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1 Wstep

1.1 Wprowadzenie

Reakcja alergiczna typu natychmiastowego jest zalezna od obecnosci
specyficznych przeciwciat klasy IgE. Przeciwciata te, zwane dawniej
reaginami, obecne sa na powierzchni komoérek tucznych, gdzie sa silnie
zwiazane z receptorem IgE o wysokim powinowactwie (FceRI). Spinanie
tak umiejscowionych czasteczek IgE przez alergen wywoluje degranulacje
mastocytow 1 uwalnianie miejscowych mediatoréw, takich jak histamina
czy leukotrieny, wywotujacych objawy alergiczne. Na Rycinie 1 pokazano

rolg FceRI w rozwoju reakcji nadwrazliwosci typu 1.

1.2 Receptory IgE

Znane sa dwa rodzaje receptorow dla IgE: receptor o wysokim

powinowactwie (FceRI) oraz receptor o niskim powinowactwie (FceRII).

1.2.1 Receptor IgE o niskim powinowactwie (FceRII)

Receptor IgE o niskim powinowactwie (FceRIl) jest ztozonym z jednego
tancucha (321 aminokwaséw) biatkiem btonowym typu II o masie 45 kDa,
ktérego ekspresj¢ stwierdza si¢ na powierzchni limfocytéow T i B,
monocytéow, makrofagéw, keratynocytéw, ptytek krwi, komorek
dendrytycznych, limfocytéw NK i granulocytéw zasadochtonnych [1-7].

Interakcje FceRII z IgE i CD21 odgrywaja istotng rol¢ w regulacji st¢zenia
IgE oraz aktywacji 1 r6znicowania limfocytow B. Co ciekawe FceRII
bierze udziat zaréwno w zwigkszaniu jak i zmniejszaniu wytwarzania IgE i

stanowi ,,dwukierunkowy przetacznik” homeostazy IgE. Ponadto FceRII



pelni wiele innych funkcji modulujacych odpowiedz immunologiczna,
takich jak: prezentacja antygenu, aktywacja i r6znicowanie limfocytow T,

dziatania prozapalne [1-7].
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Rycina 1. Rola receptora IgE o wysokim powinowactwie (FceRI) w

rozwoju reakcji nadwrazliwosci typu L.



1.2.2 Receptor IgE o wysokim powinowactwie (FceRI)

1.2.2.1 Ekspresja FceRI

Poczatkowo uwazano, ze ekspresja ludzkiego FceRI ograniczona jest do
komoérek tucznych i granulocytow zasadochtonnych. W toku dalszych
badan okazalo sig¢, ze wystepuje on takze na powierzchni komdrek
Langerhansa, monocytéw, komorek dendrytycznych. Przedmiotem
kontrowersji 1 trwajacych dyskusji jest ekspresja FceRI na powierzchni
ludzkich granulocytéw kwasochtonnych, granulocytéw oboje¢tnochtonnych
1 plytek krwi [8-16]. Ekspresja FceRI u gryzoni ograniczona jest do

mastocytéw, bazofilii oraz komérek nie-B, nie-T [9].

1.2.2.2 Budowa FceRI

U gryzoni czasteczka FceRI sklada si¢ obligatoryjnie z 4 podjednostek: 1
podjednostki a, 1 podjednostki B i 2 podjednostek y (heterotetramer af}y,).
U ludzi sytuacja jest bardziej skomplikowana. FceRI wystepujacy na
mastocytach i bazofilach ma podobnie jak u gryzoni budowe
heterotetrameryczna, o tym samym sktadzie podjednostek (afy,). Jak si¢
natomiast wydaje, FceRI wystgpujacy na powierzchni monocytow,
komérek dendrytycznych i1 komoérek Langerhansa pozbawiony jest
podjednostki B i ma mniej stabilng strukturg heterotrimeryczna, obejmujaca
I tancuch o oraz 2 polaczone ze soba mostkami dwusiarczkowymi
tancuchy vy (ay,) [8,9,15,17-20]. Pogladowy schemat budowy FceRI

przedstawiono na Rycinie 2.
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Ryc. 2. Schemat receptora dla IgE o wysokiin powinowactwie.
W niebieskiej ramce czes¢ wigzaca antygen.
W ramce fioletowej czes¢ odpowiedzialna za transdukcje sygnahu.

1.2.2.2.1 Podjednostka a (FceRIa)

Nalezacy do nadrodziny immunoglobulin tancuch o receptora IgE o
wysokim  powinowactwie  (FceRla) sktada si¢ z  dwoch
zewnatrzkomorkowych domen immunoglobulinopodobnych (D; i1 D),
hydrofobowego regionu przezbtonowego oraz krétkiego, obdarzonego
dodatnim tadunkiem tafcucha cytoplazmatycznego (Rycina 2). Masa
czasteczkowa polipeptydu FceRla wynosi 33 kDa, a uwzgledniajac reszty
cukrowe — 45 kDa (podjednostka a jest bogato glikozylowana) [3,9,21-23].
FceRla stanowi czg$¢ receptora bezposrednio odpowiedzialng za wigzanie

fragmentu Fc czasteczki IgE, ktére to odbywa si¢ poprzez dwie ulozone



przeciwrownolegle domeny immunoglobulinopodobne D; 1 D,. Stanowia
one jedyna czes¢ FceRI nie majaca bezposredniego kontaktu z btona
komérkowa lub wnetrzem komorki [9,24-26].

1.2.2.2.2 Podjednostka B (FceRIP) i podjednostka y (FceRlIy)

Podjednostka B receptora IgE o wysokim powinowactwie (FceRIP) sktada
si¢ z czterech domen przezbtonowych oddzielajacych N- i C-koncowy
tancuch wewnatrzkomérkowy. Podjednostka y (FceRly) jest zbudowana z
czesci przezbtonowej 1 fancucha cytoplazmatycznego (Rycina 2).

Zarowno FceRIB, jak 1 FceRly posiadaja w swojej czgsci
cytoplazmatycznej konserwatywne motywy ITAM (biatkowa domena
aktywujaca si¢ pod wptywem kinazy tyrozynowej), poprzez ktére wchodza
w interakcje z bialkami sygnalowymi. W przeciwienstwie do FceRly,
motywy ITAM nalezace do FceRIP nie uczestnicza w samym procesie
generowania przekazywanego sygnalu, ale stanowia element go

wzmacniajacy (3—-5-krotnie) [3,5,27-33].

1.2.2.3 Sygnalizacja przez FceRI

Czasteczka IgE wiaze si¢ z FceRI w stosunku 1:1 tworzac kompleksy IgE-
FceRI [9,19,22,25,34,35]. Zwiazanie alergenu poliwalentnego do kilku
czasteczek IgE nalezacych do takich komplekséw zlokalizowanych na
powierzchni mastocytow lub bazofilii uruchamia kaskade¢ sygnatowa. W
skrécie, nastgpuje agregacja podjednostek receptora i fosforylacja
cytoplazmatycznych motywow ITAM przez kinazy zwiazane z receptorem
(Lyn, Syk). Aktywacji ulegaja zwigzane z wewngtrzng powierzchnia blony
komoérkowej kompleksy Gab2 i LAT, co z kolei prowadzi do aktywacji
kinazy PI3K i fosfolipaz PLCy1 i PLCy2. Dochodzi do pobudzenia kinazy



PKC 1 zwigkszenia wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca™, co doprowadza
ostatecznie do degranulacji komoérki tucznej lub  granulocyta

zasadochtonnego [3,9,34-42].

1.2.2.4 Funkcje biologiczne FceRI

1.2.2.4.1 Odporno$¢ przeciwpasozytnicza

W zwiazku z dowiedzionym znaczeniem IgE w odpornosci
przeciwpasozytniczej, prowadzono takze badania nad mozliwa rola FceRI
w tym procesie. Wykazano brak roli FceRI w odporno$ci immunologicznej
przeciwko zakazeniu Schistosoma masoni. Udowodniono jednak, ze w
przypadku tego zakazenia FceRI kontroluje procesy patologiczne
wywolane przez pasozyta w organizmie zywiciela, takie jak tworzenie
ziarniniakéw i widknienie w watrobie. FceRI moze takze odgrywac rolg w
IgE-zaleznych mechanizmach odpornosci przeciwko zakazeniu kleszczem

Haemophysalis longicornis [9,43,44].

1.2.2.4.2 Alergia IgE zalezna (typ I nadwrazliwosci)

FceRI odgrywa kluczowa role w posredniczeniu IgE-zaleznej aktywacji
komorek tucznych i granulocytéw zasadochtonnych. Spinanie kompleksow
IgE-FceRI zlokalizowanych na powierzchni mastocytow 1 bazofilii
prowadzi do uruchomienia kaskady sygnatowej w tych komorkach,
prowadzacej ostatecznie do ich degranulacji i uwalniania mediatoréw
reakcji alergicznej, takich jak histamina czy leukotrieny. W konsekwencji
wywotluje to objawy nadwrazliwosci typu I, lezacej u podtoza wielu choréb

alergicznych. Nie istnieja alternatywne w stosunku do FceRI mechanizmy



posredniczenia reakcji alergicznej typu natychmiastowego

[3,8,9,21,22,25,31,34].

1.2.2.4.3 Prezentacja antygenu

Wystepujaca u ludzi na powierzchni monocytéw, komérek dendrtycznych i
komorek Langerhansa forma trimeryczna FceRI (ay,) posiada zdolnos¢
prezentacji antygenu. Proces ten odgrywa rol¢ w pobudzaniu limfocytéw T
i uruchamianiu pierwotnej, jak i FceRI-zaleznej, wtérnej odpowiedzi
komorkowej. Najprawdopodobniej tak pobudzone limfocyty T stymuluja
wytwarzanie swoistej IgE oraz posrednicza w reakcjach nadwrazliwosci

typu p6znego w tkankach eksponowanych na alergen [9,13-15,45].

1.2.2.5 Budowa genéw dla podjednostek FceRI, kontrola ich ekspresji

genetycznej i zagadnienia ich zmienno$ci genetycznej

1.2.2.5.1 Budowa genéw dla podjednostek FceRI 1 kontrola ich ekspresji

genetycznej

Kazda z trzech podjednostek FceRI kodowana jest przez odrgbny gen.

1.2.2.5.1.1 Gen kodujacy FceRla (FCERIA)

Gen FCERIA zlokalizowany jest na chromosomie 1q23. Chociaz
sekwencj¢ kodujaca FCERIA ustality dwie niezalezne grupy juz w roku
1988, to przez dlugi czas szczegély jego budowy oraz regulacji
pozostawaty nieznane [46—48]. Poczatkowo uwazano, ze w sktad FCERIA
wchodzi pig¢ eksonéw (1-5) i jeden region kontrolny, zajmujace tacznie

obszar okoto 6 kpz [46—49]. W toku dalszych badan prowadzonych przez



Nishiyamg 1 wsp. wykryto dwa dodatkowe eksony oraz nowy region
regulatorowy [50-52]. Eksony te nazwano ,,1A” 1 ,,2A”. Znajduja si¢ one w
odleglosci okoto 18,4 i1 12,6 kpz przed eksonem 1. Ekson 1A liczy 335 pz,
natomiast ekson 2A jest znacznie krotszy 1 obejmuje jedynie 38 pz. Eksony
te nie zawieraja sekwencji kodujacych [50-52]. Od strony 5’ eksonu 1A
zlokalizowano obecnos¢ dodatkowego regionu regulatorowego nazwanego
,promotorem dystalnym” [50-52]. Dla odrdznienia pierwotnie odkryty,
gléwny region promotorowy sasiadujacy z eksonem 1 okreslono jako
,,promotor proksymalny” [50-52]. Na Rycinie 3 przedstawiono schemat
budowy genu FCERIA.

Ekspresja FCERIA podlega kontroli obu wymienionych regionéw
regulatorowych [50-57]. Promotor proksymalny odpowiada za ekspresj¢
konstytutywna, a mechanizmy jego regulacji sa bardzo zblizone u ludzi i u
myszy. Aktywuja go czynniki transkrypcyjne GATA-1 1 PU.1 (swoiste dla
komoérek hematopoetycznych) oraz YY1 (wystgpujacy w licznych typach
komorek 1 posiadajacy wiele réznych funkcji), natomiast czynnik Elf-1
(nalezacy wraz z PU.1 do rodziny Ets) wywiera dzialanie represyjne [52—
57]. Transkrypcja poprzez promotor dystalny ma charakter indukowany,
regulowany u ludzi przez interleuking-4, cho¢ jak dotad nie jest znany
posredniczacy w tym hipotetyczny aktywator promotora dystalnego. Znane
s natomiast supresory promotora dystalnego. Sa to: PU.1, YY1 1 Elf-1
[50-52].
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Ryc. 3. Schemat genu lanicucha ¢ receptora o wysokim powinowactwie dla IgE.
W postaci ponumerowanych prostokatéow przedstawiono eksony.

