzglednienie informacji o AOO rodzica w modelach predykcji wieku
zachorowania dla nosicieli mutacji w genie H77T. Wyniki badan, opublikowane przez

Orth 1 Schwenke [2011] potwierdzaja, ze informacja ta zwigksza zgodno$¢ AOO osza-
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cowanego z rzeczywistym, jednak w pracy tej nie podano charakterystyki dopasowania
modelu do danych oraz istotno$ci zmiennych. Powyzsze obserwacje sugeruja, ze czgs¢
réznic pomigdzy wiekiem zachorowania pacjentdw, ktére nie wynikaja z liczby
powtorzen CAG, ma charakter rodzinny. Wexler i wsp. [2004], na podstawie badan
wenezuelskich rodzin z HD oszacowali, ze nawet 84% rezydualnej zmiennosci w wieku
zachorowania jest rodzinna i wynika z innych niz (CAG). czynnikéw genetycznych
1 sSrodowiskowych. Jak dotad nie zbadano jednak, czy naleza do nich réznice w stopniu
metylacji DNA lub inne modyfikacje epigenetyczne.

Wyniki opublikowanych badan wskazuja, ze cze¢$¢ zmienno$ci osobniczej
w poziomie metylacji DNA ma charakter dziedziczny, jednak doktadny mechanizm
przekazywania wzoru metylacji DNA pomiedzy pokoleniami pozostaje nadal niewy-
jasniony. Wyrdznia si¢ dwa podstawowe typy dziedziczenia modyfikacji epigenety-
cznych: dziedziczenie genetyczne i dziedziczenie epigenetyczne. W pierwszym typie za
zmiany w stopniu metylacji DNA odpowiadaja rdznice w sekwencji nukleotydow
w DNA, np. wariant polimorficzny w obrgbie dinukleotydu CpG lub w innych fragmen-
tach genomu. Dziedziczenie epigenetyczne moze by¢ spowodowanie np. niecatkowitg
demetylacja DNA w gametach oraz w zygocie, lecz dotychczas nie wyjasniono doktad-
nych mechanizméw, odpowiedzialnych za wystepowanie tego zjawiska u ludzi [Morgan
1 Whitelaw, 2008]. Badania wskazuja, ze za okoto 20% réznic osobniczych w stopniu
metylacji DNA odpowiadaja warianty polimorficzne, zlokalizowane poza dinukleoty-
dami CpG [McRae i wsp., 2014]. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze za cz¢$¢ rezydualne;j
zmienno$ci w wieku zachorowania o charakterze rodzinnym odpowiadajg réznice
w stopniu metylacji DNA lub inne modyfikacje epigenetyczne.

Z przegladu dostepne;j literatury wynika, ze badanie wptywu wieku zachorowa-
nia rodzica na AOO pacjenta, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy, obejmowato
najwigksza, jak dotad populacj¢ chorych. Ograniczeniem tej analizy byt jednak fakt, ze
informacja o wieku, w ktérym rodzic zaczat prezentowa¢ objawy HD, byta uzyskiwana
w ramach wywiadu rodzinnego, zbieranego od pacjenta i czlonkéw jego rodziny.
Udowodniono, ze najbardziej wiarygodne jest ustalanie wieku zachorowania na pod-
stawie prospektywnej obserwacji nosiciela mutacji w genie H77. Dlatego tez, aby

okresli¢ jak duze jest znaczenie AOO rodzica w przebiegu choroby u dziecka wskazana
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bylaby wieloletnia obserwacja przynajmniej dwoch pokolen chorych przez zespotly
specjalistow. Poprzez stworzenie specjalistycznych osrodkow badawczych 1 terapeuty-
cznych, takich jak Huntington Study Group, The U.S.-Venezuela Collaborative
Research Project, EHDN czy Enroll-HD, przeprowadzenie takiej analizy wydaje si¢
mozliwe w perspektywie najblizszych lat.

W niniejszej pracy wykazano, ze pacjenci, u ktorych choroba Huntingtona
wystepowala u jednego z rodzicoOw charakteryzuja si¢ istotnie weze$niejszym wiekiem
zachorowania oraz wigksza liczbg powtorzen CAG w pordéwnaniu do grupy chorych
z nieobcigzonym wywiadem rodzinnym. Obserwacja ta wynika z niestabilnosci
powtorzen CAG w czasie gametogenezy i obserwowanego w HD zjawiska antycypacji.
Oznacza to, ze wraz z przekazywaniem mutacji kolejnym pokoleniom moze doj$¢ do
zwigkszenia (CAG)n, a co za tym idzie wczesniejszego pojawienia si¢ objawow choroby
u pacjenta [Semaka i wsp., 2013].

Nie mozna réwniez wykluczy¢, Zze u pacjentow z nieobcigzonym wywiadem
rodzinnym oszacowany wiek zachorowania jest zawyzony, albowiem stwierdzono
statystycznie istotny, cho¢ niewielki wptyw wystepowania choroby u rodzica na rezyd-
ualng zmienno$¢ w wieku zachorowania pacjenta, niewyjasniong przez (CAG),. Orth
1 Schwenke [2011] poréwnali okreslony przez badaczy EHDN wiek zachorowania pac-
jentow, wiaczonych do badania REGISTRY EHDN z wiekiem, ktory zostat ustalony na
podstawie punktacji w skali UHDRS z przynajmniej trzech wizyt chorych, a takze
predykcji AOO za pomoca modeli Langbehn 1 wsp. [2004] 1 Ranen i wsp. [1995].
Wykazali oni, ze retrospektywne oszacowanie wieku zachorowania przez badacza po
wielu latach trwania choroby jest mniej wiarygodne niz dlugotrwata obserwacja pro-
gresji zaburzen na podstawie skal EHDN. Wsrod chorych, u ktérych wywiad rodzinny
w kierunku HD jest nieobcigzony, rozpoznanie choroby Huntingtona jest utrudnione,
a diagnostyke molekularng wdraza si¢ zazwyczaj] w petlnoobjawowej fazie choroby,
po wykluczeniu nabytych przyczyn plasawicy. Dyskretne objawy choroby, charak-
terystyczne dla fazy prodromalnej moga zatem zosta¢ niezauwazone, zarOwno przez
pacjenta jak i lekarza, a co za tym idzie oszacowany wiek zachorowania moze by¢
wyzszy w poréwnaniu do pacjentdéw, u ktoérych choroba wystepowata u jednego z rodz-

icow. Nie mozna jednak wykluczy¢, Ze obserwowane zjawisko ma podtoze biologiczne
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1 wynika, np. ze zmian epigenetycznych, zachodzacych podczas przekazywania

potomstwu alleli o nieprawidtowej liczbie powtorzen CAG.

7.2. Ocena metylacji genu H7T w chorobie Huntingtona

W ostatnich latach, po wprowadzeniu wysokoprzepustowych technik moleku-
larnych, popularna stata si¢ analiza genomowych profili metylacji DNA (ang. genome-
wide methylation profiling). Przyczynila si¢ ona do gwaltownego wzrostu wiedzy na
temat metylacji genomu, a takze umozliwila identyfikacj¢ regiondw o odmiennej mety-
lacji (DMRs, ang. differentially methylated regions), zwigzanych z procesem ewolucji,
starzeniem, nowotworzeniem czy rozwojem wielu chordob u czlowieka. Terminem
DMRs okresla si¢ sekwencje DNA, ktore wykazuja charakterystyczny, odmienny
wzorzec metylacji DNA, w zaleznosci od tkanek z ktorych pochodza, populacii,
stadium roéznicowania komorek, procesu chorobowego, czy innych stanéw. Sg to zwyk-
le fragmenty DNA o wielkos$ci od kilkuset do kilku tysiecy par zasad, a zatem obejmu-
jace przynajmniej kilka sgsiadujacych dinukleotydéow CpG [Rakyan i1 wsp., 2011]. Jak
wynika z literatury, wiele DMRs zlokalizowanych jest w proksymalnych regionach
promotorowych genow, gdzie znajduja si¢ zalezne od metylacji DNA sekwencje
wzmacniajace (ang. enhancers). Udowodniono istnienie zwigzku pomiedzy stopniem
metylacji DNA w tych obszarach a wzorem metylacji histonow 1 poziomem ekspresji
genu [Schmidl i wsp., 2009]. Z badan, w ktérych analizowano genomowe profile
metylacji DNA w chorobach neurodegeneracyjnych wynika, ze w chorobach tych,
w przeciwienstwie do nowotwordow, zmiany w stopniu metylacji DNA sg zwykle
dyskretne [Huynh 1 wsp., 2014; Watson 1 wsp., 2016]. Ustalenie ich znaczenia
funkcjonalnego moze by¢ zatem utrudnione, chociaz udowodniono, ze nawet 5-10%
réznice w stopniu metylacji CpG mogg istotnie wptywaé na ekspresj¢ biatka [Lim
1 wsp., 2012].

