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Uzasadnienie, cele i projekt badania

Choroba Alzheimera (AD) to postepujaca choroba neurodegeneracyjna charakteryzujaca si¢ gwattownym
pogorszeniem funkcji poznawczych. Gtownymi markerami patologicznymi w AD sa ztogi B-amyloidu (AP) i
neurofibrylarne splatki tau (NFT). Pomimo szeroko zakrojonych badan, AD jest klasyfikowana gléwnie jako
idiopatyczna o niejasnej przyczynie i nieznanej genetyce. Genetyczne podtoze rodzinnej AD (FAD) jest
znane w pojedynczych genach dla 1% wszystkich przypadkow AD. Natomiast wielogenowe podioze zostato
opisane jako czynniki ryzyka dla sporadycznej postaci AD (SAD), dla 30% przypadkéw SAD. Pozostate
przypadki pozostajg idiopatyczne. Dotychczasowe badania wskazywaly gtéwnie na patologiczne
przetwarzanie amyloidu, jako gléownego objawu FAD i SAD, co doprowadzito do rozwoju tak
ukierunkowanych terapii. Po licznych udoskonaleniach opisano ostatnio, ze leki te wykazuja poprawe
funkcji poznawczych, ale moga by¢ obarczone sa powiktaniami, takimi jak mikrokrwawienia czy obrzeki
mozgu. Z kolei catkowita eliminacja amyloidu moze kolidowac z jego fizjologicznym dzialaniem
ochronnym. Terapie te sa ponadto wycelowane jedynie w faze juz objawowa choroby, gdy utrata neurondéw
jest nicodwracalna. Podsumowujac, istniejace terapie (gtdwnie amyloidowe) sa niewystarczajace, aby
catkowicie zahamowac¢ postep choroby i lawinowy wzrost zachorowan. Brakuje lepszych metod leczenia /
wykrywania zwlaszcza wczesnego etapu idiopatycznej, wciaz 1 przewazajacej liczebnie, postaci.

Tymczasem, oprocz amyloidu, w chorobie Alzheimera zaburzonych jest wiele innych proceséw, takich jak
plastycznos¢ mézgu, odpowiedz neuroimmunologiczna i/lub reakcja na stres oksydacyjny. Rodzi to pytanie
o zalezno$¢ miedzy domniemang genetyka AD a wymienionymi procesami. Zwigzek ten mozna znalez¢ w
wplywie réznego typu zmian epigenetycznych, ktére wciaz sa bardzo stabo rozpoznane we wczesnej fazie
idiopatycznej choroby Alzheimera. Ponadto, badania epigenetyczne w chorobie Alzheimera obejmowaty
dotychczas materiaty takie jak posmiertna tkanka mézgowa, ptyn moézgowo-rdzeniowy, krew, modele
zwierzece oraz modele komorkowe, takie jak neurony pochodzace z indukowanych pluripotentnych
komorek macierzystych (iPSC). W zwiazku z tym badania te majg ograniczenia, takie jak okoto/po-§miertna
faza choroby, nieneuronalny lub zwierzgey charakter oraz, przynajmniej cz¢§ciowo, wymazanie pamieci
epigenetycznej (jak w przypadku neuronéw pochodzacych z iPSC). Obiecujgca alternatywa jest model
ludzkich neuronow indukowanych bezposrednio z fibroblastow (tzw. iNeurony) pozyskanych od pacjentow
we wczesnych stadiach choroby. iNeurony zachowuja cechy zwigzane z wiekiem bez resetowania zagara
biologicznego, co zaobserwowano w przypadku iPSC-neurondw. Na tej podstawie, iNeurony wydaja si¢ by¢
najodpowiedniejszym modelem do badania epigenetyki idiopatycznej wczesnej fazie choroby Alzheimera.

Celem tego projektu jest zatem identyfikacja zmian epigenetycznych, potencjalnie inicjujacych rozwoj
choroby Alzheimera. W szczego6lnosci projekt bedzie oceniat zmiany takie jak metylacje DNA i modyfikacje
histonow, a takze regulujace je RNA, wykorzystujac model iNeuronow. Porownamy zmiany epigenetyczne
w iNeuronach i fibroblastach (materiat zrodtowy), korelujac je ze profilem DNA i RNA. Linie komdrkowe
beda pochodzi¢ z czterech grup: 1) okoloobjawowej/wczesnej SAD, 2) tagodnych zaburzen poznawczych
(MCI) w kierunku SAD, 3) objawowej FAD z mutacjami monogenowymi (jako kontrola negatywna) oraz 4)
zdrowych 0s6b kontrolnych. Ten model badawczy zapewni optymalny wglad w mechanizmy epigenetyczne
przyczyniajace si¢ do wczesnego stadium neurodegeneracji w idiopatycznej chorobie Alzheimera.

Metodologia

Zebrane i ustalone linie fibroblastow ze wskazanych grup zostang indukowane neurogennymi czynnikami
transkrypcyjnymi (Ascll, Brn2) dostarczanymi do komorek fibrblastow jako mRNA w kompleksach
lipidowych. Powstate linie iNeuronéw zostang poddane glebokiemu sekwencjonowaniu nowej generacji w
celu oceny zmian epigenomu, genomu, i transkryptomu. Nast¢pnie przeprowadzona zostanie zintegrowana
analiza bioinformatyczna otrzymanych danych. Statystycznie istotne wyniki epigenetyczne zostang
dodatkowo zweryfikowane w DNA grup okoto/po-$miertnych SAD i zdrowych stulatkow bez demencji. Na
koniec wybrane procesy i szlaki epigenetyczne zostang sprawdzone funkcjonalnie przy uzyciu odpowiednich
technik biologii molekularnej, biochemii i inzynierii genetycznej w iNeuronach.

Oczekiwany wplyw

Spodziewanym efektem tego projektu jest pogtebienie naszej wiedzy na temat wplywu zmian
epigenetycznych na idiopatyczng chorobe Alzheimera, oferujac potencjalne nowe cele terapeutyczne i
markery diagnostyczne.