1.2.2.5.1.2 Gen kodujacy FceRIB (FCERIB)

Gen kodujacy FceRIPB lokalizuje si¢ na chromosomie 11q13. Ma dlugos¢
okoto 7 kpz 1 zawiera 7 eksondéw. Jego regulacja ma odmienny charakter u
ludzi 1 gryzoni, zwiazany prawdopodobnie z odmienna dystrybucja
tkankowa FceRIB. W mastocytach myszy transkrypcja genu podlega
swoistej aktywacji przez czynnik GATA-1, posiadajacy cztery miejsca
wigzania w regionie promotorowym. U ludzi, promotor FCERIB jest
aktywowany przez czynnik transkrypcyjny Oct-1 (wystgpujacy
powszechnie w réznych typach komérek) wiazacy si¢ do bogatej w pary
AT sekwencji w regionie 5’UT, natomiast wiazacy si¢ w obrebie sekwencji
intronowej pomigdzy eksonami 3 i 4 czynnik MZF wywiera dzialanie

supresyjne [8,52,57-62].



1.2.2.5.1.3 Gen kodujacy FceRly (FCERIG)

Gen kodujacy FceRly (FCERIG) zlokalizowany jest na chromosomie
1g23. Obejmuje 4 kpz i zawiera pig¢ eksonoéw [8,63].

1.2.2.5.2 Zagadnienia zmiennosci genéw kodujacych FceRI

1.2.2.5.2.1 Zmiennos¢ genetyczna FCERIA

Dotychczas opublikowano jedynie trzy badania dotyczace zmiennoS$ci
genetyczne] FCERIA [64—-66]. Shikanai 1 wsp. [64] przeprowadzili badanie
przesiewowe w rejonach eksonéw 1-5 1 promotora proksymalnego w
grupie chorych na astmg. W obrgbie promotora proksymalnego wykazali
obecno$¢ trzech mutacji: dwéch wzglednie rzadkich (=770 A>C, —664
G>A) 1 jednej czgstej [-335 T>C (okreslanej w tej pracy jako —344 C>T;
Rozdziat 4.1.1.1)] [64]. Nastgpnie okreslili czgstoS¢ wykrytych
polimorfizméw w grupie chorych na astm¢ i zdrowej grupie kontrolnej
obywateli USA pochodzenia europejskiego oraz w analogicznych grupach
Afro-Amerykanéw. Nie wykazali réznic w czgstosciach allelicznych
odkrytych polimorfizméw pomig¢dzy grupami chorych na astme¢ i grupami
kontrolnymi [64]. Stwierdzili natomiast czgstsze wystgpowanie homozygot
—344 CC w grupie chorych na astm¢ z mniejszymi caltkowitymi st¢zeniami
IgE w surowicy [64].

Réwniez w zakresie regionu promotora proksymalnego, Hasegawa i wsp.
[65] wykryli obecnos$¢ polimorfizmu —66 T>C (okreslanego w tej pracy
jako -95 T>C; Rozdzial 4.1.1.1). Zaobserwowali rzadsze niz u o0s6b
zdrowych wystgpowanie allelu -95 C w grupie chorych na atopowe

zapalenie skéry w populacji japonskiej [65]. W przeprowadzonych
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badaniach czynnosciowych polimorfizmu -95 T>C wykazali wyzsza
aktywno$¢ promotora proksymalnego w przypadku obecnosci allelu T, co
wiaze si¢ najprawdopodobniej z wystgpowaniem dodatkowego miejsca
wigzania czynnika transkrypcyjnego GATA-1 [65].

W trzecim opublikowanym badaniu nad zmiennoscia genetyczna FCERIA,
Bae i wsp. [66] badali znaczenie obu odkrytych wczesniej polimorfizméw
(=344 C>T 195 T>C) w etiologii przewlektej pokrzywki idiopatycznej z i
bez nadwrazliwos$ci na aspiryng. Stwierdzili czgstsze wystgpowanie allelu —
344 T w grupie chorych na przewlekla pokrzywke¢ idiopatyczng z
nadwrazliwoscia na kwas acetylosalicylowy niz w grupie chorych bez
nadwrazliwos$ci na aspiryng i zdrowej grupie kontrolnej [66]. Allel -95 C
wystgpowatl czeSciej u chorych na przewlekla pokrzywke z
nadwrazliwoscia na aspiryn¢ niz u chorych bez nadwrazliwosci na
aspiryng. Nie stwierdzono natomiast rdéznic czgstosci allelicznych
polimorfizmu -95 T>C pomigdzy chorymi na pokrzywke z
nadwrazliwoscia na aspiryn¢ i zdrowa grupa kontrolng [66]. Promotor
proksymalny zawierajacy allel —344 T charakteryzowal si¢ wieksza
aktywno$cia transkrypcyjna [66].

Znane sa zetem jak dotad cztery polimorfizmy genu FCERIA [8,64—66].

1.2.2.5.2.2 Zmiennos¢ genetyczna FCERIB

W przeciwienstwie do genu FCERIA, wiele uwagi po§wigcono natomiast
roli zmiennosci genu FCERIB w etiologii chordéb alergicznych [8,67-70].
Historia tych badah rozpoczgta si¢ od wykrycia sprzgzenia pomigdzy
wystgpowaniem atopii i chromosomem 11ql3 [71,72] i stwierdzenia
sprzgzenia pomig¢dzy znajdujacym si¢ w tej lokalizacji chromosomowej
genem FCERIB i atopia [73,74]. Od tego czasu powstaty liczne prace

dotyczace roli zmiennosci genetycznej FCERIB w etiologii i patogenezie
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choréb alergicznych [8,62, 6670, 75-94]. Jak na razie poznano 38
wariantow polimorficznych genu FCERIB [8]. Polimorfizmy FCERIB
wiazano z atopia [75,77,83,87], catkowitymi stezeniami IgE w surowicy
[78,84], astma [76,79,82,88,89,93,94], nadreaktywnoscia oskrzeli [77,83],
alergicznym niezytem nosa [86], atopowym zapaleniem skory [80] i1

nadwrazliwoscia na aspiryng [94].

1.2.2.5.2.3 Zmiennos¢ genetyczna FCERIG

Istnieje tylko jedno opublikowane badanie dotyczace zmiennosci
genetyczne] FCERIG [8,63]. Poszukiwano w nim polimorfizméw
FCERIG w populacjach chorych na tocznia rumieniowatego uktadowego 1
w zdrowej grupie kontrolnej. Stwierdzono, ze gen FCERIG jest bardzo
konserwatywny pod wzgledem sekwencji i znaleziono tylko jedna jego

mutacje, obecna w postaci heterozygotycznej u jednego z badanych [8,63].

1.2.2.6 Regulacja FceRI

Regulacje ekspresji gendéw poszczegllnych podjednostek omdwiono
powyzej.

Jak si¢ wydaje, wazna role¢ w regulacji ekspresji FceRI na powierzchni
komoérek odgrywa podjednostka B. Przytaczanie si¢ FceRIp wraz z FceRlIy
do tancuchéw o na terenie siateczki s$rddplazmatycznej zapobiega ich
degradacji, a umozliwia dojrzewanie (poprzez glikozylacj¢ w aparacie
Golgiego) i wedrowke biatka FceRla na powierzchnig¢ btony komérkowe;.
Ostatnio wykryto powstajacy na drodze alternatywnego splicingu wariant
Br podjednostki B. W przeciwienstwie do klasycznej formy FceRIP, wariant
Br zapobiega powierzchniowej ekspresji tancucha o (a przez to calego

FceRI) poprzez blokowanie jego dojrzewania [3,8,60].
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Waznym elementem regulacji ekspresji FceRI jest jego interakcja z IgE.
Wykazano, ze wiazanie IgE z receptorami zlokalizowanymi na
powierzchni komdrek zapobiega ich degradacji. Uwaza sig, Ze samo
przyltaczanie si¢ IgE do FceRI wyzwala sygnalizacj¢ do wngtrza komorki,
podobng, ale o duzo mniejszym nasileniu niz w przypadku tej
wywoltywanej spinaniem komplekséw IgE-FceRI przez alergeny
poliwalentne. Sygnaty te zapobiegaja degradacji FceRI, zwigkszajac tym
samym ich ekspresj¢ [3,95,96].

Niedawno wykazano réwniez zdolno$¢ TGF-B1 do zmniejszania ekspresji

FceRI 1 supresji czynnosci mastocytow [97].

1.3 Astma

Astma jest wieloczynnikowq zapalng chorobg dolnych drég oddechowych,
w ktorej na predyspozycje genetyczne nakladaja si¢ wptywy srodowiskowe
[8,67-70,98-101]. Przewlekle =zapalenie, obrzgk btony Sluzowej,
nadprodukcja $luzu, nadreaktywno$¢ i napady skurczu migsni gladkich
oskrzeli sa zrédtem objawdw takich jak $wisty, kaszel, uczucie ucisku w
klatce piersiowej 1 dusznos¢. Przewleklty charakter choroby moze
prowadzi¢ do bliznowacenia zmienionych zapalnie oskrzeli, bedacego
przyczyna trwalego i1 nieodwracalnego ich uszkodzenia i1 ograniczenia
przeplywu powietrza [8,98—101]. Astmg¢ mozemy podzieli¢ na astm¢
atopowa (wewnatrzpochodna) i nieatopowa (zewnatrzpochodng) [98-101].
W astmie atopowej proces zapalny zapoczatkowany jest przez reakcje
alergenu wziewnego (roztocza kurzu domowego, pytki traw, siers¢
zwierzat, itd.) ze swoistymi IgE zakotwiczonymi na FceRI granulocytéw
zasadochtonnych i komoérek tucznych. Reakcja alergenu ze swoista IgE
prowadzi to do uwalniania z tych komérek mediatoréw reakcji alergiczne;j

(takich jak histamina), wyzwalajacych typowe objawy astmy. Posta¢ ta
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charakteryzuje si¢ poczatkiem objawdéw w dziecinstwie i mtodym wieku
(najczescie)), obecnoscia wspottowarzyszacych innych choréb atopowych
(atopowe zapalenie skory, katar sienny), tendencja do rodzinnego
wystgpowania, zaostrzeniami po ekspozycji na alergen, dodatnimi
wynikami punktowych testow skornych ze swoistymi alergenami, jak
rOwniez obecno$cia w surowicy krwi alergenowo swoistych IgE [8,98—
106].

W wyniku nawracajacych infekcji w przebiegu astmy nieatopowe;j
dochodzi do rozwoju przewlektego zapalenia w drogach oddechowych,
zniszczenia nabtonka oskrzeli 1 uwolnienia mediatoréw, podobnie jak w
astmie atopowej. Astma nieatopowa rozpoczyna si¢ zwykle po 30. roku
zycia 1 ma najczesciej przebieg przewlekly 1 postgpujacy. Astma atopowa
moze po pewnym czasie upodabniac si¢ do astmy nieatopowej [98—101].
Szczegblne postacie astmy stanowia astma aspirynowa (Rozdziat 1.6.1) i

astma zawodowa.

1.4 Przewlekla pokrzywka idiopatyczna

Przewlekla pokrzywke idiopatyczna definiuje si¢ jako codzienne (lub
prawie codzienne) przez co najmniej 6 tyg. wystgpowanie na skérze zmian
o charakterze krotkotrwatych (<24 godz.) swedzacych babli, po
wykluczeniu mozliwych fizycznych przyczyn ich powstawania [107-109].
Gtéwna role w patogenezie choroby odgrywa degranulacja mastocytéw
skory 1 uwalnianie histaminy i1 innych mediatoréw naczynioruchowych
wywotujacych objawy kliniczne. Co ciekawe, u wigkszosci chorych nie
udaje si¢ zidentyfikowaé swoistych alergenéw i IgE odpowiedzialnych za
aktywacje kompleksow IgE-FceRI zlokalizowanych na powierzchni

mastocytow [107-109].
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1.5 Przewlekly alergiczny niezyt nosa

Alergiczny niezyt nosa definiuje si¢ jako objawowe zaburzenie czynnos$ci
nosa wywolane posredniczonym przez IgE zapaleniem, rozwijajacym si¢
wskutek ekspozycji btony sluzowej nosa na alergen [110-115]. Do
objawéw alergicznego zapalenia nosa naleza wodnisty wyciek z nosa,
katar, kichanie, swedzenie 1 uposledzenie droznosci nosa. Przewlektym
alergicznym niezytem nosa okresla si¢ wystgpowanie objawdéw przez
ponad 4 dni tygodnia, przez ponad 4 tygodnie w ciagu roku
[110,111,113,115].