Jednym z celéw przeprowadzonej analizy byto okreslenie, czy w chorobie Hunt-
ingtona dochodzi do zaburzen metylacji genu H77, a jesli tak, to czy w sekwencjach
sasiadujacych z mutacja dynamiczng obserwuje si¢ charakterystyczny, nieprawidiowy
wzorzec metylacji DNA, podobnie jak w niektorych chorobach, wywotywanych

ekspansja powtdrzen trojnukleotydowych. Poszukiwano w szczegdlnosci rodznic
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w poziomie metylacji DNA, ktore obejmowatyby kilka dinukleotydow CpG w jednym
fragmencie genu. Badania przeprowadzono za pomoca dwodch technik molekularnych,
tj. mikromacierzy metylacyjnych oraz trawienia DNA metylospecyficznym enzymem
restrykcyjnym 1 iloSciowa reakcja lancuchowa polimerazy (MSRE-qPCR). Obie te
techniki majg swoje zalety i wady, ktére moga wptywaé na doktadno$¢ metody pomi-
aru. MSRE-qPCR jest technikg stosunkowo tanig, ktéra pozwala na ocen¢ poziomu
metylacji DNA w wybranych loci w przypadku nawet niewielkiej ilosci materiatu gene-
tycznego [Gagnon i wsp., 2010]. Jest to jednak metoda czasochtonna i kilkuetapowa,
a kazdy z etapow moze generowal wystgpienie btgdu pomiaru. Niewatpliwg zaleta
mikromacierzy metylacyjnych jest udowodniona wysoka odtwarzalno$¢ wynikow oraz
ich zgodno$¢ z wynikami, uzyskiwanymi metoda WGBS (ang. whole-genome bisulfite
sequencing) [Bibikova i wsp., 2011]. Wada tej metody jest jednak stosunkowo wysoki
koszt, a takze ryzyko czeSciowej degradacji materialu biologicznego, zwigzane z kon-
wersja DNA pod wplywem wodorosiarczynu sodu.

Podczas wykonywania analiz molekularnych metoda MSRE-qPCR, w reakcji
iloSciowej fancuchowej polimerazy uzyskiwano niejednokrotnie wyzsza ilo§¢ produktu
z matrycy, ktéra powinna ulec chociazby czesciowemu trawieniu enzymem restryk-
cyjnym w obrebie badanego amplikonu, niz z DNA referencyjnego, ktéry nie byt
poddany trawieniu. W dostepnej literaturze brak jest opracowan, ktdre wyjasnialyby
mechanizm obserwowanego zjawiska. W metodach pomiaru st¢zenia DNA, wykorzys-
tujacych amplifikacje sekwencji A/u w reakcji qPCR zaobserwowano jednak, ze frag-
mentacja genomowego DNA do wielkosci 1500 bp umozliwita uzyskanie wyzszego
1 bardziej dokladnego pomiaru stgzenia DNA w pordwnaniu z wynikami, uzyskanymi
dla matrycy nietrawionej. Autorzy pracy [Sedlackova 1 wsp., 2013] sugeruja, ze moze
by¢ to wynikiem tworzenia zlozonych struktur przestrzennych przez dtugie fragmenty
dwuniciowego DNA, ktore w reakcji qPCR utrudniajg dostgp sktadnikéw mieszaniny
reakcyjnej] do sekwencji docelowych. Mozna zatem przypuszczaé, ze powodem
otrzymywania wyzszego sygnatlu fluorescencji dla DNA trawionego enzymem Hpall
jest utatwienie amplifikacji jego krotkich fragmentéw wzgledem diugich fragmentow
DNA referencyjnego. Drugim z potencjalnych mechanizmoéw jest wydtuzenie etapu

denaturacji matrycy nietrawionej, w porownaniu do matrycy poddanej dziataniu enzy-
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mu restrykcyjnego. W obu przypadkach kluczowa jest zatem réznica we fragmentacji
DNA w probkach badanych i prébkach kontrolnych.

W celu uzyskania zblizonej dtugosci fragmentéw DNA, w niniejszej pracy
probki kontrolne poddano dziataniu enzymu HpyF30I. Sekwencja 5’-TCGA-3’, ktora
jest trawiona przez ten enzym, nie znajdowala si¢ w obrgbie zadnego z badanych
amplikonéw. Wprowadzona modyfikacja spowodowata obnizenie stopnia metylacji
DNA w przypadku wigkszosci badanych loci, jak réwniez pozwolita na wyelimi-
nowanie wynikow metylacji DNA, ktore przekraczaty poziom 100% [Krygier i wsp.,
2016].

Wyniki uzyskane technikg mikromacierzy metylacyjnych oraz MSRE-qPCR nie
wskazuja na wystgpowanie zaburzen metylacji genu H77 w DNA z krwi obwodowe;j
pacjentow z chorobg Huntingtona. Wzér metylacji tego genu jest zgodny z obser-
wowanym wzorem metylacji innych gendéw aktywnych transkrypcyjnie, co oznacza, ze
region promotorowy charakteryzuje si¢ brakiem lub niskim odsetkiem metylacji
cytozyn, za§ w dalszych sekwencjach genu (gene body) stopien metylacji CpG jest
wysoki. Wyniki obu metod przedstawiaja zblizony obraz metylacji genu HTT
w badanych probkach. Bezposrednie ich poréwnywanie nie jest jednak zasadne,
bowiem nie analizowaty one stopnia metylacji tych samych dinukleotydéw CpG

w obrebie genu.

W regionie 1 HTT (PM1), zlokalizowanym okoto 1500 par zasad w kierunku
5’ od miejsca startu transkrypcji, $redni poziom metylacji DNA wsrod chorych z HD,
uzyskany technika MSRE-qPCR, wynosil 56,91%. Zblizony wynik otrzymano w bada-
niu mikromacierzowym dla dinukleotydu CpG (cg05874888), oddalonego o siedem par
zasad w kierunku 3° od PM1, gdzie $redni poziom metylacji wynosit 64,55%. Kolejnym
zbadanym CpG w kierunku 3’ genu byt region PM2 w metodzie MSRE-qPCR, gdzie
sredni poziom metylacji wsrod chorych wynosit 37,81%. Wedlug bazy USCS Genome
Browser obszar ten stanowi brzeg wyspy CpG (ang. CpG island shore).

Termin CpG island shores odnosi si¢ do sekwencji DNA, oddalonych do dwdch
tysiecy par zasad od wysp CpG, o nieco mniejszej zawartosci dinukleotydow CpG.
Regiony te sa szczeg6lnie wazne, bowiem wykazano, ze metylacja na brzegach wysp

charakteryzuje si¢ zmienno$cig tkankowa i jest $ciSle zwigzana z inaktywacja tran-
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skrypcji. Co wiecej, wigkszo$¢ obserwowanych roznic tkankowych w poziomie mety-
lacji DNA dotyczy brzegéw wysp, a nie w samych wysp CpG [Portela i Esteller, 2010].
W pracy [Irizarry i wsp., 2009], w ktorej porownano genomowy profil metylacji DNA
raka jelita grubego oraz tkanek zdrowych, 76% zidentyfikowanych regionéw o odmien-
nym poziomie metylacji DNA zlokalizowanych bylo w obrebie brzegow wysp, 18%
w obszarach oddalonych od wysp o ponad 2 tysiace par zasad (ang. CpG shelves),
a jedynie 6% w samych wyspach CpG.