1.6 Nadwrazliwos¢ na aspiryng

Aspiryna i inne niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) moga
wywoltywac reakcje anafilaktoidalne, przejawiajace si¢ nadprodukcja
leukotriendw cysteinylowych. Objawy kliniczne takich reakcji wywotane
sa zahamowaniem aktywnosci cyklooksygenazy-1 (COX-1), przy
jednoczesnej dobrej tolerancji wybiérczych inhibitoréw cyklooksygenazy-2
(COX-2). Objawy nadwrazliwosci na aspiryn¢ moga lokalizowac si¢ w
ptucach i oskrzelach (astma), przewodzie pokarmowym, gérnych drogach
oddechowych (polipy mnosa) 1 skorze (pokrzywka). Komodrkami
krytycznymi dla tych niepozadanych reakcji sa w ptucach eozynofile i

mastocyty, natomiast w skérze przypuszczalnie tylko mastocyty [116-118].

1.6.1 Astma aspirynowa

Astma aspirynowa jest szczegdlnga postacia astmy, dotyczaca okoto 10%
chorych na astme atopowa i nieatopowa. Jej wystapienie poprzedzone jest

czgsto utrzymujacym si¢ wiele lat wodnistym katarem i obecno$cia
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polipéw nosa. Czynnikiem spustowym rozpoczynajacym astme aspirynowa
jest przyjecie kwasu acetylosalicylowego lub innego NLPZ. Od tego
momentu kazda préba spozycia NLPZ wywotuje katar, tzawienie oczu oraz
napady dusznosci, ktére moga by¢ grozne dla zycia [116,119-129].

Uwaza sig, ze poczatek rozwoju choroby stanowi infekcja wirusowa lub
uszkodzenie btony §luzowej drég oddechowych, pobudzajace migracja i
aktywacje komoérek odczynu zapalnego (gléwnie mastocytéow i
granulocytéw kwasochtonnych) na terenie gérnych i dolnych drég
oddechowych. Produkty COX-1 i COX-2 obejmuja prostaglandyn¢ D,
(PGD,) w komorkach tucznych oraz prostaglandyne E, (PGE,;) we
wszystkich komérkach bioracych udzial w tym procesie. PGD, posredniczy
skurcz  migsni gladkich drég oddechowych 1 rozkurcz naczyn
krwiono$nych. Z kolei PGE, hamuje czg$ciowo (cho¢ nie do konca
skutecznie) 5-lipooksygenazg¢ (5-LO) 1 biatko FLAP (biatko aktywujace 5-
lipoksygenazg) 1 degranulacj¢ mastocytow. Nastgpuje zwigkszenie
ekspresji receptorow leukotrienéw cysteinylowych (Cys-LT;). Aspiryna i
inne NLPZ hamuja COX-1, gitéwny enzym kontrolujacy wytwarzanie
PGE,, co umozliwia nieograniczone wytwarzanie leukotrienéw i
uwalnianie gotowych mediatorow z komoérek tucznych i1 eozynofilii.
Wywoluje to objawy oddechowe nadwrazliwosci na aspiryng. Dziatanie
leukotriendw w gérnych drogach oddechowych zachodzi poprzez receptory
Cys-LT, 1 czgsciowo Cys-LT,, natomiast komdrki migéni gtadkich dolnych
drég oddechowych wykazuja ekspresj¢ gtéwnie Cys-LT;. W goérnych
drogach oddechowych wazna rol¢ odgrywa uwalniana z mastocytow
histamina, natomiast jej znaczenie w przebiegu choroby w dolnych drogach

oddechowych jest niewielkie lub zadne [116,119-129].
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1.6.2 Pokrzywka z nadwrazliwoscia na aspiryng

Aspiryna wywotuje lub zaostrza pokrzywke przewlekta u 20-40% chorych.
Pokrzywkowa reakcja skérna objawia si¢ w ciagu 15 min do 24 godz.
(przecigtnie 1-4 godz.) od przyjecia aspiryny lub innego NLPZ i ustgpuje
w czasie od kilku godz. do dwéch dni, cho¢ czasem moze utrzymywac si¢
nawet przez dwa tygodnie [116,130-133].

Cho¢ etiologia pokrzywki wywotywanej i(lub) zaostrzanej przez aspiryng
nie jest do konca jasna, to przypuszcza si¢, Ze jej mechanizm jest podobny
jak w przypadku astmy aspirynowej. U chorych na pokrzywke aspirynowa
podstawowe stezenie leukotrienu E; (LTE;) w moczu jest zwigkszone, a
przyjecie NLPZ prowadzi do nasilenia wytwarzania leukotriendw
cysteinylowych, ktérych gtéwne zrédlo stanowia jak si¢ wydaje komorki
tuczne i granulocyty kwasochlonne. Wydaje si¢ zatem, ze objawy
pokrzywki aspirynowej reprezentuja reakcj¢ niealergiczna, w ktorej szybki
spadek stgzenia PGE, powoduje degranulacj¢ mastocytow i wzmozenie
wywarzania leukotrienéw cysteinylowych, co ostatecznie prowadzi do

wystapienia wykwitow skérnych [116,130-133].

1.6.3 Zmienno$¢ genéw kodujacych FceRI a nadwrazliwos¢ na aspiryng

Zagadnieniom genetycznym nadwrazliwosci na aspiryng poswigcono wiele
badan [66,92,94,133—139], takze tych dotyczacych zmiennos$ci genetycznej
FCERIB 1 FCERIA. Stwierdzono, ze polimorfizm —-109 T>C FCERIB
zwigksza ekspresje FceRIfp w mastocytach prowadzac do nasilenia
uwalniania mediatoréw prozapalnych w drogach oddechowych i przez to
moze si¢ przyczynia¢ si¢ do wigkszej podatnosci na rozwdj astmy
aspirynowej [94]. Polimorfizmy FCERIB nie odgrywaja jednak roli w

patogenezie pokrzywki aspirynowej [92]. Relacjonowano natomiast
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mozliwy wpltyw polimorfizméw -344 C>T 1 -95 T>C FCERIA na
patogenez¢ pokrzywki aspirynowej (Rozdziat 1.2.2.5.2.1) [66].

1.7 Przeciwciata przeciw IgE i(lub) przeciw FceRI

Chociaz uwaza sig¢, ze degranulacja mastocytéw odgrywa kluczowa rolg w
rozwoju objawow pokrzywki, to u wigkszosci chorych nie udaje si¢ wykry¢
zadnych swoistych czynnikéw ,,spustowych”. W ostatnich latach wykazano
jednak, ze $rédskérne podanie surowicy autologicznej wywoluje
natychmiastowa degranulacj¢ mastocytow z powstawaniem babli
pokrzywkowych 1 zaczerwienienia [107,108,130,140-144]. Ustalono
nastgpnie, ze przyczyna powstawania takiego odczynu jest obecno$¢ w
surowicy autoprzeciwcial klasy IgG przeciw FceRI i(lub) IgE,
wystepujacych u okolo jednej trzeciej chorych na przewlekta pokrzywke
idiopatyczna. Takie autoprzeciwciala moga mie¢ charakter czynnos$ciowy
lub nie posiada¢ zadnej znanej aktywnosci. Te pierwsze wywoluja in vitro
uwalnianie histaminy z granulocytéw zasadochtonnych zdrowych dawcow
i komérek tucznych skéry [107,108,130,140-144]. Poczatkowo uwazano,
1z aktywacja mastocytow odbywa si¢ przez bezposrednie spinanie FceRI
lub IgE-FceRI przez autoprzeciwciata. Obecnie wydaje si¢ jednak, ze
pewna role¢ w pobudzaniu mastocytow moze takze odgrywac receptor
dopetniacza. Mechanizm dziatania autoprzeciwcial przeciw IgE i(lub)
przeciw FceRI pozostaje zatem niejasny i wymaga dalszych badan
[107,108,130,140-144]. Obecnos¢ autoprzeciwciat przeciw IgE i(lub)
przeciw FceRI wykazano réwniez u chorych na atopowe zapalenie skory
[145].

Autoprzeciwciata przeciw IgE i(lub) przeciw FceRI obserwowano takze u
chorych na pokrzywke aspirynowa. Nie jest jednak jasne jaka rolg

odgrywaja zjawiska autoimmunologiczne w przebiegu tej formy pokrzywki
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1 jaki jest ich zwiazek z nadwrazliwoscia na kwas acetylosalicylowy [130].
Co ciekawe, juz wczesniej opisywano  obecnos¢  zjawisk
autoimmunologicznych u chorych z nadwrazliwo$cia na NLPZ, cho¢ o
innym charakterze. Szczeklik 1 wsp. stwierdzili obecno$¢ przeciwciat
przeciw  cytoplazmie  neutrofilow  (ANCA) oraz  przeciwciat

przeciwjadrowych (ANA) u chorych na astmg aspirynowa [146,147].
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2 Zatozenia i cele pracy

Cele badania obejmowaty:

1). przesiewowe poszukiwanie mutacji w zakresie regionu promotora
dystalnego, eksonu 1A, eksonu 2A, eksonéw 1-5 i regionu promotora
proksymalnego genu FCERIA w heterogennej grupie badanej obejmujace;j
chorych na astmeg, astme¢ aspirynowa, przewlekla pokrzywke idiopatyczna
lub pokrzywke aspirynowa;

2). okreslenie czgstosci znanych 1 nowych polimorfizméw genu FCERIA w
grupie chorych na astmeg, astm¢ aspirynowa, przewlekta pokrzywke
idiopatyczna, pokrzywke aspirynowa, przewlekly alergiczny niezyt nosa i
pospolita alergi¢ pytkowa, jak 1 w dobranej wzgledem pici 1 wieku
kontrolnej grupie populacyjnej;

3). ustalenie zalezno$ci migdzy wariantami genetycznymi FCERIA a
wskaznikami alergii (IgE, eozynofilia bezwzgledna), nadwrazliwoscia na
aspiryng, obecnoscia zjawisk autoimmunologicznych [autoprzeciwciata
przeciw FceRI i(lub) IgE];

4). analiza genetyczna cech ilosciowych (IgE) w oparciu o haplotypy

badanych polimorfizmoéw.
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3 Materiaty 1 metody

3.1 Grupy badane

3.1.1 Grupa chorych

Pokrzywke okreslano jako przewlekla, jezeli wykwity skorne wystgpowaty
codziennie lub prawie codziennie przez ponad 6 tygodni [109]. Przewlekty
alergiczny niezyt nosa rozpoznawano jezeli jego objawy obserwowano
przez ponad 4 dni tygodnia, przez ponad 4 tygodnie w ciagu roku [110].
Astmg rozpoznawano zgodnie z kryteriami GINA (Aktualizacja z 2002
roku 1 Rewizja z 2005 roku) [98,99]. U chorych na astm¢ choroba miata
przebieg stabilny 1 u wszystkich pacjentéw wynik FEV; w spirometrii
podstawowej wynosit >80%. W badanej grupie chorych na astmg
dozwolone bylo przyjmowanie jedynie wziewnych steroidéw oraz [3,-
mimetykow dlugodziatajacych. Wszyscy chorzy na choroby alergiczne
zaprzeczali przyjmowaniu steroidow ogodlnoustrojowych lub lekéw
przeciwhistaminowych w ciagu 3 tygodni poprzedzajacych badanie.

Gtéwna grupa chorych na choroby alergiczne obejmowata 154 osoby chore
na: astmg (n = 88), pokrzywke przewlekla (n = 50), przewlekly alergiczny
niezyt nosa (n = 5) 1 pospolita alergia pylkowa (n = 11). Atopi¢
[definiowang jako catlkowite st¢zenie IgE w surowicy >100 IU/ml i(lub)
dodatni wynik punktowych testow skérnych w kierunku 6 pospolitych
alergenéw wziewnych] stwierdzono u 116 sposréd 154 badanych.
Wykonana u chorych z nawet niewielkim podejrzeniem nadwrazliwosci na
aspiryn¢ (n = 121) doustna proba z kwasem acetylosalicylowym wykazata
jej obecnos¢ u 54 os6b chorych na astmg lub pokrzywkeg. Pozostala

charakterystyke grupy zamieszczono w Tabeli 1.
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W przypadku rzadkiego polimorfizmu —12663 A>G pomniejszona grupa
badana obejmowata 99 0s6b chorych na astme¢ (n = 50) lub pokrzywke (n =
49). W tej grupie testy skorne byly dodatnie u 44 sposréd 99 badanych, a
atopi¢ (definiowana jak powyzej) stwierdzono u 70 sposréd 99 pacjentéw.
Wykonana u wszystkich chorych w tej grupie doustna proba prowokacyjna
z kwasem acetylosalicylowym wykazata obecno$¢ nadwrazliwo$ci na
aspiryng u 47 sposrdéd 99 badanych. W Tabeli 2 zamieszczono pozostate

cechy charakterystycznej tej podgrupy.

3.1.2 Grupa kontrolna

Gtéwna grupa kontrolna obejmowata 154 osoby pochodzace z losowej
proby populacyjnej mieszkancow Krakowa (n = 550). Tabela 1 przedstawia
charakterystyke tej grupy.