Istnieje szereg dowodow literaturowych na to, ze w obrgbie wysp CpG, zlokali-
zowanych w regionach promotorowych genow aktywnych transkrypcyjnie, nie
dochodzi do metylacji cytozyn [Jones, 2012]. W przypadku genu HTT znajduje to
odzwierciedlenie w wynikach uzyskanych w niniejszej pracy doktorskiej. W badaniu
technikg MSRE-qPCR nie stwierdzono metylacji DNA w regionie 3 HTT (PM3).
Wyniki analizy mikromacierzowej wykazaty, ze wyspy CpG w obrgbie promotora genu
1 eksonu pierwszego charakteryzuja si¢ brakiem lub bardzo niskim odsetkiem metylacji
cytozyn (<10%), a wyzsze wartosci s3 obserwowane jedynie na ich brzegach
(odpowiednio 64,55% dla cg0587488 oraz 15,74% dla cg07624479). W przeciwienst-
wie do zaburzen, opisanych w zespole tamliwego chromosomu X mozna zatem
stwierdzi¢, ze w chorobie Huntingtona nie dochodzi do hipermetylacji promotora genu
HTT, a granica migdzy wysoce zmetylowanymi a niezmetylowanymi dinukleotydami
CpG nie jest utracona. Obserwacje te sa zgodne z wynikami opublikowanymi w 2014
roku przez Naumann i wsp. [2014], ktérzy przeprowadzili badanie regionu zlokali-
zowanego w kierunku 5’ od promotora genu H7T metoda sekwencjonowania DNA,
poddanego dzialaniu wodorosiarczynu sodu (ang. bisulfite sequencing). Autorzy pracy
wykazali istnienie granicy pomigdzy silnie zmetylowanymi a niezmetylowanymi CpG
w tym obszarze, jednak badanie przeprowadzono na DNA z krwi, pochodzacej tylko od
jednego pacjenta z HD.

W niniejszej pracy, analiza mikromacierzowa sekwencji kodujacej HTT (ang.
gene body) wykazata wysoki poziom metylacji wickszo$ci zbadanych dinukleotydéw
CpG. Stopien metylacji DNA wykazywal tendencj¢ do wzrostu w kierunku 3’ genu,
cho¢ w obrebie gene body stwierdzono réwniez wystepowanie sekwencji o niskim

poziomie metylacji (cgl13877631 1 cgl1323870). Znaczenie tych obszarow w regulacji
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ekspresji genéw nie jest znane. Istnieje teoria, ze sekwencje te s3 pozostatosciami
dawnych promotorow genow, ktore byly wykorzystywane podczas wezesnego rozwoju
embrionalnego i1 nie zostaly poddane metylacji de novo (ang. orphan promoters)
[[llingworth 1 wsp., 2010]. Wartosci metylacji uzyskane metodg MSRE-qPCR w region-
ie 4 HTT (PM4), zlokalizowanym w obrebie sekwencji kodujacej, sa zgodne z wynika-
mi mikromacierzowymi. Sredni stopien metylacji DNA byl bowiem w tym regionie

wysoki 1 wynosit 78,34% w grupie pacjentow z HD.

7.3. OkreSlenie zwigzku pomiedzy wynikami analizy metylacji genu HTT

a wybranymi parametrami molekularnymi i klinicznymi choroby

Metylacja DNA byta przez wiele lat uwazana za modyfikacj¢ epigenetyczna,
ktora prowadzi do wyciszenia transkrypcyjnego genu. W ostatnich latach udowodniono
jednak, ze bardzo istotnym czynnikiem, determinujgcym jej wptyw na ekspresj¢ bialka,
jest lokalizacja w obrgbie genomu. Z danych literaturowych wynika, ze metylacja wysp
CpG w bezposrednim sgsiedztwie miejsc startu transkrypcji prowadzi do zahamowania
inicjacji transkrypcji. Z drugiej strony, sekwencje kodujace gendw, ktére sa ubogie
w wyspy CpG, wykazuja wysoki stopien metylacji, ktory jest dodatnio skorelowany
z poziomem ekspresji biatka. Metylacja CpG hamuje zatem inicjacj¢ transkrypcji,
jednoczesnie wspierajac proces elongacji [Jones, 2012]. Opisane mechanizmy s3
poparte szeregiem dowodow literaturowych, jednak znaczenie metylacji DNA w innych
fragmentach gendw, jak rowniez w obszarach miedzygenowych, pozostaje nadal niewy-
jasnione. W badaniach wykazano, ze granice pomi¢dzy eksonami i intronami charak-
teryzujg si¢ zmiennym poziomem metylacji DNA, ktory moze odpowiadac za regulacje
procesu sktadania RNA [Laurent i wsp., 2010]. Udowodniono réwniez, ze metylacja
CpG w obrgbie sekwencji wzmacniajacych (ang. emhancers), zlokalizowanych
w roznych odlegtosciach od promotorow gendw, prowadzi do obnizenia ich aktywnosci,
zwigzanej ze wspomaganiem procesu transkrypcji. Powyzsze obserwacje wskazuja, ze
metylacja DNA jest mechanizmem bardzo zlozonym 1 moze mie¢ znaczenie w regulacji
ekspresji genow zarowno, gdy zlokalizowana jest w obrebie regionéw promotorowych,
jak 1 w sekwencjach kodujacych genow czy w obszarach miedzygenowych [Jones,

2012].
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Sposréd chordb, wywotywanych ekspansja powtorzen trojnukleotydowych,
w ataksji Friedreicha oraz w zespole tamliwego chromosomu X wykazano istotng
zalezno$¢ miedzy przebiegiem klinicznym a metylacja DNA w sekwencjach sgsiaduja-
cych z mutacjg dynamiczng [Evans-Galea 1 wsp., 2012; Tassone 1 wsp., 2000]. Pato-
geneza tych chorob zwigzana jest jednak z obnizeniem ekspresji biatka, a nie z jego
akumulacja, jak w przypadku choroby Huntingtona. Biorac pod uwage choroby
poliglutaminowe, o zblizonym patomechanizmie do HD, zwigzek ten okreslono m.in.
w ataksjach rdzeniowo-moézdzkowych typu 2 1 3 (SCA, ang. spinocerebellar ataxia).
W SCA 2 wykazano, ze hipermetylacja CpG w poblizu miejsca startu transkrypcji
w genie ATXN2 wigzata si¢ z pozniejszym poczatkiem objawow choroby i tagod-
niejszym przebiegiem klinicznym, w poréwnaniu do chorych z hipometylacja DNA
w tym obszarze [Laffita-Mesa 1 wsp., 2012]. W pracy, opublikowanej przez Emmel
1 wsp. [2010] nie stwierdzono istotnej statystycznie zalezno$ci wieku zachorowania
w SCA3 od stopnia metylacji szesciu wybranych dinukleotydéw CpG, zlokalizowanych
w regionie promotorowym genu ataksyny 3. Najnowsze wyniki, opublikowane przez
Wang 1 wsp. [2017] wskazuja jednak, Ze u pacjentow z SCA3 dochodzi do hipermety-
lacji CpG w promotorze genu ATXN3. Ponadto w pracy tej wykazano, ze wzrost
poziomu metylacji DNA w obrgbie promotora koreluje z niestabilnoscig liczby
powtorzen CAG podczas przekazywania mutacji potomstwu, a takze z wezesniejszym
wiekiem zachorowania.

W niniejszej pracy doktorskiej przeprowadzono analiz¢ zwigzku pomiedzy
stopniem metylacji DNA genu H7T a przebiegiem klinicznym choroby Huntingtona za
pomoca jedno- 1 wieloczynnikowych modeli regresji liniowej. W regresji wielorakiej
zastosowano technike eliminacji wstecznej, ktora umozliwila stworzenie optymalnego
modelu, poprzez eliminacj¢ kolejnych zmiennych na podstawie wartosci skory-
gowanego wspodtczynnika R2. Zastosowanie technik liniowych do oceny zjawisk biolog-
icznych ma swoje zalety i wady. Jest to metoda czgsto stosowana w literaturze, bowiem
budowa, interpretacja i wykorzystanie modeli liniowych jest szczegdlnie tatwe
1 wygodne. Nalezy jednak pamigtac, ze wszystkie ztozone zjawiska biologiczne s3
w mniejszym lub wigkszym stopniu nielinowe, a przedstawione modele przedstawiaja

jedynie generalng tendencje¢ w zbiorze danych.
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W przypadku wynikéw badania metylacji DNA, uzyskanych technika MSRE-
qPCR, nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznosci stopnia metylacji CpG od
wybranych parametréw. W modelach, w ktérych analizowano czynniki wptywajace na
punktacje w skalach zaawansowania zaburzen ruchowych oraz zaburzen funkcjonowa-
nia, istotnymi zmiennymi byty wiek oraz liczba powtérzen CAG. Wyniki te sg zgodne
z wynikami Rosenblatt i wsp. [2011], ktorzy obserwowali stopien progresji choroby
Huntingtona przez $rednio osiem lat. W pracy tej wykazano istotne znaczenie wieku
pacjenta podczas pierwszej wizyty oraz liczby powtorzen CAG w nieprawidtowym al-

lelu HTT w progresji HD.