W przypadku polimorfizmu —12663 A>G pomniejszona grupa kontrolna
obejmowata 99 o0s6b, dobranych z tej samej préby populacyjne;j.
Charakterystyka tej podgrupy znajduje si¢ w Tabeli 2.

Grupa kontrolna (n = 154) (Tabela 1) oraz pomniejszona grupa kontrolna
dla polimorfizmu -12663 A>G (n = 99) (Tabela 2) zostaty dobrane

wzgledem pfci i wieku.

Tabela 1. Charakterystyka badanych grup — grupy gtéwne.

Grupa chorych na Grupa kontrolna P
choroby alergiczne (n=154)
(n=154)
Wiek (lata) 40,4 + 1,1 40,2 + 1,1 0,87
Ple¢ (M:F) 48/106 48/106 1,0
Calkowite stezenie IgE w 122,0 = 256,5 30,5 + 78,2 <0,000001

surowicy (IU/ml)
Eozynofilia bezwzgledna (/pl) 162,0 £299,0 - -
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Tabela 2. Charakterystyka badanych grup — grupy pomniejszone, badane
pod katem polimorfizmu —12663 A>G.

Grupa chorych na Grupa kontrolna P
choroby alergiczne (n=99)
(n=99)
Wiek (lata) 449 +1,3 44,6 +1,3 0,81
Pte¢ (M:F) 29/70 29/70 1,0
Caltkowite stezenie IgE w 101,0 £ 221,3 26,4 +56,0 <0,0001

surowicy (IU/ml)
Eozynofilia bezwzgledna (/pl) 147,0 £237,2 - -

3.2 Metodyka

3.2.1 Badania genetyczne

3.2.1.1 Plan badan genetycznych

Pierwszy etap badan genetycznych obejmowal przesiewowe poszukiwanie
zmiennoS$ci genetycznych w najbardziej istotnych regionach genu FCERIA
(wszystkie eksony, oba regiony regulatorowe) metoda polimorfizmu
konformacyjnego pojedynczego tanhcucha DNA (SSCP). W drugim etapie,
w przypadku znalezienia odmiennych wzorcéw migracji technika SSCP,
okreslano jakosciowo charakter podejrzewanej zmienno$ci genetycznej z
zastosowaniem techniki sekwencjonowania posredniego (matryca do
reakcji sekwencjonowania zostala uzyskana droga klonowania
bakteryjnego insertéw pochodzacych z DNA genomowego). Trzeci etap
badan obejmowat okreslenie czg¢stosci allelicznej i rozktadu genotypowego

wykrytych polimorfizméw w obu badanych grupach. W czwartym etapie
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dokonano analizy czgstosci allelicznych, genotypéw 1 haplotypow
oznaczanych polimorfizméw, a takze analizy =zaleznoSci pomigdzy
parametrami jakoSciowymi i ilosciowymi a otrzymanymi genotypami i

haplotypami o nieznanej fazie gametycznej (Rycina 4).

3.2.1.2 Izolacja DNA

Genomowe DNA izolowano metoda nieenzymatyczng z leukocytéw z krwi
obwodowej, pobieranej do probéwek =z zawarto$cia wersenianu
disodowego (EDTA). Do probek krwi petnej dodawano 1/100 objetosci 6%
dekstranu w celu sedymentacji krwinek biatych 1 odstawiano w
temperaturze 4°C na okoto 1 godzing. Po uplywie tego czasu zbierano
bogatokomoérkowy nadsacz i odwirowywano [2 000 RPM (obrotéw na
minut¢), 10 min]. Nastgpnie usuwano nasacz, a osad komoérek zalewano 0,4
ml DNAzolu (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), srodka lizujacego bedacego
roztworem izotiocyjanianu guanidyny. Po lizie komérek, DNA wytracano
95% alkoholem etylowym dodawanym w objgtosci 0,2 ml. Wyizolowane
DNA ptukano kilkakrotnie w objetosci 0,5 ml 70% alkoholu etylowego i
suszono w cieplarce w 37°C przez okoto 30 min. Po wysuszeniu, DNA
rozpuszczano 350ul wody podwdjnie destylowanej. Tak otrzymany

material przechowywano w temperaturze —20°C.

3.2.1.3 Zaprojektowane startery polimerazowych reakcji tancuchowych

(PCR)

W Tabeli 3 przedstawiono wszystkie startery zaprojektowane (z
zastosowanie programu Primer3, dostgpnego na stornie

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi) 1
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zsyntetyzowane (TIB Molbiol, Poznan, Polska) dla celow

badania.

Badanie przesiewowe

technikg SSCP

Klonowarue
1 sekwencjonowanie

(liczba klonow)

(Genotypowanie

metodq RFLP

proksymalny

”

[Ee]

(-344 C>T)

Il
LJ

h

Ekson 1A

n=9

(—18674/-18675 delAA)
(—18483 A>C)

|

niniejszego

Ekson 2A
n=9
Lk}
n=>2

(12663 A>G)

|

2x99

—
-
Il

Rycina 4. Schemat metodyki poszukiwania i identyfikowania zmiennosci

genetycznych na przyktadzie 5 badanych polimorfizméw genu kodujacego

FceRI (FCERIA). Badania genotypu technika RFLP wykonano w

roéwnolicznych grupach badanej i kontrolne;.
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Tabela 3. Startery zaprojektowane dla niniejszego badania.

Startery sensowne

Startery antysensowne

1. ACC TGG CAT ATG TTT GGT ATT CAG
2. GCCTAT ATT TGA AGCCTT AGA T

3. TAA AGA AGA CTG CTG GAC ACT A

4. AAG CCT AGA CAG TTT TCA ATG ACT
5.GCGTGG CTC TCT TTT CTC TAT TCA
6. TCA GTT CCC AAG ATG AAT TAT GTT
7. GGA GAA GGA AGC ACTTTC CA

8. TCT CAT TGG AGT TAT TAG GCA CAA
9. TTA CCA CAG CAA GAC AAG CA

10. GCT GAT GGG TTA ACC AGA TGT G*
11. TGC AGA TTT CAA GAG CTG TG

A. TCATGG ACT CCT GGT GCT TACT
B. CAC AGT AAA GGT TCC TAC CC

C. AAG TGA TGG GAC GAA GAA

D. CTT CAG ATG AGC CAT CCCT

E. TCT CTT CCT TCC CCT GCT ATG G
F. CAA GCT GTG TTT GAC AAT TGA GTA
G. CCA GCCTTC AGG TTC TACCTT
H. GTG TGG CCA TCA CCC TTT AC

I. CTC AGT CCT TTC ATG CCT TTT

J. ACT CCA ACA ATC CCC AAC AG

K. CTC AAG CCA AAT GAG CCC A**

*Starter mutagenny (nukleotyd podkreslony) wprowadzajacy miejsce restrykcyjne dla endonukleazy NmuCl.

** Starter mutagenny (nukleotyd podkreslony) wprowadzajacy miejsce restrykcyjne dla endonukleazy Hsp92Il.
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3.2.1.4 Warunki reakcji PCR

Polimerazowe reakcje tancuchowe (PCR) dla celéw niniejszego badania
przeprowadzono w termocyklerze T3 thermocycler (Biometra, Getynga,
Niemcy) z uzyciem polimerazy Tag firmy Finnzymes (Espoo, Finlandia)
oraz dideoksynukleotydow firmy Fermentas (Wilno, Litwa).

Stosowano jedne z trzech wymienionych ponizej warunkéw reakcji:

A. PCR-1.

Cykl termiczny:

1. denaturacja wstgpna  94°C, 5 min

2. denaturacja 94°C, 30 sek.
3. hybrydyzacja 58°C, 30 sek.
4. elongacja 72°C, 1 min

5. elongacja koncowa  72°C, 10 min

Etapy 2—4 powtarzatly si¢ w 34 cyklach.

Catkowita objgtos¢ mieszaniny reakcyjnej obejmowata:
10 mM Tris-HC1
50 mM KCl
2,5 mM MgCl,
5 pmol kazdego z danej pary starterow
0,2 mmol kazdego nukleotydu (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,8 U polimerazy Taq
0,1 pg DNA genomowego
do 25 ul wody podwdjnie destylowane;j
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B. PCR-2

Cykl termiczny:
1. denaturacja wstgpna  94°C, 5 min
2. denaturacja 94°C, 30 sek.
3. hybrydyzacja 59°C, 30 sek.
4. elongacja 72°C, 1 min

5. elongacja koncowa  72°C, 10 min

Etapy 2—4 powtarzatly si¢ w 34 cyklach.

Catkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej i obejmowata:
10 mM Tris-HC1
50 mM KCl
2,5 mM MgCl,
5 pmol kazdego z danej pary starteréw
0,2 mmol kazdego nukleotydu (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,8 U polimerazy Taq
2% DMSO
0,1 pg DNA genomowego
do 25 ul wody podwdjnie destylowane;j
C. PCR-3
Cykl termiczny:

1. denaturacja wstgpna  94°C, 5 min

2. denaturacja 94°C, 1 min
3. hybrydyzacja 58°C, 30 sek.
4. elongacja 72°C, 1 min

5. elongacja koncowa  72°C, 10 min

Etapy 2—4 powtarzaty si¢ w 25 cyklach.
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Calkowita objetos¢ mieszaniny reakcyjnej i obejmowata:

10 mM Tris-HC1

50 mM KCl1

2,5 mM MgCl,

5 pmol kazdego ze starteréw ,,M13 Forward”, ,M13 (-20) Reverse”*

0,2 mmol kazdego nukleotydu (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,8 U polimerazy Taq

niewielka ilo$¢ bakterii przeniesionych z kolonii

do 25 ul wody podwdjnie destylowane;j
*”M13 Forward”: GTA AAA CGA CGG CCA G; ,M13 (-20) Reverse”:
CAG GAA ACA GCT ATG AC (TOPO TA-Cloning Kit, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA)

Jakos¢ amplifikacji wszystkich typéw reakcji PCR oceanio z
zastosowaniem przeprowadzanej w aparacie marki Biometra (Getynga,
Niemcy) elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym (Agarose SFR, Amresco,
Solon, OH, USA) z dodatkiem bromku etydyny (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), po obciazeniu prébek buforem Loading Dye Solution
(Fermentas, Wilno, Litwa) i1 wzgledem markera dlugosci pBR322
DNA/Alul Marker (Fermentas, Wilno, Litwa).

3.2.1.5 Metoda polimorfizmu dtugosci fragmentoéw restrykcyjnych (RFLP)

Uktady doswiadczalne techniki polimorfizmu dlugosci fragmentow

restrykcyjnych (RFLP) wykorzystane w niniejszej pracy przedstawiono w

Tabeli 4.
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Tabela 4. Uktady techniki polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) stosowane w niniejszym

badaniu.
Mutacja Zastosowane Warunki Zastosowana endonukleaza Warunki Dlugosci
startery amplifikacji  restrykcyjna trawienia fragmentow
(ilo$¢ enzymu, restrykcyjnych
temperatura,
czas)
RFLP-1 -344 C>T B+ A7 ,,PCR-2" Mnll (Fermentas, Wilno, Litwa) 37°C, calanoc C: 220, 93,62, 12
T: 220, 155, 15
RFLP-2 -95T>C ,107+,B” ,,PCR-1” NmuClI (Fermentas, Wilno, Litwa) 37°C, catanoc T: 252
C: 232,20
RFLP-3 -12663 A>G ,8”+,H” ,, PCR-1” Taqgl (Fermentas, Wilno, Litwa) 65°C, 6 godz. A:193
G: 111, 82
RFLP4 -18803 A>G ,77+,G” ,,PCR-2” Bsp1431 (Fermentas, Wilno, Litwa) 37°C, calanoc A: 299, 64, 26
G: 325,64
RFLP-5 -18674/- w1+ ,,G” ,,PCR-2” Hpy188I (New England Biolabs, 37°C, calanoc [I*: 326, 63
18675 delAA Ipswich, MA, USA) D*: 230, 94, 63
RFLP-6 -18632 A>T 77+ ,K” ,,PCR-1” Hsp921l (Promega, Madison, WI,  37°C, calanoc A: 158, 44, 16
USA) T: 174, 44
RFLP-7 -18583 T>A )77 +,G” ,,PCR-2” Trull (Fermentas, Wilno, Litwa) 65°C, 6 godz. T: 216, 140, 33
A: 356,33
RFLP-8 -18483 A>C W11+ ,]” ,,PCR-1" Xcel (Fermentas, Wilno, Litwa) 37°C, calanoc A: 119, 100
C: 219

*”I” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy ,,D” oznacza brak tej sekwencji
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Wszystkie reakcje przeprowadzono z uzyciem 2U odpowiedniej
endonukleazy 1 buforu zalecanego przez jej producenta. W kazdym
przypadku trawieniu w objgtosci catkowitej 10 pl poddawano 5 pl produktu
odpowiedniej reakcji PCR, z wyjatkiem RFLP-1, gdzie objgtosci te
wynosity odpowiednio 15 pl i 10 pl.

3.2.1.6 Technika polimorfizmu konformacyjnego pojedynczego tancucha

DNA (SSCP)

Wszystkie doswiadczenia metoda polimorfizmu konformacyjnego
pojedynczego tancucha DNA (SSCP) wykonano w systemie DNA Pointer
System (Kucharczyk TE, Warsaw, Poland). Istot¢ metody SSCP
przedstawiono na Rycinie 5.
Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w zelu polikarylamidowym o
sktadzie:

10 ml 40% akrylamidu ACRYL/BIS 29:1 (Amresco, Solon, OH, USA)

2 ml glicerolu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

2 ml buforu TBE 10x

20 wl TEMED-u (Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden)

200 ul 10% APS-u* (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)**

do 40 ml wody podwdjnie destylowane;j
*nadsiarczan amonu
**Swiezo przygotowany
Produkt odpowiedniej amplifikacji denaturowano z zastosowaniem Buforu
Denaturujacego MSSCP (Kucharczyk TE, Warszawa, Polska). Do 6 pl
odpowiedniego produktu amplifikacji dodawano 9 pl Denaturanta A po

czym calos$¢ denaturowano przez 5 min w temperaturze 65°C. Nastgpnie
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probke umieszczano niezwlocznie w tazni lodowej 1 do catosci dodawano 3
ul Denaturanta B. Tak przygotowane probki naktadano natychmiast na zel.
Rozdziat elektroforetyczny odbywat si¢ w trzech zakresach temperatur
(30°C, 20°C i 10°C) w nastgpujacym schemacie:

1. 0—30°C, 5 min

2.30°C, 30 min

3.30—20°C, 5 min

4.20°C, 30 min

5.20—10°C, 5 min

6. 10°C, 45-195 min (proporcjonalnie do dtugosci amplikonu)
Zelu wybarwiano z zastosowaniem zestawu Silver Stain (Kucharczyk TE,
Warszawa, Polska). Bezposrednio po elektroforezie zel umieszczano na ok.
5-10 min w 150 ml 10% roztworu alkoholu etylowego, a nastgpnie
dwukrotnie inkubowano przez 3 min w 40 ml 5% wodnego roztworu
kondensatu utrwalacza. Kolejny krok obejmowat 10 min inkubacji w 40 ml
$wiezo przygotowanego 1% wodnego roztworu Ag” kondensatu, po czym
zel trzykrotnie ptukano przez 10 sek. w objetosci ok. 200 ml wody
podwdjnie destylowanej. Nastgpnie dodawano 3-5-krotnie po 100 ml
Swiezo przygotowanego wodnego roztworu wywolujacego (zawierajacego
w 500 ml: 40 ml odczynnika A oraz 88 pl odczynnika B). Po otrzymaniu
odpowiedniego obrazu reakcje zatrzymywano dodajac 100 ml 10% kwasu
octowego. Zel trzykrotnie ptukano w 200 ml wody podwéjnie destylowanej
(15 sek., 10 min, 10 min), po czym umieszczano na 24 godz. w celu
wysuszenia w folii zestawu Dryout (Kucharczyk TE, Warszawa, Polska).
Analizy poréwnawcze] poszczegdlnych Sciezek rozdzialu na Zelu
dokonywano na negatoskopie. Uktady techniki polimorfizmu
konformacyjnego pojedynczego tancucha DNA (SSCP) wykorzystane w

niniejszym badaniu przedstawiono w Tabeli 5.
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Rycina 5. Schemat pogladowy wyjasniajacy istote techniki polimorfizmu

konformacyjnego pojedynczego tancucha DNA (SSCP).



Tabela 5. Uktady techniki polimorfizmu konformacyjnego pojedynczego
tancucha DNA (SSCP) wykorzystane w niniejszym badaniu.

Badany region genu Zastosowane Warunki Dtugosé Mos¢
startery amplifikacji amplikonu  badanych
0s6b
SSCP-1 Promotor dystalny 97+, 17 ,,PCR-1" 245 96
SSCP-2 Ekson 1A W17+ ,,G7 ,,PCR-2” 389 (387*) 96
SSCP-3 Ekson 2A 87+, H” ,,PCR-1" 193 96
SSCP-4 Promotor W17+ LA ,,PCR-2” 390 24
proksymalny
SSCP-5 Ekson 1 »27 +,B” ,PCR-1” 194 96
SSCP-6 Ekson 2 37 +,,C7 ,,PCR-17 152 96
SSCP-7 Ekson 3 W47 +,,D” ,,PCR-2” 381 96
SSCP-8 Ekson 4 27+ E” ,,PCR-2” 385 96
SSCP-9 Ekson 5 07+ F” ,,PCR-2” 316 96

*jesli obecna jest delecja w loci —18674/-18675 delAA

3.2.1.7 Sekwencjonowanie posrednie

3.2.1.7.1 Klonowanie
Przeznaczony do  sekwencjonowania fragment genu FCERIA
amplifikowano droga odpowiedniej reakcji PCR (Rozdziaty 3.2.1.3,
3.2.1.4, 3.2.1.6). Uzyskane w ten sposéb fragmenty DNA wprowadzano do
wektora plazmidowego (ligacja) przy uzyciu zestawu TOPO TA-Cloning
Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Rycina 6). Skilad mieszaniny
reakcyjnej obejmowat:

3 ul produktu PCR

0,2 M NaCl

0,01 M MgCl,

10 ng wektora pCRII-TOPO

do 6 ul wody podwdjnie destylowane;j
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Uzyskana mieszaning inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowe;j.

Po rozmrozeniu na lodzie 50 pul kompetentnych bakterii E. coli, dodawano
do nich objgtos¢ 2 ul produktu ligacji i tak otrzymana mieszaning
pozostawiono na lodzie na dalsze 30 min. Probki umieszczano nastgpnie na
30 sek. w tazni wodnej o temperaturze 42°C, po czym znowu schtadzano na
lodzie. Zawieszone w 250 ul medium S.O.C. i pozostawiono na 60 min w

wytrzasarce w temperaturze 37°C.

lacZo ATG

M13 Reverse Primer | Spi Promoter +
CAG GRR ACR GCT ATG AGC ATG ATT ACE CCA RGC TRT TTRA 5T GAC RCT ATR GRAE
GTC CTT TET CGA TRC THE TAC TRR TEC 6T TCG ATR RAT CCR CTE TGA TAT OIT

."Jsi‘l Hmid 11 Kplnl Sac|| Bcl’m—II S,'lznel
TRC TCR AGC TAT Ch TCR RGC TTIG GTR CCG AGC TCE GAT CCR CTR GTA RCG GCC
LTGE AGT TCGE ATA CGT AGT TCG RRC CAT GC TCE AGC CTA 5T GAT CAT TGC CGEG

let)(I ECTRI EC.TRI EcolFi W
GCC AGT GIG CIG GAR TIC &GCC CTIT P G0 GAR TTC TGC AGR TAT
CEE TCR CRC GRC CTT ARG CGE GRE PCR Product TTC CCGE CTIT ARG RCG TCT ARTR
Bafx | Mof | Xhol Mzl Xbal Apa |

I I || I __
CCA TCR CAC TGE CGG CCE CTC GRG CAT GCA TCT AGR oG5 CCC ARAT TCG |CCC TAT
G5T AGT GTG ACC GCC GEC GAG CTIC GTAR CGT RAGAR TCT CCC GGG L RGC (G5 ATR

T7 Promaoter M13 (-20) Forward Primer

BGT GAG TCGE TAT TRC ART TCA |CTG GCOC GIC GIT TTR dan C5T C6T GAC TeE GRA AR
TCA CTIC AGT RTA AT TTR AGT |GRC CGG CAG ChRh 22T GTT GCR GCZA CTIG RCC C IT

Rycina 6. Fragmenty flankujace plazmidu stosowanego w niniejszym

badaniu (z materiatéw dostarczanych przez producenta).

Dzien wczesniej przygotowywano podtoze do hodowli bakterii E. coli
rozpuszczajac tabletki LB Agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) w
wodzie podwdjnie destylowanej (1 tabl./50 ml wody). Otrzymany roztwor
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poddawano autoklawowaniu, a po schlodzeniu dodawano do niego
kanamycyng (10 mg/ml), tak aby jej stezenie koncowe wynosito 50 pg/ml.
Tak przygotowana mieszaning wylewano na szalki Petriego i pozostawiono
do zastygnigcia. W dniu transfekcji, zachowujac warunki jatowe (komora
laminarna), rozprowadzano na powierzchni podtoza 20 ul substratu dla -
galaktozydazy (X-gal, 40 mg/ml) oraz 5 pl analogu laktozy (IPTG). Szalki
pozostawiono do wyschnigcia. Na tak przygotowanym podiozu
rozprowadzano 150 pl medium S.O.C. z zawieszonymi w nim bakteriami,
po czym inkubowano przez cata noc w temperaturze 37°C. Po uptywie tego
czasu na powierzchni podioza obserwowano obecno$¢ biatych lub
niebieskich kolonii bakteryjnych (Rycina 7). Te pierwsze odpowiadaty
klonom bakterii zawierajacym plazmid z inkorporowanym wtasciwym
produktem PCR (bardzo rzadko z nieswoistym produktem tejze reakcji),
natomiast te drugie odpowiadaty bakteriom zawierajacym plazmidy bez
zadnego insertu. Obecno$¢ odpowiedniego fragmentu plazmidu
zawierajacego insert potwierdzano w wybranych koloniach bakteryjnych
reakcja PCR (,,PCR-3”) 2z zastosowaniem zewngtrznych starterow
plazmidowych [,,M13 Forward” 1 ,,MI13 (-20) Reverse”]. Obecnos¢
odpowiedniego insertu potwierdzano wiasciwa dla danego insertu metoda
PCR (Rozdziaty 3.2.1.3, 3.2.1.4, 3.2.1.6). Odmiennos$¢ tych reakcji PCR od
oméwionych w Rozdziale 3.2.1.4 polegata na tym, ze matryce¢ stanowito
nie genomowe DNA, ale plazmidy z wklonowanymi insertami obecne w
niewielkiej ilo§¢ bakterii przeniesionych do mieszaniny reakcyjnej PCR z
wybranej, oznakowanej kolonii za pomoca jalowego, drewnianego
patyczka. Wyniki obu typéw PCR oceanio elektroforetycznie w 1,5% zelu
agarozowym (odczynniki — Rozdziat 3.2.1.4).
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Rycina 7. Hodowla bakteryjna zawierajaca: kolonie biale zawieraja
plazmidy z wklonowanym insertem, natomiast kolonie niebieskie — bez

wklonowanego insertu.

Tak wyselekcjonowane, wybrane kolonie przenoszono do probowek
zawierajacych po 3 ml roztworu medium plynnego przygotowanego
wczesniej poprzez rozpuszczenie tabletek LB BROTH (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) w wodzie destylowanej (1 tabl./50 ml wody) i dodanie
kanamycyny (10 mg/ml) do stgzenia koncowego 50 pg/ml. Prébki
inkubowano przez cala noc w wytrzasarce w temperaturze 37°C.

DNA plazmidowe izolowano z bakterii za pomoca zestawu do izolacji
Plasmid Mini (A&A Biotechnology, Gdynia, Polska). W tym celu osad z 3
ml hodowli zawieszano w 200 pl roztworu L1. Nastgpnie dodawano 200 ul
roztworu L2, delikatnie mieszano 1 pozostawiono w temperaturze

pokojowej na 3 min, po upltywie ktérych dodawano 400 pl roztworu
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zobojetniajacego  GL3 1 ponownie delikatnie mieszano, po czym
odwirowywano (15 000 RPM, 10 min). Nadsacz przenoszono do kolumny,
ktéra umieszczono w nowej probéwce i odwirowywano (15 000 RPM, 1
min). Nastgpnie kolumng umieszczano w prébowce, dodawano 500 ul
roztworu W 1 odwirowywano (15 000 RPM, 1 min). Kolumn¢ ponownie
przenoszono do probowki, dodawano 700 pl roztworu Al i odwirowywano
(15 000 RPM, 2 min). Kolumng osuszano, umieszczano W nowej
probéwce, dodawano 60 ul wody podwdjnie destylowanej i pozostawiono
na 3 min w temperaturze pokojowej, po czym odwirowywano (12 000
RPM, 1 min). Tak oczyszczone plazmidowe DNA przechowywano w
temperaturze 4°C. Obecno$¢ wlasciwego plazmidu potwierdzano w
rozdziale na 1% zelu agarozowym produktu trawienia oczyszczonego DNA
plazmidowego restryktaza Sacl (Fermentas, Wilno, Litwa) w temperaturze
37°C przez cala noc. Elektroforez¢ przeprowadzano z zastosowaniem
odczynnikéw opisanych w Rozdziale 3.2.1.4 [z wyjatkiem markera
dtugosci — Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker (Fermentas, Wilno,
Litwa)]. Stezenie 0CZySzZczonego plazmidu mierzono
spektrofotometrycznie (Gene Quant II, Amersham Pharmacia-Biotech,

Uppsala, Sweden) przy absorbancji wynoszacej 260 nm.