W przeciwienstwie do niekwestionowanego wptywu liczby powtérzen CAG na
wiek, w ktorym u pacjentow pojawiaja si¢ pierwsze objawy HD, jej znaczenie w dal-
szym przebiegu choroby pozostaje niejednoznaczne. W czesci prac nie wykazano istot-
nego wptywu (CAG), na progresj¢ HD, z kolei w innych opracowaniach zaleznos$¢ ta
byta staba i nie dotyczyta wszystkich parametrow klinicznych [Brandt i wsp., 1998;
Marder 1 wsp., 2000]. Na podstawie wynikow badan z kolejnych lat mozna przy-
puszczaé, ze przyczyng tych rozbieznosci bylo nakladanie si¢ naturalnego procesu
starzenia organizmu z procesem neurozwyrodnieniowym, wywotanym chorobg. Ravina
1 wsp. [2008] oraz Rosenblatt 1 wsp. [2011] udowodnili, zZe istotno§¢ wptywu liczby
powtorzen CAG na stopien progresji HD wystepuje jedynie w modelach, skory-
gowanych o wiek pacjenta w dniu badania. Korelacja ta ma charakter dodatni, to znaczy
im wigcej jest powtorzen CAG tym przebieg choroby jest cigzszy. Zaleznos¢ od (CAG)
dotyczy w réznym stopniu poszczegolnych zaburzen ruchowych i poznawczych, nato-
miast nie jest obserwowana w przypadku objawow psychiatrycznych i behawioralnych.

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza zwigzku pomiedzy wybranymi
parametrami molekularnymi 1 klinicznymi HD a wynikami mikromacierzowymi,
wykazata istotng statystycznie zalezno$¢ wieku zachorowania od poziomu metylacji
dinukleotydu nr cg05874888, zlokalizowanego na brzegu wyspy CpG w promotorze
genu (ang. CpG shore). Sredni poziom metylacji DNA w tym regionie wynosit 64,59%,
a wzrost metylacji wigzat si¢ ze zmniejszeniem oczekiwanego wieku zachorowania
pacjenta. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze z uwagi na matg liczbe badanych chorych (n=31)

oraz brak normalno$ci rozktadu reszt w modelu regresji, analiza ta byla obarczona
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znacznym ryzykiem wystgpienia btedu. Chociaz zwigkszenie stopnia metylacji DNA
w promotorze HTT powinno skutkowa¢ obnizeniem ekspresji zmutowanej huntingtyny,
a co za tym idzie wolniejszym procesem neurozwyrodnieniowym wydaje si¢, ze wzgle-
du na zlozone interakcje miedzy elementami maszynerii epigenetycznej takie
wnioskowanie byloby zbyt duzym uproszczeniem. Zwlaszcza w $wietle wynikow,
opublikowanych przez Wang i wsp. [2017], ktérzy wykazali, ze hipermetylacja CpG
w obrgbie promotora genu ataksyny 3 koreluje z wezesniejszym wiekiem zachorowania
pacjentow z ataksja rdzeniowo-mozdzkowa typu 3. Nie mozna bowiem wykluczy¢, ze
dinukleotyd, ktory ulega hipermetylacji znajduje si¢ w obrgbie sekwencji wspomaga-
jacej 1 regulujacej transkrypcje genu (ang. emhancer). Co wiecej, w badania nad
chorobami poliglutaminowymi udowodniono, ze zar6wno metylacja DNA jak i inne
modyfikacje epigenetyczne moga ulega¢ zmianom pod wplywem akumulacji toksy-
cznego produktu biatkowego, co w dalszym stopniu zwigksza ztozonos$¢ tych interakceji
[Ng 1 wsp., 2013].

W literaturze podkresla si¢, ze zmiany w stopniu metylacji DNA (DMRs, ang.
differentially methylated regions), ktére maja znaczenie funkcjonalne, obejmujg zwykle
od kilkuset do kilku tysiecy par zasad, a zatem przynajmniej kilka sgsiadujacych CpG
[Rakyan 1 wsp., 2008]. Za pomocg techniki MSRE-qPCR zbadano stopien metylacji
dwoch dinukleotydow CpG, ktére znajdowaty sie w bliskim sgsiedztwie cg05874888,
w obrgbie brzegu tej samej wyspy CpG. Regiony PM1 i PM2 byly oddalone od
cg05874888 o odpowiednio siedem i 199 par zasad w kierunku 3’ genu. Analiza
regresyjna nie wykazata istotnej zaleznosci wieku zachorowania od stopnia metylacji
DNA tych sekwencji. Nie udato si¢ zatem potwierdzi¢ na wigkszej grupie chorych, aby
stopien metylacji DNA w obrgbie analizowanego fragmentu promotora genu wptywat
istotnie na wiek zachorowania w HD. Obserwacje te nie pozwalaja jednak na catkowite
wykluczenie udziatu metylacji DNA w obregbie cg05874888 w przebiegu HD, bowiem
opublikowano prace, w ktérych wykazano istotny wplyw zmian w metylacji poje-
dynczego CpG na ekspresj¢ biatka [Xu 1 wsp., 2007]. W celu weryfikacji tej hipotezy
wskazane byloby zbadanie stopnia metylacji tej sekwencji w wiekszej grupie chorych,
np. technika pirosekwencjonowania. Nie jest ona bowiem rozpoznawana przez enzymy

restrykcyjne, ktore zastosowano w badaniu MSRE-qPCR.
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Podsumowujac, w niniejszej pracy doktorskiej nie wykazano zaburzen metylacji
genu HTT w materiale, pochodzacym z krwi obwodowej pacjentow z choroba Hunting-
tona. Nie stwierdzono rowniez istnienia zwigzku pomigedzy wynikami stopnia metylacji
CpG tego genu a wybranymi parametrami molekularnymi 1 klinicznymi choroby.
Pomimo, iz analiza wynikow mikromacierzowych wykazata istotng statystycznie
zalezno$¢ wieku zachorowania od poziomu metylacji jednego z badanych dinukleoty-
dow CpG, potwierdzenie tego zwigzku wymagatoby przeprowadzenia badan na wigk-
szej grupie chorych, a takze okre§lenia wptywu metylacji CpG na stopien ekspresji
zmutowanej huntingtyny,

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione wyniki nie wykluczajag wpltywu metylacji
genu HTT na przebieg choroby Huntingtona. Wynika to z ograniczen niniejszej pracy
doktorskiej. Pomimo, iz stopien metylacji okreslono dla tacznie 62 dinukleotydow CpG,
rozproszonych po calym genie, nie mozna wykluczyé wystgpowania zmian w jego
innych, niebadanych fragmentach. Co wigcej, nie analizowano metylacji innych niz
cytozyna zasad azotowych. Co prawda 5-metylocytozyna stanowi najczgstszg mody-
fikacje epigenetyczna, ostatnie doniesienia wskazuja na potencjalne znaczenie
chemicznej modyfikacji innych zasad azotowych w regulacji ekspresji genow [Mondo
1 wsp., 2017].