3.2.1.7.2 Sekwencjonowanie

Wszystkie reakcje sekwencjownowania wykonywano przy uzyciu zestawu
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA); we wszystkich stosowano zewngtrzne w stosunku
do insertu startery plazmidowe ,,M13 Forward” lub ,,M13 (-20) Reverse” z
zestawu TOPO TA-Cloning Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (Rycina
6). Dla kazdego klonu plazmidu (insertu) wykonywano osobne reakcje z

kazdym z tych starterow.
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Sktad 20 pl mieszaniny reakcyjnej byt nastepujacy:

8 ul Terminator Ready Reaction Mix

0,5 ug plazmidu

3,2 pmol startera ,,M13 Forward” lub ,,M13 (-20) Reverse”

do 20 ul wody podwdjnie destylowanej
Reakcje przeprowadzano w termocyklerze GeneAmp PCR System 2400
(Perkin Elmer, Wellesley, MA, USA) w nastgpujacym cyklu:

1. wstegpna denaturacja 96°C, 1 min
2. denaturacja 96°C, 10 sek.
3. hybrydyzacja 54°C, 5 sek.
4. elongacja 65°C, 4 min
5. zatrzymanie reakcji 4°C.

Etapy 2—4 powtarzaty si¢ w 25 cyklach.
Do 20 ul produktu powyzszej reakcji dodawano 5 ul 125 mM EDTA i 55
pul 100% alkoholu etylowego, po czym inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 15 min. Nastgpnie probki odwirowywano (15 000 RPM,
15 min, 4°C), po czym usuwano nadsacz, a osad zalewano 60 ul 70%
alkoholu etylowego. Prébki ponownie odwirowywano (15 000 RPM, 1
min, 4°C), a nastgpnie usuwano nadsacz. Osad osuszano poprzez
pozostawienie otwartych probowek w temperaturze 4°C przez 30 min.
Pozostaly na dnie probowki osad rozpuszczano w 5 ul buforu tadujacego
zawierajacego w stosunku 5:1:

formamid dejonizowany

dekstran niebieski (50mg/ml) i EDTA (25mM, pH = §,0).
Cato$¢ denaturowano przez 5 min w temperaturze 92°C. Rozdzial tak
przygotowanych probek przeprowadzano z zastosowaniem sekwenatora
ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) na zelu

poliakrylamidowym o sktadzie:
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4 ml 40% akrylamidu ACRYL/BIS 29:1 (Amresco, Solon, OH, USA)
14,4 g mocznika

5 ml buforu TBE 10 x

20 pl TEMED-u (Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden)
200 pl 10% APS-u (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)*

do 40 ml wody podwdjnie destylowane;j.

*Swiezo przygotowany

3.2.1.7.3 Potwierdzanie obecnosci polimorfizmu metoda RFLP

W czasie klonowania bakteryjnego produktéw PCR niejednokrotnie
dochodzi do powstawania dodatkowych, niepozadanych mutacji
wprowadzanych przez polimerzg¢ Taq lub systemy bakteryjne. Istnienie
polimorfizmu wykrytego w sekwencjonowaniu posrednim potwierdzano
wykonaniem odpowiedniej technika RFLP (Tabela 4) na macierzystym
DNA genomowym sekwencjonowanych probek. W przypadku braku
zgodnosci  wynikébw RFLP 1 sekwencjonowania wykonywano
poréwnawcze RFLP amplikonéw otrzymanych odpowiednia metoda PCR
(Tabela 4) na matrycy probki DNA genomowego 1 pochodzacego od niej
insertu plazmidowego. Obecno$¢ zmiennosci jedynie w produkcie PCR
otrzymanym na bazie insertu plazmidowego potwierdzala, ze mutacja
wykryta sekwencjonowaniem jest wynikiem bi¢du klonowania, a nie

odpowiada istnieniu mutacji w DNA genomowym.

3.2.1.8 Genotypowanie

Wykryte polimorfizmy genotypowano z zastosowaniem techniki RFLP tak

jak to przedstawiono w Rozdziale 3.2.1.5 i Tabeli 4.
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3.2.1.9 Lokalizacja genowa

Wszystkie primery, amplikony i polimorfizmy zlokalizowano wzglgedem
sekwencji referencyjnej ,,Homo sapiens chromosome 1 genomic contig”
pobranej ze strony:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=NT_0

79484.

3.2.2 Badania autoimmunologiczne

3.2.2.1 Test skoérny surowicy autologicznej (ASST)

Test skorny surowicy autologicznej wykonano w podgrupie 88 chorych na
astme¢ lub pokrzywke. Krew zylna pobierano do jatowych, szklanych
probéwek bez dodatku akceleratora wykrzepiania i pozostawiano na 30
minut pozwalajac na utworzenie si¢ skrzepu. Surowic¢ oddzielano poprzez
odwirowanie (500 xg, 15 min). Nast¢pnie niezwtocznie wykorzystywano
0,05 ml jatowej, §wiezej surowicy autologicznej do wykonania préby
srodskornej. Surowice wstrzykiwano w dloniowa czgs¢ przedramienia.
Jako ujemna kontrolg wykonywano $rédskérne wstrzyknigcie 0,9% soli
fizjologicznej, a jako kontrol¢ dodatnia test punktowy z histamina.
Odczytow dokonywano po 15, 30 1 60 min. Za wynik dodatni
przyjmowano obecno$¢ babla o $rednicy wigkszej o co najmniej 1,5 mm od
srednicy babla w miejscu srodskornego podania kontrolnego roztworu soli

fizjologiczne;j.
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3.2.2.2 Test uwalniania histaminy z granulocytéw zasadochtonnych (BHR-

Test)

W celu klasyfikacji autoprzeciwcial przeciwko FceRI i(lub) IgE wykonano
test uwalniania histaminy z granulocytéw zasadochtonnych u 97 chorych
na pokrzywke lub astmg. Granulocyty zasadochtonne pochodzace od
zdrowego dawcy inkubowano z probkami surowicy pochodzaca od oséb
badanych w trzech rozcienczeniach: 50%, 25% i1 12,5%. Uwalnianie
histaminy (BHR) wyrazano jako procent catkowitej zawarto$ci histaminy
w badanej probce. Wynik testu uwazano za dodatni jezeli BHR

przekraczata 12%.

Testy ASST 1 BHR-T zostaly wykonane poza laboratorium, w osrodku
dysponujacym duzym doswiadczeniem w ich wykonywaniu (Laboratory of
Medical Allergology, Allergy Clinic, National University Hospital,
Kopenhaga, Dania) [107,143].

3.2.3 Badanie w kierunku nadwrazliwosci na aspiryng

U chorych z najmniejszymi podejrzeniami nadwrazliwosci na aspiryng
wykonywano badanie w  kierunku nadwrazliwosci na  kwas
acetylosalicylowy.  Doustng  préb¢  prowokacyjna z  aspiryna
przeprowadzano w ciagu dwoéch kolejnych dni. W pierwszym dniu
podawano co 1 godzing po jednej z 3 kapsulek zawierajacych placebo
(laktozg). Wtasciwa probg prowokacyjna wykonywano w drugim dniu
podajac co 1 godzing nastgpujace dawki kwasu acetylosalicylowego: 71
mg, 117 mg i 312 mg (dawka kumulacyjna 500 mg/dobg). FEV; i odczyny
skérne badano przed rozpoczgciem proby oraz co 15 minut az do uptywu 6

godzin od podania ostatniej dawki placebo lub kwasu acetylosalicylowego.
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Wynik préby uwazano za dodatni w przypadku zmniejszenia si¢ FEV; o co
najmniej 20% w poréwnaniu z wartoscia wyjsciowa i(lub) wystapienia
nasilonych objawéw pozaoskrzelowych (gtéwnie: wodnisty wyciek z nosa,
blokada nosa, zaczerwienienie skory twarzy i gornej czgsci klatki
piersiowej, obrzgk powiek, nudnosci 1 skurcze zotadka). Protokot
przeprowadzenia proby powstal w oparciu o uprzednio publikowane

[133,148,149].

3.2.4 Inne oznaczenia

3.2.4.1 Oznaczanie catkowitych st¢zen IgE w surowicy

W grupie chorych i w kontrolnej probie populacyjnej oznaczono catkowite
st¢zenie IgE w surowicy z zastosowaniem metody immunonefelometrii

lateksowej (Dade Behring, Marburg, Niemcy).

3.2.4.2 Inne badania laboratoryjne

W grupie chorych oznaczono w krwi pobranej na EDTA eozynofilig

bezwzgledna z zastosowaniem konwencjonalnej metody laboratoryjne;j.

3.3 Analiza statystyczna

Wiek przedstawiono jako srednig + standardowy btad Sredniej (SEM),
natomiast wartosci catkowite st¢zenia IgE w surowicy i eozynofilii
bezwzglednej jako mediang # rozstgp migdzykwartylowy (IQR), z
wyjatkiem stgzen IgE na Rycinie 27, podanych jako $rednia + SEM
warto$ci po transformacji logarytmicznej. Poréwnania statystyczne

wykonywano z zastosowaniem odpowiednio testu t-Studenta dla préb
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niezaleznych, testu chi® lub doktadnego testu Fishera. Rozktad catkowitego
stgzenie IgE w surowicy 1 eozynofilii bezwzglednej nie byl rozktadem
normalnym, dlatego przed wykonaniem poréwnan statystycznych dane te
poddano transformacji logarytmiczne;.

Faktyczne rozklady genotypow wszystkich badanych polimorfizméw
poréwnano z obliczonymi na podstawie reguly Hardy’ego-Weinberga. Do
obliczenia prawdopodobienstwa nieroOwnowagi sprzgzen 4 czgstych
polimorfizméw genu FCERIA, odtworzenia czgstosci haplotypowych,
obliczenia wartos$ci Fsr (odzwierciedlajacej sparowany dystans genetyczny)
oraz wykonania testu zréznicowania populacji (test nieprzypadkowego
rozktadu haplotypéw w prébach populacyjnych) zastosowano program
Arlequin  wersja  3.01 dostgpny na  stornie  internetowe;j

http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/ [150]. Do oceny zaleznosci

haplotypéw 4 czestych polimorfizméw FCERIA o nieznanej fazie
gametycznej i catkowitego st¢zenia IgE w surowicy zastosowano program
Qtphase, pozwalajacy na analiz¢ cech ilosciowych wzgledem genotypow
i(lub) haplotypéw u o0séb niespokrewnionych. Program ten umozliwia
wykonanie testow kondycjonujacych wzgledem wybranego markera
genetycznego, zarowno jako haplotypu, jak rowniez genotypu, jesli marker
ten wykazuje zalezno$¢ z cecha jakosciowa Ilub pozostaje w
nierownowadze sprzg¢zen z badanymi loci. Obliczenia te wykonano
niezaleznie w grupie chorych 1 populacyjnej grupie kontrolnej. Program
stanowi  cze$¢  pakietu = Unphased  dostgpnego na  stronie

http://portal.litbio.org/Registered/Option/unphased.html [151].
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4 Wyniki

4.1 Poszukiwanie zmiennos$ci genu FCERIA

4.1.1 Promotor proksymalny oraz eksony 1-5 (,,stare” regiony genu)

4.1.1.1 Promotor proksymalny

Badanie technika SSCP (,,SSCP-4”, region promotora proksymalnego) z
nastgpowym sekwencjonowaniem posrednim (i RFLP) potwierdzito
obecno$¢ dwoéch znanych wcezesniej polimorfizméw zlokalizowanych w
tym regionie genu (-335 C>T oraz —-66 T>C) [64,65]. Decydujac si¢ na
ujednolicenie  mianownictwa tych  polimorfizméw, zgodnie =z
miedzynarodowymi zaleceniami, ponumerowano je wzgledem miejsca
inicjacji translacji. W zwiazku z tym polimorfizm —66 T>C [65] okreslono
jako -95 T>C, natomiast polimorfizm -335 C>T [64] jako —-344 C>T.
Rycina 8 przedstawia fragment sekwencji genu FCERIA z zaznaczeniem

obu miejsc polimorficznych.

5721541
5721601
5721661
5721721
5721781
5721841
5721901
5721961

tataggatta
atgtttggta
tttctaagtt
tgtgctagac
ggagtggagt
tctaaagaaa
catttccttc

gtaagcacca

ttgtgaaaaa
ttcagtaatt
gtaaactaaa
ctatgcctct
aagtgggtaa
gaagcaaaac
tgctttttgg
ggagtccatg

taaatgaaat
agttgctgcet
tagttgtaca
ctctcaccag
atattaaatt
caggcacagc
ttttaagcct

aagaagatgg

atcagattta
gttttattct
cagattgaca
attccaggtg
gcccagttgg
tgatgggtta
atatttgaag

ctcctgceccat

tttaggataa
gcXctccecctt
gattaagaaa
tatatgtgga
gcaccatcct
accagatatg
ccttagatct

ggaatcccct

cacctggcat
gcatcccact
ggcttgtgat
ggtgggatag
gaatattatc
alacagaaaa
ctccagcaca

actctactgt

Rycina 8. Fragment genu FCERIA zawierajacy region promotora
proksymalnego i1 polimorfizmy zlokalizowane na jego obszarze. Na
niebiesko zaznaczono polimorfizm -344 C>T (,,X”), natomiast na
BZBBOAE polimorfizm —95 T>C (,,Y”). Na fZielond — miejsce inicjacji

translacji.
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4.1.1.2 Eksony 1-5

W dos$wiadczeniach ,,SSCP-5 (region ekson 1) oraz ,,SSCP-7" (ekson 3)
wykryto  pojedyncze zmiennosci (1/96) o obrazie rozdziatu
odpowiadajacym heterozygotom (Rycina 9, Rycina 10), jednak ze wzgledu
na ich niezwykta rzadkos$¢ nie byty one dalej badane.

W zakresie eksperymentéw ,,SSCP-6" (ekson 2), ,,SSCP-8” (ekson 4) i
»OSCP-9”  (region eksonu 5) nie stwierdzono obecnosci zadnych

zmiennoS$ci. Na Rycinie 11 pokazano przyktadowy wynik do$wiadczenia
»OSCP-67.

Rycina 9. Pojedyncza zmiennos¢ znaleziona w do§wiadczeniu ,,.SSCP-5".
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Rycina 10. Pojedyncza zmienno$¢ znaleziona w do$wiadczeniu ,,SSCP-7".

Rycina 11. Doswiadczenie ,,SSCP-6" — brak zmiennosci.
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4.1.2 Promotor dystalny oraz eksony 1A i 2A (,,nowe” regiony genu)

4.1.2.1 Promotor dystalny

Doswiadczenie ,,SSCP-1" nie wykazato obecnosci zmiennosci w zakresie

badanego regionu promotora dystalnego. Na Rycinie 12 pokazano

monomorficzny obraz eksperymentu ,,SSCP-1".

Rycina 12. Doswiadczenie ,,SSCP-1" — nie uwidoczniono obecnos$ci

Zmiennosci.

4.1.2.2 Ekson 1A

Eksperyment ,,SSCP-2”, obejmujacy region promotora dystalnego dat

ztozony wynik rozdziatu wskazujacy na obecno$¢ prawdopodobnie dwéch

polimorfizméw (obecno$¢ >3 réznych obrazéw rozdzialu). Rycina 13
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przedstawia przyklad takiego rozdzialu zawierajacy 4 rdézne wzorce

elektroforetyczne.

Rycina 13. Przyktad doswiadczenia ,,SSCP-2” zawierajacy 4 r6zne wzorce

rozdziatu (,,17-,4").

Co ciekawe, sekwencjonowanie posrednie tego fragmentu wykazato jednak

obecno$¢ 5 r6znych mutacji (Rycina 14).
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f:‘:\}(ﬁl\ ;’Cﬁ__&; /:/\’“ L’ M

AGTGATCTT TATCAAAGAGAG

—18803 A>G —18674/—18675 delAA

I\ / \ N .'ﬁ" / \‘.
AEX /\_4 SCOSAIAK

AGTGGTCTT TATCAGAGAG
. l’r'\_,n/\ .
Moo D0 X NA.
GGACATTG CTCATAAA CTACA
—18632 A>T —18583 T>A —18483 A>(C

o~ e AN\ A s
o 0y OO

GGACTTTG CTCTTAAA T CCTCCA

Rycina 14. Mutacje znalezione w wyniku sekwencjonowania klonéw

wybranych w oparciu o eksperyment ,,SSCP-2”.

Rycina 15. Genotypowanie polimorfizmu —18674/-18675 delAA metoda
RFLP (,,RFLP-5").
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Jak si¢ jednak okazato, jedynie 2 (-18674/-18675 delAA, ,RFLP-5"; —
18483 A>C, ,RFLP-8”) sposrod wykrytych 5 mutacji uzyskaty

potwierdzenie w badaniu RFLP prébek DNA genomowego (Rycina 15,
Rycina 16).

Rycina 16. Genotypowanie polimorfizmu —18483 A>C metoda RFLP
(,,RFLP-87). ,M” — marker dtugosci DNA pBR322 DNA/Alul.

W zwigzku z tym, rozwazajac mozliwos¢ powstania pozostatych 3 mutacji
(-18803 A>G, —18632 A>T, —18583 T>A) wskutek btedéw klonowania,
dokonano w ich przypadku poré6wnawczego RFLP produktéw amplifikacji
na matrycy macierzystych prébek DNA genomowego oraz na matrycy
insertéw plazmidowych (-18803 A>G, ,RFLP-4”; —-18632 A>T, ,,RFLP-
6”; —-18583 T>A, ,RFLP-7”). We wszystkich trzech przypadkach
potwierdzono bakteryjne pochodzenie mutacji, poniewaz w kazdym z nich
technika RFLP potwierdzita istnienie mutacji tylko w jednym z insertéw, a
wykluczyla jej istnienie w jego macierzystym DNA genomowym (Rycina

17, Rycina 18, Rycina 19).

51



Rycina 17. Poréwnawcze RFLP (,,RFLP-4") produktéw amplifikacji na
matrycy macierzystych probek DNA genomowego (,,1”1,,2”) oraz na
matrycy insertéw plazmidowych (,,A”—,,D”’). Obecnos¢ mutacji —18803
A>G (,,*”) wykazano jedynie w insercie plazmidowym, w ktérym zostata

ona wykryta podczas sekwencjonowania.

Rycina 18. Poréwnawcze RFLP (,,RFLP-6") produktéw amplifikacji na
matrycy macierzystych probek DNA genomowego (,,1”1,,2”) oraz na
matrycy insertéw plazmidowych (,,A”—,,D”’). Obecno$¢ mutacji —18632
A>T (,,*”) wykazano jedynie w insercie plazmidowym, w ktérym zostata

ona wykryta podczas sekwencjonowania.
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Rycina 19. Poréwnawcze RFLP (,,RFLP-7”) produktéw amplifikacji na
matrycy macierzystych probek DNA genomowego (,,1”1,,2”") oraz na
matrycy insertéw plazmidowych (,,A”—,,D”’). Obecnos¢ mutacji —18583
T>A (,,*”) wykazano jedynie w insercie plazmidowym, w ktérym zostata

ona wykryta podczas sekwencjonowania.

Rycina 20 przedstawia fragment genu FCERIA zawierajacy sekwencje
eksonu 1A wraz z dwoma potwierdzonymi miejscami polimorficznymi (—
18674/-18675 delAA, -18483 A>C). Genotypy tych dwdch
polimorfizméw otrzymane technika RFLP (-18674/-18675 delAA,
,»RFLP-57; —18483 A>C, ,RFLP-8”) z okazaly si¢ zgodne z obrazami
SSCP (,,SSCP-2”). Na przyktad obrazy ,1°-,4” na Rycinie 13
odpowiadaty nastgpujacym kombinacjom genotypéw —18674/-18675
delAA +—18483 A>C: ,1” -1 + AC, ,;2” - Il + CC, ,,;3” — ID + AC oraz
47 — 11 + AA (gdzie ”I” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-
18675, podczas gdy ,,D” oznacza brak tej sekwencji).
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5703121
5703181
5703241
5703301
5703361
5703421
5703481
5703541

aaaagcactc
gtgatcttta
tgtattcaag
tctctaatat
tcatttggcet
agagctgtgt
agatcatcct

gctggtctca

gctgcttctg
aaaggcatga
aggcatttac
cXXagagagc
tgagaagtgg
atatttattt
tttgagaatt

agaatttcat

accttggcaa
aaggactgag
aacggaagca
ctcaaattgt
cccagggaaa
tccccaagga
cctflcatget

tagaaatgtg

taggaaggag
tctactcaga
aaaacacaca
tgctatgttc
aaaatacagt
gaagagaatc
actaagaggt

ggtcgctgat

aaggaagcac
gaaagcaggt
aaatgagaaa
ctgaggcttg
ctcttaaact
cctctgccce

aaggaaggta

gaaggagatg

tttccagata
gaaaaaacct
aatccagttc
ggacattggc
gcagatttca
aagtctcctg
gaacctgaag

ttttcatttg

Rycina 20. Fragment genu FCERIA zawierajacy sekwencjg¢ eksonu 1A (na

czerwono) 1 wykryte w jego obszarze polimorfizmy. Na z6tto zaznaczono
polimorfizm —18674/—18675 delAA (,XX"), natomiast na [N
polimorfizm —18483 A>C (,,Y”).

Rycina 21. Przyktad zmiennos$ci obserwowanej w do§wiadczeniu ,,SSCP-

3”.
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4.1.2.3 Ekson 2A

Badanie metoda SSCP (,,SSCP-3") przeprowadzone w zakresie regionu
eksonu 2A dalo obraz odpowiadajacy najprawdopodobniej obecnosci
jednego, dos$¢ rzadkiego polimorfizmu (Rycina 21). Przeprowadzone
nastgpnie sekwencjonowanie posrednie wykazalo obecno$ci mutacji —
12663 A>G zlokalizowanej niedaleko konca 5° eksonu 2A (Rycina 22).
RFLP (,,RFLP-3”) probek macierzystych DNA genomowego potwierdzito

obecnos¢ tego polimorfizmu (Rycina 23).

Rycina 22. Obraz sekwencjonowania mutacji wykrytej na podstawie

eksperymentu ,,SSCP-3”.

Rycina 23. Genotypowanie polimorfizmu —12663 A>G metoda RFLP

(,,RFLP-3”).Na Rycinie 24 pokazano mutacj¢ —12663 A>G w kontekscie
eksonu 2A.
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5709241 gtctcattgg agttattagg cacaatcaaa tctaattaat tttgatttta taaaattaat
5709301 caatttaatt ttatcttctg ttcXaaattc ttttcag

5709361 gtaag tttatggctc cagtggcttg ttatgtgttg ggaggtaaag
5709421 ggtgatggcc acactactca catccctccc tcttccagat atcagcccct tccttgagag

Rycina 24. Fragment genu FCERIA zawierajacy sekwencj¢ eksonu 2A (na
) 1 wykryty na jego obszarze polimorfizm. Na z6tto zaznaczono

polimorfizm —12663 A>G (,,X”).

4.2 Genotypowanie

Rozktady genotypéw w przypadku wszystkich badanych polimorfizméw
nie odbiegaly od obliczonych w oparciu o regut¢ Hardy’ego-Weinberga na

podstawie czgstosci allelicznych (wszystkie P >0,05).

4.2.1 Genotypowanie — polimorfizmy czgste (—18674/-18675 delAA, —
18483 A>C, -344 C>T 1-95 T>C)

Rozktady genotypow i czgstosci alleliczne byly w przypadku kazdego z
polimorfizméw: —18674/-18675 delAA, —18483 A>C, -344 C>T i -95
T>C zblizone w grupie pacjentéw z alergia i w populacyjnej grupie
kontrolnej (wszystkie P >0,05). Szczegétowe dane (rozktady genotypow i

czestosci alleliczne) przedstawiono w Tabeli 6.