Materiatem do analiz molekularnych byta w niniejszej pracy krew obwodowa
pacjentow. Wiadome jest jednak, ze przeciwienstwie do kodu genetycznego, uniwersal-
nego dla wszystkich komorek organizmu, informacja epigenetyczna charakteryzuje si¢
duza réznorodno$cig tkankowa i zmiennosciag w czasie. Zaburzenia metylacji DNA
w chorobie Huntingtona wykazano, jak dotad w neuronach prazkowia i kory mozgowe;j
myszy transgenicznych z HD [Ng i wsp., 2013]. Tkankowo-specyficzne zmiany
w poziomie metylacji DNA zostaty stwierdzone takze w innych chorobach neurodegen-
eracyjnych. W chorobie Alzheimera stwierdzono obecno$¢ licznych regionéw o odmi-
ennym poziomie metylacji DNA (DMRs) w materiale autopsyjnym, pochodzacym
z zakretow skroniowych gérnych [Watson i wsp., 2016]. W moézgach pacjentow
z dziedziczng postacig stwardnienia zanikowego bocznego (ALS, ang. amyotrophic lat-
eral sclerosis), spowodowang ekspansja heksanukleotydu GGGGCC w genie CYorf72,

wykazano hipermetylacje dinukleotydow CpG w regionie promotorowym genu. Wzrost
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stopnia metylacji cytozyn wigzat si¢ z tagodniejszym przebiegiem klinicznym ALS,
prawdopodobnie na skutek obnizenia ekspresji toksycznego produktu biatkowego
[Esanov 1 wsp., 2016]. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze w chorobie Huntingtona
dochodzi do tkankowo-specyficznych zaburzen metylacji genu H77, ktore wplywaja na
zmiany w ekspresji zmutowanej huntingtyny w obrebie zajetych tkanek. Roznice
w somatyczne] ekspresji biatka moga wplywaé na dynamike procesu neurodegenera-
cyjnego 1 w konsekwencji na wiek, w ktérym choroba ujawnia si¢ klinicznie.
Zaburzenia metylacji DNA w tkance nerwowej moga by¢ jednym z potencjalnych
mechanizmow somatycznej niestabilnosci nieprawidtowego allela H7T, ktorag wykazano
w moézgowiu pacjentow z HD [Swami 1 wsp., 2009]. W celu weryfikacji powyzszych
hipotez wskazane byloby przeprowadzenie analizy metylacji genu H7T w materiale
autopsyjnym, pochodzacym z tkanki mozgowej, ktora ulega w najwigkszym stopniu
degeneracji w przebiegu choroby. W przypadku wykrycia zaburzen metylacji H77,
niezb¢dna bylaby rowniez ocena wpltywu tej modyfikacji epigenetycznej na stopien

ekspresji zmutowanej huntingtyny.
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8. WNIOSKI

1.

W badanej grupie polskich pacjentéw z choroba Huntingtona (HD) liczba
powtorzen CAG w zmutowanym allelu HTT ((CAG)n) wyjasnia znaczng czes$¢
zmienno$ci w wieku zachorowania (AOO). Odsetek wyjasnionej przez (CAG)n
zmiennosci AOO jest zblizony do wynikoéw znanych z literatury, zaréwno

w grupie wszystkich chorych, jak i chorych z (CAG), < 50.

Imprinting genomowy wydaje si¢ nie mie¢ znaczenia w patogenezie choroby
Huntingtona, gdyz nie zaobserwowano, aby obok wptywu liczby powtorzen
CAGQG, ple¢ rodzica, od ktérego pacjent dziedziczy zmutowany allel, miata istotny

wplyw na wiek zachorowania pacjenta.

Nalezy przypuszczaé, ze czg¢§¢ obserwowanych réznic w AOQO, ktore nie
wynikaja z liczby powtorzen CAG, ma charakter rodzinny, gdyz stwierdzono
statystycznie istotng zalezno§¢ wieku zachorowania pacjenta od AOO rodzica.
W celu wyjasnienia, czy rdznice w stopniu metylacji DNA lub inne modyfikacje
epigenetyczne odpowiadajg za czes¢ rezydualnej zmiennos$ci w wieku

zachorowania o charakterze rodzinnym wymagane sg dalsze badania.

Nie wykazano wystepowania zaburzen metylacji genu H7T w DNA, wyi-
zolowanym z krwi obwodowej pacjentow z chorobg Huntingtona, a takze nie
wykazano zwigzku pomigdzy stopniem metylacji tego genu a wybranymi para-
metrami molekularnymi 1 klinicznymi choroby. Parametry te obejmowaty: wiek
pacjenta, jego pte¢, czas trwania choroby, liczbe powtdérzen CAG w zmu-
towanym allelu HTT oraz punktacj¢ w skalach zaawansowania zaburzen

ruchowych i zaburzen funkcjonowania.

Analiza zalezno$ci wieku zachorowania w HD od stopnia metylacji genu HTT
wykazata istotng statystycznie zalezno$¢ jedynie dla dinukleotydu nr
cg05874888 w mikromacierzy Infinium (Ilumina), zlokalizowanego na brzegu
wyspy CpG w promotorze HTT (ang. CpG shore). Z uwagi na malg liczbe anali-
zowanych chorych, potwierdzenie istnienia takiego zwigzku wymaga

przeprowadzenia dalszych badan.
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Opracowana modyfikacja protokotu badawczego metody MSRE-qPCR umozli-
wia bardziej precyzyjny pomiar ilo§ciowy produktow w reakcji qPCR, poprzez
uzyskanie zblizonego stopnia fragmentacji probek DNA badanego i referen-

cyjnego.
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10. ZALACZNIK

ZALACZNIK

Tab. 23. Sekwencje starterow uzytych do analizy MSRE-qPCR dla gendéw: HTT, MGMT,
RASSF1A4 1 CCND?2. F- starter (ang.) forward, R- starter (ang.) revers

Nazwa genu = Startery

Sekwencja (5°-3°)

HTT F
(region 1)* R
HTT F
1 *
(region 3) R
F
MGMT
R
F
RASSF14
R
F
CCND2
R

CTGGCTAAAGTAGGCTTTACTG
GGAGTAAGGTTGGCCTCA
CGGGTGAGTATGGCTCT

CATGCGGAAAGGATCCC
CCTGACAGGGTCTCTGCTGGTCTG

GTGCCCGAGTGGTCCTGAAAGC
GCCCAAAGCCAGCGAAGCAC
CCAGATGAAGTCGCCACAGAGGT
GAAACGCCACCAGATCGTATCTCC

CGCAAACACCACCACCCCTT

* numeracje¢ regionéw genu H77 podano zgodnie z ryc. 9 na str. 57
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Tab. 24. Analiza pordéwnawcza wynikow badania metylacji DNA, przeprowadzonego technika
MRSE-qPCR z zastosowaniem dwoch réznych matryc DNA referencyjnego: nietrawionej oraz
trawionej enzymem HpyF30I

Stopien metylacji DNA Wartos$é p dla
N Stosunek réznic miedzy
AZWA - probka* DNA DNA referencyjny wartosci z uzyskanymi
genu re'ferenc.yjny trawiony HpyF301 kolumny 3 i 4 wynikami (test T-
nietrawiony Studenta)**
1 0,853 0,666 1,280 0,025
HTT 2 0,866 0,628 1,379 <0,01
(region 1) | 3 1,840 0,666 2,764 <0,01
4 0,905 0,598 1,514 0,062
1 0,002 0,001 2,045 0,027
HIT 2 0,006 0,003 2,296 0,084
(region 3) | 5 0,018 0,018 1,025 0,082
4 0,013 0,004 3,350 0,051
1 0,441 0,104 4,264 <0,01
2 0,359 0,075 4,765 0,018
MGMT
3 0,391 0,111 3,512 <0,01
4 0,372 0,124 3,005 <0,01
1 0,017 0,017 0,988 1,000
2 0,035 0,030 1,167 0,420
RASSF14
3 0,012 0,011 1,071 0,693
4 0,026 0,024 1,062 0,644
1 0,004 0,001 2,736 0,054
2 0,005 0,002 2,970 0,112
CCND2
0,005 0,002 2,735 <0,01
4 0,004 0,001 2,984 0,038

* Numery 1, 2, 3, 4 zostaly przypisane pacjentom o nr odpowiednio: 111, 118, 121 i 136;
** Kolorem czerwonym zaznaczono wyniki istotne statystycznie na poziomie istotnosci p=0,05
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Tab. 25. Wyniki stopnia metylacji DNA w regionach 1, 2 i 4 genu H77T, uzyskane technika MSRE-qPCR
w grupie pacjentéw z HD (n=151). Podano wartosci w %, usrednione dla trzech oznaczen. Min- warto$¢
minimalna, Max- warto§¢ maksymalna, SD - odchylenie standardowe

Nr 1 2 4 Nr 1 2 4 Nr 1 2 4 Nr 1 2 4
3 153,72 128,04 7548 80 | 54,34 4535 71,02 137 | 68,00 37,43 | 93,37 | 227 | 59,09 44,94 | 78,94
6 | 57,13 43,06 73,20 81 | 57,41 35,03 81,85 | 140 | 63,73 | 43,17 | 79,45 | 228 | 59,97 38,00 | 77,82
7 152,71 | 27,56 | 72,63 82 | 57,65|37,01 74,40 | 141 | 57,49 36,15 75,95 229 | 57,89 | 34,30 | 74,21
8 53,07 3599 70,69 83 | 651635958292 | 145 62,01 | 42,41 | 81,92 | 233 | 59,66 | 44,19 | 80,49
10 55,82 38,49 69,44 84 | o6l,16| 54,80 88,04 | 146 @ 53,15|39,39 | 84,72 235 | 64,27 | 36,10 | 88,14
11 55,64 40,96 | 71,79 | 85 | 64,94 | 35,16 | 84,72 | 147 54,49 | 32,80 | 71,40 | 236 | 56,91 | 30,62 | 73,24
12 54,27 | 38,06 | 81,36 | 86 | 68,01 | 36,03  84,85| 151 | 62,76 | 38,77 | 73,56 | 237 | 67,67 | 40,48 | 73,25
14 48,14 | 39,66 | 7595 | 87 | 56,72 37,55 | 70,70 = 152 | 51,86 | 33,03 | 71,16 | 238 | 56,19 | 41,22 | 77,34
16 | 54,72 1 3539 | 83,08 | 88 | 56,96 | 37,02 | 74,95 | 154 64,61 |43,47 | 90,33 245 | 54,34 26,99 82,18
18 | 57,70 | 38,41 | 76,55 | 91 | 54,40 | 31,24 | 81,61 | 156 | 62,99 | 46,57 | 73,52 247 | 50,26 | 28,67 | 70,00
20 | 56,24 | 51,69 | 75,02 | 92 | 4520 30,34 72,53 | 158 | 59,14 | 31,73 | 73,54 | 285 | 52,06 | 39,15 | 77,73
21 51,39 37,37 | 71,55 | 96 | 49,93 40,62 | 73,32 | 161 | 61,69 | 45,18 | 75,85 | 286 | 52,55 33,35 | 76,02
22 52,74 | 43,23 | 74,43 | 97 | 43,99 34,14 72,94 | 165 | 52,37 |37,94 | 72,04 | 287 | 52,69 | 36,29 | 76,40
23 | 57,41 | 33,89 86,10 | 98 | 52,02 34,96 76,20 166 | 64,18 | 46,53 | 77,23 | 289 | 57,68 | 37,98 | 69,14
30 66,19 31,60 | 87,98 | 99 | 6141|4820 73,22 | 167 | 53,66 | 28,23 | 70,98 302 | 53,94 | 25,14 | 80,12
34 152,42 | 36,26 | 72,15 | 100 | 56,36 | 32,88 | 85,25 | 168 | 47,47 | 24,12 | 76,69 | 307 | 48,24 | 32,64 | 70,06
36 5595 46,41 | 81,96 | 101 | 55,16 | 40,12 | 82,09 | 169 | 52,28 | 34,89 | 77,44 317 | 62,26 | 34,12 | 72,65
39 54,02 | 26,73 | 80,42 | 103 | 57,08 | 35,51 | 89,03 | 170 | 62,56 | 43,30 | 71,25 | 318 | 50,62 | 33,30 | 83,31
40 54,74 | 27,21 | 81,22 | 106 | 53,21 |39,26 | 71,72 | 175 | 65,45 28,85 81,71 | 319 | 5591 | 40,41 | 70,71
42 | 5520 | 30,15 | 81,15 | 107 | 54,97 33,48 77,68 | 177 | 49,89 36,45 | 75,52 | 322 | 57,10 | 45,39 | 73,25
43 | 62,064 | 37,04 | 79,86 | 109 | 56,78 | 34,83 | 76,72 | 178 | 63,50 | 36,98 | 91,12 | 323 | 62,64 | 35,12 | 80,20
45 | 67,54 | 35,76 | 78,73 | 110 | 50,50 | 37,04 | 70,25 | 180 | 60,70 | 27,75 | 84,00 | 324 | 54,56 | 38,43 | 89,55
49 64,61 | 4535 86,35 | 112 | 58,83 | 52,13 | 83,80 | 181 | 58,67 | 38,58 | 78,07 | 325 | 66,85 | 47,12 | 95,67
51 64,10 43,10 | 81,45 | 117 | 50,64 | 38,83 | 77,71 | 183 | 56,40 | 36,64 | 76,12 326 | 55,91 | 44,00 | 86,28
52 5427 3235|7551 | 118 | 52,10 32,07 | 71,72 | 184 | 54,46 | 31,95 | 70,60 328 | 47,88 | 35,50 | 70,73
53 51,92 4491 | 79,60 | 119 | 59,23 | 52,27 | 79,62 | 185 | 58,98 | 40,10 | 77,56 = 329 | 53,37 | 43,59 | 80,10
57 59087 37,77 | 92,29 | 120 | 57,01 | 37,38 | 76,62 | 186 | 67,88 | 45,72 | 87,14 330 | 68,06 48,46 | 78,46
59 15529 45,71 | 82,72 | 121 | 53,18 | 41,66 | 84,74 | 208 | 48,61 | 26,19 | 74,46 331 | 50,98 | 31,39 | 76,30
64 52,77 | 43,20 | 83,58 | 122 | 53,33 | 37,65 | 76,64 | 209 | 57,66 | 42,45 | 78,20 332 | 59,03 | 41,57 | 69,16
65 51,06 | 27,93 | 87,27 | 124 | 46,24 | 29,72 | 77,08 | 211 | 51,38 | 42,85 | 75,50 335 | 55,08 | 35,07 | 71,40
66 | 54,47 | 41,43 79,23 | 125 | 53,12 3498 | 79,16 | 212 | 59,07 | 42,72 | 79,30 | 337 | 53,61 | 38,20 | 74,35
67 53,26 43,45 | 71,89 | 127 | 52,86 | 37,39 | 72,55 | 218 | 60,25 | 37,76 | 70,81 = 366 | 62,79 | 44,11 | 91,95
71 66,68 | 54,08 | 82,97 | 129 | 57,68 | 35,87 | 78,47 | 219 | 54,57 | 33,82 | 76,67 370 | 53,60 | 31,77 | 76,72
73 60,61 | 47,75 | 80,05 | 131 | 68,21 50,50 | 79,10 | 220 | 42,74 | 33,19 | 81,05 377 | 57,86 | 36,89 | 73,26
75 162,79 | 38,47 | 7534 | 132 | 57,17 36,89 | 77,36 | 221 | 58,44 | 33,61 | 77,87 | 379 | 52,46 | 36,64 | 77,02
77 51,70 | 34,06 | 78,35 | 134 | 61,64 | 38,51 | 85,13 | 222 | 63,82 | 51,94 | 85,28 380 | 49,33 | 27,24 | 76,25
78 64,68 | 22,02 | 85,14 | 135 | 57,13 | 34,03 | 81,51 | 224 | 60,96 | 42,94 | 87,60 = 381 | 64,99 | 48,74 | 78,21

79 | 57,12 45,73 | 76,44 | 136 | 59,77 | 29,81 | 87,71 | 226 | 60,74 | 31,61 | 76,30

Region 1: $rednia 56,91, min. 42,74, max. 68,21, SD 5,45; Region 2: §rednia 37,82, min. 22,02, max. 54,80,
SD 6,48; Region 4: §rednia 78,34 min. 69,14, max. 95,67, SD 5,78
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Tab. 26. Wyniki poziomu metylacji DNA w regionach 1, 2 i 4 genu HTT (PM1, PM2, PM4), uzyskane
technika MSRE-qPCR w grupie kontrolnej (n=117). Podano wartosci w %, usrednione dla trzech
oznaczen. Min- warto§¢ minimalna, Max- warto§¢ maksymalna, SD - odchylenie standardowe

Nr PM1 PM2 PM4 Nr PM1 PM2 PM4 Nr PM1 PM2 PM4 Nr @ PM1  PM2 PM4
1 49,57 1 34,23 | 79,00 | 200 | 56,38 | 41,18 | 74,82 | 269 | 48,65 | 38,10 78,80 | 340 59,47 | 27,11 | 80,38
5 51,67 | 23,91 | 85,29 | 201 | 52,87 | 38,20 | 75,77 | 270 | 59,52 | 34,12 | 85,63 | 343 | 61,94 | 48,00 | 80,39
17 57,04 | 44,56 | 73,95 | 202 | 53,36 | 35,22 | 78,76 | 271 | 54,12 | 37,60 68,12 | 344 | 54,32 | 37,23 | 74,73

24 | 50,86 | 33,82 | 73,14 | 203 | 53,15 | 40,83 | 83,66 | 272 | 59,52 | 29,79 | 67,60 = 345 | 55,34 | 42,30 | 81,83

26 | 57,55 140,53 | 69,91 | 204 | 59,71 | 36,57 87,18 | 273 | 55,73 | 25,50 | 81,65 | 347 | 52,76 | 33,23 | 76,59

28 | 50,76 | 34,10 | 74,07 | 207 | 58,71 | 40,47 87,34 | 274 | 61,49 | 46,56 | 75,56 | 348 | 66,33 | 37,02 | 80,92

31 | 53,54 /34,49 | 80,52 210 | 58,37 | 45,66 | 76,58 | 275 | 59,55 | 31,37 | 74,62 | 349 | 55,32 | 41,45 | 73,50

38 | 65,00 | 42,58 | 92,24 | 213 | 6591 | 41,60 | 79,11 | 276 | 46,29 | 26,59 | 76,31 | 351 | 58,65 | 47,22 | 87,16

54 | 56,16 |37,39 | 71,96 | 214 | 57,06 | 47,91 | 85,02 | 277 | 60,62 | 33,63 | 84,57 | 353 | 59,17 | 37,23 | 79,12

55 | 56,16 | 42,18 | 67,60 = 215 | 52,14 | 32,33 | 75,29 | 278 | 66,98 | 44,92 | 76,07 54,47 | 18,99 | 77,71

355
58 | 67,06 |39,12 | 80,77 | 216 | 56,73 | 37,78 | 78,04 | 279 | 55,29 | 49,70 | 77,56 | 360 | 61,69 | 33,23 | 78,35
72 | 60,89 | 46,24 | 83,22 | 230 | 58,29 | 41,17 | 79,18 | 280 | 59,93 | 32,18 | 77,62 | 374 | 52,37 | 24,61 | 78,23
90 | 55,21 | 42,06 | 81,16 = 239 | 53,89 | 39,00 71,72 | 281 | 51,33 | 34,77 | 81,46
93 | 48,64 | 44,58 | 82,47 | 240 | 52,53 | 32,96 | 73,44 | 282 | 59,95 | 38,94 | 71,05
115 | 53,48 | 36,30 | 70,76 | 241 | 68,52 | 32,97 | 75,54 | 283 | 64,24 | 50,74 | 82,94
123 | 53,98 1 43,07 | 81,52 | 242 | 52,35| 37,70 | 82,46 | 284 @ 54,58 | 40,66 | 77,56
130 | 51,31 129,85 | 73,62 243 | 65,00 | 38,47 | 72,03 | 290 @ 61,81 | 47,07 | 88,80
142 | 54,78 | 38,59 | 78,21 | 248 | 53,43 | 47,09 | 81,67 | 291 | 60,43 | 40,23 | 78,38
143 | 52,69 | 36,26 | 68,22 | 249 | 62,47 | 39,63 | 74,73 | 292 | 58,92 | 45,41 | 76,07
148 | 54,81 | 31,11 | 86,44 | 250 | 67,41 | 35,03 81,30 | 293 | 47,12 | 31,06 | 83,05
149 | 56,68 | 37,47 | 72,90 | 251 | 47,04 | 36,57 68,34 | 294 | 65,53 | 45,73 | 82,26
150 | 53,38 | 32,67 | 87,59 | 252 | 54,55 | 34,09 76,96 | 295 | 53,31 | 30,32 | 76,80
162 | 62,28 | 31,78 | 82,69 | 255 | 53,76 | 33,26 | 83,04 | 296 | 64,47 | 46,85 | 79,03
172 | 55,46 | 44,50 | 74,55 | 256 | 56,11 | 28,73 | 87,91 | 297 | 61,18 | 43,51 | 77,85
176 | 58,57 | 38,42 | 75,92 | 257 | 51,51 | 31,73 | 75,33 | 299 | 48,16 | 38,23 | 84,24
188 | 63,32 146,22 | 84,95 | 259 | 59,78 | 41,60 | 78,02 | 300 | 55,40 | 33,22 | 82,74
189 | 54,20 | 48,07 | 76,67 | 260 | 53,85 | 47,57 | 79,60 | 301 | 63,13 | 46,53 | 90,14
190 | 63,13 | 47,76 | 84,80 | 261 | 50,06 | 33,46 78,54 | 306 | 58,97 | 43,56 | 69,92
191 | 61,16 | 3521 | 71,27 | 262 | 60,48 | 34,96 | 85,49 | 308 @ 56,66 | 38,83 | 76,57
193 | 58,98 | 44,78 | 78,11 | 263 | 48,95 | 41,93 | 80,68 | 309 | 59,77 | 46,08 | 77,32
194 | 64,70 | 45,24 | 72,69 | 264 | 51,81 | 34,53 | 81,93 | 310 @ 59,02 | 31,30 | 83,56
196 | 68,06 43,30 88,73 | 265 | 57,31 | 4290 | 92,81 | 311 | 57,72 | 39,77 | 80,66
197 | 53,39 139,47 | 78,772 | 266 | 55,91 | 35,41 76,12 | 312 | 56,61 | 40,25 | 84,71
198 | 55,77 | 41,80 | 62,65 | 267 | 66,13 | 43,27 | 83,77 | 313 | 58,81 | 26,71 | 80,82
199 | 63,78 | 47,83 | 81,10 | 268 | 57,75 | 44,20 | 82,60 | 314 64,06 32,77 | 73,67

Region 1: $rednia 57,25, min. 46,29, max. 68,52, SD 5,09; Region 2: §rednia 38,42, min. 18,98, max. 50,74,
SD 6,35; Region 4: §rednia 78,84 min. 62,65, max. 92,80, SD 5,58
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Tab. 27. Wyniki poziomu metylacji DNA w regionie 3 genu H77T (PM3), uzyskane technika MSRE-qPCR
w grupie pacjentow z HD (n=60) i w grupie kontrolnej (n=50). Podano warto$ci w %, usrednione dla
trzech oznaczen. Min- warto$¢ minimalna, Max- warto§¢ maksymalna, SD - odchylenie standardowe

Grupa badana (n=60) Grupa kontrolna (n=50)
prlzll;ki e pr?liki L prl(;lll).ki 21 prlzll;ki e
8 0,07 112 0,37 5 0,23 272 0,35
14 0,06 117 0,08 90 0,03 273 0,05
16 0,11 118 0,17 93 0,07 275 0,08
20 0,09 119 0,11 130 0,07 276 0,08
21 0,27 121 0,81 148 0,17 279 0,09
34 0,19 122 0,13 191 0,22 280 1,20
36 0,13 124 0,11 193 0,21 295 0,19
40 0,14 125 0,17 194 0,00 296 0,10
49 0,15 129 0,08 197 0,00 297 0,06
51 0,06 136 0,30 198 0,13 300 0,06
52 0,41 137 0,13 201 0,26 306 0,16
53 0,10 140 0,27 202 0,13 308 0,20
57 0,17 141 0,05 203 0,12 310 0,28
59 0,10 154 0,15 214 0,19 311 0,08
64 0,04 156 0,48 240 0,20 313 0,17
66 0,11 161 0,14 241 0,17 340 0,00
67 0,08 168 0,83 243 0,00 344 0,10
71 0,07 169 0,10 248 0,16 345 0,19
73 0,12 170 0,19 252 0,28 347 0,23
77 0,06 180 0,46 255 0,37 348 0,08
78 0,47 183 0,15 256 2,32
79 0,03 186 0,07 257 0,22
81 0,02 221 0,11 259 0,11
82 0,38 222 1,62 260 0,00
85 0,04 224 0,12 261 0.10
86 0,14 229 0,27 262 0,34
91 0,04 235 0,30 263 0,17
107 0,09 324 0,20 268 0,27
109 0,05 326 0,06 269 0,18
110 0,09 330 0,07 271 0,06

Grupa badana: $rednia 0,19, min. 0,02, max. 1,61, SD 0,25;
Grupa kontrolna: §rednia 0,20, min. 0,00, max. 2,32, SD 0,32
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Tab. 28. Podsumowanie wynikéw regresji dla zaleznosci Ln(AOO) od Ln(CAG)a i plci chorego rodzica
w grupie pacjentéw z (CAG), < 50. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne statystycznie

N=318 b SE t p

W. wolny 15,3395 0,6162 24,8942 <0,01
Ln(CAG) -3,0869 0,1634 -18,8926 <0,01

Pte¢ rodzica 0,0115 0,0209 0,5473 0,5845

z HD
Dopasowanie modelu
R? 0,531 F 178,62
R2y 0,528 p <0,01

N - liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspoétczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspodtczynnika regresji; t — wartosé
statystyki t; p — poziom istotnoéci; R? — wspotczynnik determinacji;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F

Tab. 29. Podsumowanie wynikoéw regresji dla zaleznosci Ln(AOO) od Ln(CAG), i wystgpowania choro-
by u rodzica w grupie pacjentow z (CAG), < 50. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne

statystycznie.

N=368 b SE t p

W. wolny 15,1909 0,5623 27,0144 <0,01
Ln(CAG) -3,0202 0,1503 -20,0951 <0,01

Rodzic zHD | -0,0968 0,0281 -3,4502 <0,01

Dopasowanie modelu
R? 0,554 F 226,83
R24; 0,554 P <0,01

N - liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspotczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspoétczynnika regresji; t — wartos¢
statystyki t; p — poziom istotnosci; R? — wspolczynnik determinacii;
R2,4j— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F

Tab. 30. Podsumowanie wynikéw regresji dla zaleznosci Ln(AOO) od Ln(CAG), i wieku zachorowania
rodzica w grupie pacjentdow z (CAG), < 50. Kolorem czerwonym zaznaczono zmienne istotne statysty-
cznie

N=280 b SE t p

W. wolny 10,6327 0,8935 11,9002 <0,01
Ln(CAG)n -2,2157 0,2021 -10,9631 <0,01

Ln(AOO 0,3751 0,0506 7,4080 <0,01

rodzica)
Dopasowanie modelu
R? 0,6152 F 221,44
R2.4j 0,612 p <0,01

N — liczebno$¢ grupy badanej; b — niestandaryzowany wspotczynnik
regresji; SE — blad standardowy wspoétczynnika regresji; t — wartos¢
statystyki t; p — poziom istotnosci; R? — wspolczynnik determinacji;
R2,4— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢ statystyki F
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Tab. 31. Podsumowanie dopasowania modeli regresyjnych, oszacowanych w grupie pacjentéw, u ktorych
okreslono stopien metylacji genu H7T metoda MSRE-qPCR (n=151)

Zalezno$¢ R? R2u4; F p

Ln(AOO) od Ln((CAG)x) i poziomow
metylacji w regionach 1,214 HTT

0,724 0,716 | 95,638 & <0,01

Liczby pkt. w skali TMS od wieku,

Ln((CAG)n) oraz stopnia metylacji 0,180 0,164 | 10,780 | <0,01
DNA w regionie 4 HTT

Liczby pkt. w skali TFC od wieku

. 1 1 18,42 1
i Ln((CAG).) 0,199 0,189 8,428 | <0,0

Liczby pkt. w Skali Funkcjonowania
(SF) od wieku, pici i Ln((CAG)n)

R? — wspolczynnik determinacji; R2aqgj — skorygowany wspotczynnik determinacji; F — warto$¢
statystyki F; p — poziom istotnosci

0241 = 0225 | 15530 @ <0,01

Tab. 32. Oszacowania i istotno$¢ parametréw dla wybranych zaleznosci, okreslonych w grupie pacjentow,
u ktorych okre$lono stopien metylacji genu H7T metoda MSRE-qPCR (n=151). Kolorem czerwonym
zaznaczono zmienne istotne statystycznie

Zalezno$é Zmienna b SE t p

W. wolny 13,9065 0,5354 25,9759 < 0,01

Ln(AOO) od Ln((CAG),) = Ln((CAG)y) 22,7337 0,1431 -19,0997 | <0,01
i poziomow metylacji
w regionach 12 i 4 HTT PM1 0,0012 0,0032 0,3912 0,6962
(PM1, 21 4) PM2 0,0008 0,0024 0,3421 0,7327
PM4 0,0001 0,0027 0,0513 0,9592
W. wolny -499.803 | 112,9947 -4,4232 <0,01
Liczby pkt. w skali TMS
od wicku, Ln((CAG)) Ln((CAG)n) 141,876 27,5263 5,1542 <0,01
i poziomu metylacji Wiek 1,162 0.2253 5.1564 <0,01
w regionie 4 HTT (PM4)
PM4 -0,587 0,3022 -1,9416 0,0541

W. wolny 106,0228 16,6286 6,3759 <0,01
Liczby pkt. w skali TFC

od wicku i Ln((CAG)) Ln((CAG)) | -23,4915 | 4,0422 58116 | <0,01

Wiek -0,1889 0,0333 5,6681 | <0,01

W.wolny | 208,5107 | 29,1923 7,1427 <0,01

Liczby pkt. w skali TFC | [ (CAG),) | -45,9524 7,0971 6,4748 | <0,01
od wieku, plci

i Ln((CAG),) Ple¢ 1,4665 0,9246 1,5861 0,1149

Wiek -0,3654 0,0588 -6,2177 <0,01

b — niestandaryzowany wspolczynnik regresji; SE — btad standardowy wspoétczynnika regres;ji; t — warto$¢
statystyki t; p — poziom istotnos$ci
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Tab. 33. Podsumowanie dopasowania modeli regresyjnych, oszacowanych w grupie pacjentéow z (CAG)a
<50, u ktorych okreslono stopien metylacji genu H7T metodg MSRE-qPCR (n=137)

Zalezno$¢ R? R244j F p

Ln(AOO) od Ln((CAG).) i poziomow
metylacji w regionach 1,214 HTT 0,573 0,560 44,29 <001
Ln(AOO) od Ln((CAG).) i pozi

n(AOO) od Ln((CAG).) i poziomu 0,572 0,566 = 89,65 = <0,01
metylacji w regionie 1 HTT
Liczby pkt. w skali TMS od wieku,
Ln((CAG)n) oraz stopnia metylacji DNA | 0,198 0,180 10,97 <0,01
w regionie 4 HTT
Liczby pkt. w skali TFC od wieku
i Ln((CAG)») 0,176 0,164 14,32 <0,01
Liczby pkt. w Skali Funkcjonowania 0.210 0.192 11,76 <001

(SF) od wieku, pici i Ln((CAG)n)

R? — wspolczynnik determinacji; R2%agj— skorygowany wspotczynnik determinacji; F — wartos¢
statystyki F; p — poziom istotnosci

Tab. 34. Oszacowania i istotno$¢ parametrow dla wybranych zalezno$ci, okre§lonych w grupie pacjentow
z (CAG)n < 50, u ktorych okreslono stopien metylacji genu H7T metoda MSRE-qPCR (n=137). Kolorem
czerwonym zaznaczono zmienne istotne statystycznie

Zaleznos$¢ Zmienna b SE t p
W. wolny 15,2278 0,9031 16,8609 = <0,01
Ln(AOO) od Ln((CAG)) | Ln((CAG),) = -3,1040 0,2404 12,9109 | <0,01
i poziomoéw metylacji
W regionach 121 4 HTT PM1 0,0031 0,0032 0,9535 0,3421
(PM1, 21 4) PM2 0,0011 0,0024 0,4601 0,6462
PM4 -0,0003 0,0028 -0,1216 | 0,9034
Ln(AOO) od Ln((CAG)n) W. wolny 15,2527 0,8588 17,7615 <0,01
1 poziomu metylacji Ln((CAG),) | -3,1123 0,2366 13,1535 | <0,01
w regionie 1 HTT (PM1) PMI1 0,0034 0,0027 12847  0,2011
Liczby pkt. w skali TMS W. wolny 859,900  182,5245 -4,7112 <0,01
od wieku, Ln((CAG)») Ln((CAG)) | 232,727 45,4541 5,1201 <0,01
1 poziomu metylacji Wiek 1,381 0,2593 5,3276 <0,01
ionie 4 HTT (PM4
W regionte (PM4) PM4 20,485 0,3156 11,5379 0,1265
W. wolny 127,6575 = 27,3116 4,6741 <0,01
Liczby pkt. w skali TFC
od wicku i Ln(CAG)y) Ln((CAG).) | -28,9745 6,8379 42373 <0,01
Wiek -0,2087 0,0390 -5,3491 <0,01
W. wolny 2459717 | 47,8405 5,1415 <0,01
Liczby pkt. w skali TFC | |\ (cAG)) | -55.4220 | 11,9794 | -46265 | <0,01
od wieku, plci ;
i Ln((CAG)n) Ple¢ 1,5796 0,9611 1,6435 0,1026
Wiek -0,4022 0,0687 -5,8548 | <0,01

b — niestandaryzowany wspotczynnik regresji; SE — blad standardowy wspolczynnika regresji; t — wartos$¢
statystyki t; p — poziom istotnos$ci
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