4.2.2 Genotypowanie — polimorfizm rzadki (-12663 A>G)

Allel rzadszy polimorfizmu —-12663 A>G (G) stwierdzono jedynie w

formie heterozygotycznej u 3/96 (czgstos¢ 0,015) pacjentdw z alergia oraz

4/96 (czestos¢ 0,02) os6b z kontrolnej grupy populacyjnej (P = 1,0).
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Tabela 6. Rozktad genotypéw oraz czgstosci alleliczne polimorfizméw —18674/-18675 delAA, —18483 A>C, —344

C>T1-95 T>C.
Polimorfizm Chorzy na choroby alergiczne (n = 154) Populacyjna grupa kontrolna (n = 154) P
Dystrybucja genotypdéw, n (%)  Czgstos¢  Dystrybucja genotypdw, n (%)  Czgstos$¢
allelu allelu
rzadszego rzadszego
—18674/-18675 I ID DD D I ID DD D
delAA* 109 (70,8) 41(26,6) 4(2,6) 0,16 107 (69,5) 42 (27,3) 5(3.2) 0,17 0,93
—18483 A>C AA AC CC C AA AC CC C
42 (27,3) 76(49,3) 36(23,4) 0,48 52(33,8) 73(47.4) 29(18,8) 0,43 0,39
=344 C>T CC CT TT T CcC CT TT T
46 (29,9) 74 (48,00 34(22,1) 0,46 56 (36,4) 69 (44,8) 29 (18.,8) 0,41 0,46
95 T>C TT TC CC C TT TC CC C

83(53,9) 59(38,3) 12(7.8) 0,27 84 (54,6) 55(@35,7) 1509,7) 0,28 0,77

*”I” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy ,,D” oznacza brak tej sekwencji.
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4.2.3 Genotypowanie — analiza haplotypowa 4 czg¢stych polimorfizméw (—

18674/-18675 delAA, —18483 A>C, 344 C>T 1-95 T>C)

W zwiazku z nieznang faza gametyczng obliczenie doktadnych miernikow
nieréwnowagi sprzezen (D, D’ oraz r°) nie byto mozliwe. W wykonanym
teScie prawdopodobienstwa wykazano jednak, iz w obu grupach badanych
wszystkie 4 polimorfizmy (—18674/-18675 delAA, —18483 A>C, -344
C>T 1 -95 T>C) pozostawaly wzgledem siebie w nieréwnowadze sprzgzen
(sprzezenie istnialo pomig¢dzy dowolna para z tych 4 polimorfizméw) o
duzym prawdopodobienstwa (wszystkie P <0,0002) cho¢ o nieznanej

wielkosci (Tabela 7).

Tabela 7. Sprz¢zenia pomigdzy poszczegdlnymi polimorfizmami —-18674/—
18675 delAA, —18483 A>C, -344 C>T 1 -95 T>C (grupa pacjentow za
alergia/ kontrolna grupa populacyjna).

-18674/-18675 —18483 A>C -344 C>T -95 T>C
delAA*
—18674/-18675 x +/+ +/+ +/+
delAA*
—18483 A>C +/+ X +/+ +/+
-344 C>T +/+ +/+ X +/+
-95 T>C +/+ +/+ +/+ X

+, sprz¢zenie pomi¢dzy danymi 2 polimorfizmami przy P <0,0002.
*”1” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy

,,D”” oznacza brak tej sekwencji.
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Przeprowadzona rekonstrukcja haplotypow wykazata istnienie 8
mozliwych haplotypéw (Tabela 8). Zaréwno wartos¢ Fsr (Fst = 0,0001; P
= 0,35), jak i test doktadny czgstosci haplotypéw (P = 0,91) wykazaty brak
statystycznie znamiennych réznic pomigdzy grupa chorych z chorobami
alergicznymi 1 populacyjna grupa kontrolng. ROwniez poréwnanie prostym
test chi’ czestosci przewidywanych haplotypéw nie wykazato réznic

pomig¢dzy oboma grupami (P = 0.52).

Tabela 8. Szacowany rozktad haplotypéw przy znanych genotypach w loci
-18674/-18675 delAA, —18483 A>C, -344 C>T 1-95 T>C.

Haplotyp Chorzy na choroby  Populacyjna
alergiczne grupa kontrolna
(n=154) (n=154)
—18674/—- -18483 344 -95 =n =~ % =n = %
18675 A>SC C>T T>C
delAA*
Htl D C C T 1 0,004 - -
Ht2 D C C C - - 1 0,003
Ht3 D C T T 48 0,155 51 0,166
Ht4 I A C C 83 0,269 84 0,273
Ht5 I A C T 74 0,240 90 0,292
Ht6 I A T T 3 0,010 3 0,010
Ht7 I C C T 8 0,025 6 0,020
Ht8 I C T T 91 0,296 72 0,237
Suma 308,0 100 308,0 100

*”1” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy

,,D”” oznacza brak tej sekwencji.
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4.3 Cztery czeste polimorfizmy genu FCERIA (-18674/-18675 delAA, —
18483 A>C, -344 C>T 1 -95 T>C) a catkowite st¢zenie IgE w surowicy i

eozynofilia bezwzgledna

4.3.1 Analiza oddzielna

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata, ze w grupie chorych na
choroby alergiczne osoby z genotypem —344 TT miaty wigksze catkowite
stgzenia IgE w surowicy (158,7 £ 330,0 IU/ml) niz nosiciele allelu —344 C
(101,0 £ 213,8 IU/ml; P = 0,008) (Tabela 9, Rycina 25). Zaleznos¢ ta nie
wystgpowata w kontrolnej grupie populacyjnej (odpowiednio 18,5 + 51,9
IU/ml vs 33,7 £ 86,6 IU/ml; P = 0,46) (Tabela 9, Rycina 25). W grupie
pacjentow chorych na choroby alergiczne, catkowite st¢zenia IgE w
surowicy byly wigksze takze u osob z genotypem —18483 CC (156,9 +
329,9 1U/ml) niz u nosicieli allelu —18483 A (101,0 £ 213,8 IU/ml) (Tabela
9, Rycina 26). Zalezno$¢ ta nie osiagngla jednak istotnosci statystycznej (P
= 0,06) 1 nie wystgpowata w kontrolnej grupie populacyjnej (odpowiednio
18,5 + 53,0 IU/ml vs 33,7 £ 79,1 1IU/ml; P = 0,46) (Tabela 9, Rycina 26).
Polimorfizmy -18674/-18675 delAA 1 -95 T>C nie wykazywaly
zaleznosci z catkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy (wszystkie P >0,95)
(Tabela 9). Zaden z 4 polimorfizméw (—18674/-18675 delAA, —18483
A>C, =344 C>T 1 -95 T>C) nie wykazywal zaleznoSci z wartoSciami

eozynofilii bezwzglednej (wszystkie P >0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9. Zmienno$¢ genetyczna genu FCERIA a calkowite stgzenia IgE

w surowicy i eozynofilia bezwzgledna.

Polimorfizm Grupa Chorzy na choroby alergiczne Populacyjna grupa
(grupa genotypowa kontrolna
genotypowa) polimorfizmu Eozynofilia Calkowite stgzenie Calkowite st¢zenie
bezwzgledna (/ul)  IgE w surowicy IgE w surowicy
(IU/ml) (IU/ml)
—18674/-18675
delAA*
I 174,0 + 374,0 119,0 + 227.,5 26,5+79,2
ID + DD 150,0 + 228,5 138,5 +£394,3 37,3 +80,5
P 0,29 0,77 0,94
—18483 A>C
AA + AC 193,0 £ 301,3 101,0 +213,8 33,7+£79,1
CcC 126,7 £256,2 156,9 +329,9 18,5 £ 53,0
P 0,1 0,06 0,56
=344 C>T
CC+CT 168,5 £296,0 100,0 +215,9 33,7 £ 86,6
TT 149,5 £312,0 158,7 +330,0 18,5+51,9
P 0,29 0,008 0,46
95 T>C
TT 161,2 £312,0 138,5 +254,8 30,9 £ 80,7
TC + CC 168,5 £294,3 115,5 +280,3 28,5+694
P 0,37 0,45 0,55

*71” oznacza obecno$¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy

,,D”” oznacza brak tej sekwencji.
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200 - P =0,008
180 -
160 -
140 -
120 1 100,0+2159
100 -
80 -
60 -
40 ~
20 -

I 1
158,7 £330,0

33,7866

w surowicy (IU/ml)

Catkowite stezenie IgE

18,56+51,9

CC+CT T CC+CT T

Pacjenci z alergig PoPu;zﬁst’:gfngruPa

Rycina 25. Polimorfizm —344 C>T i calkowite stezenia IgE w surowicy w

grupie chorych z alergia i w kontrolnej grupie populacyjne;.

200 - P =0,06
180
160
140
120
100
80
60
40
20

I 1
156,9 £329,9

101,01£213,8

33,7791

w surowicy (IU/ml)

Calkowite stezenie IgE

18,5+ 53,0

AA + AC cC AA+AC cC

Populacyjna grupa

Pacjenci z alergia kontrolna

Rycina 26. Polimorfizm —18483 A>C i catkowite st¢zenia IgE w surowicy

w grupie chorych z alergia i w kontrolnej grupie populacyjne;.
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4.3.2 Analiza haplotypowa

Testy zaleznosci haplotypowych ujawnity korelacjg¢ catkowitego stezenia
IgE w surowicy jedynie z polimorfizmem -344 C>T. Calkowite st¢zenie
IgE w surowicy skontrastowane wzgledem haplotypéw polimorfizmu —344
C>T wykazywalo w tescie kondycjonujacym zaleznosci pozostatych trzech
polimorfizméw (—18674/-18675 delAA, —18483 A>C i -95 T>C) jedynie
tendencjg statystyczna (P = 0,08). Jednakze w przypadku kondycjonowania
polimorfizméw —18674/-18675 delAA, —18483 A>C i -95 T>C wzgledem
genotypu polimorfizmu -344 C>T zalezno$¢ ta osiagata istotnos¢
statystyczng (P = 0,013). Zaleznos¢ w tescie kondycjonujacym
polimorfizméw —18674/-18675 delAA, —18483 A>C 1 -95 T>C osiagata
znaczng istotno$¢  statystyczna przy skontrastowaniu wzgledem
przeciwstawnych homozygot —344 CC vs. =344 TT (108,9 vs. 196,3 TU/ml;
P = 0,002) oraz heterozygot i homozygot zmutowanych, tj. -344 CT vs. —
344 TT (91,8 vs. 196,3 IU/mL; P< 0,001), ale nie byla istotna w przypadku
heterozygot 1 homozygot dzikich (-344 CT vs. =344 CC; P >0,05).
Statystycznie istotnych zaleznosci nie obserwowano w analogicznych
testach przeprowadzonych w populacyjnej grupie kontrolnej (wszystkie P
>0,05). Na Rycinie 27 przedstawiono $rednie calkowite st¢zenia IgE w
surowicy dla najczestszych haplotypow (wystepujacych z czgstoscia >3%
w obu badanych grupach) kondycjonowanych wzglgdem genotypu
polimorfizmu —-344 C>T.
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TT-I-C-T

CT-I-C-T
CT-I-AT
CC-I-AT
1,2 1,5 1,8 2,1 24 2,7
A log IgE
7.4%
TT-I-C-T 11.4%
9.7%
CT-I-C-T 13.1%
8.7%
CT-I-AT 13.4%
17.1%
CC-I-AT 16.8%
1,2 1,5 1,8 2,1 24 2,7
B log IgE

Rycina 27. Srednie catkowite stezenia IgE (warto$é logarytmowana +
SEM) dla najczesciej wystepujacych (o czgstosci >3%) haplotypdéw dla loci
—18483 A>C, —18674/-18675 delAA 1 -95 T>C kondycjonowanych
wzgledem genotypu polimorfizmu —344 C>T u pacjentéw z alergia (,,A”) 1
w populacyjnej grupie kontrolnej (,,B”). Sekwencje kondycjonowanych
haplotypow (XX-Y-Z-T) podano jako genotyp polimorfizmu —344C>T
(XX) oraz haplotypowe warianty polimorfizméw —18674/-18675 delAA
(Y), 18483 A>C (Z) 1-95 T>C (T). ’I” oznacza obecnos¢ sekwencji AA
w loci —18674/-18675, podczas gdy ,,D” oznacza brak tej sekwencji.
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4.4 Zmienno$¢ genetyczna genu FCERIA a zjawiska autoimmunologiczne

W przypadku Zadnego z 4 czgstych badanych polimorfizméw (—18483
A>C, —-18674/-18675 delAA, -344 T>C 1 —-95 T>C) nie obserwowano
istotnych zaleznoSci pomigdzy genotypem a wynikami testu skérnego
surowicy autologicznej (ASST) 1 testu uwalniania histaminy z
granulocytéw zasadochtonnych (BHR-Test) (wszystkie P >0,05) (Tabela
10).

Tabela 10. Polimorfizmy genu FCERIA a wyniki testow w kierunku
autoreaktywnosci przeciwko IgE i(lub) receptorowi IgE o wysokim
powinowactwie (FceRI).

Polimorfizm ASST Test BHR
(grupa genotypowa) dodatni (+) ujemny (-) dodatni (+) ujemny (-)
—18674/-18675 delAA*
I 29 36 41 26
ID + DD 11 12 13 17
P=0,79 P=0,1
—18483 A>C
AA + AC 32 36 40 33
CC 8 12 14 10
P=0,76 P=0,76
-344 C>T
CC+CT 33 37 41 34
TT 7 11 13 9
P=0,53 P=0,71
95 T>C
TT 22 26 27 28
TC + CC 18 22 27 15
P=0,89 P=0,14

*”1” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy
,,D”” oznacza brak tej sekwencji.

BHR, test uwalniania histaminy z granulocytéw zasadochtonnych; ASST,
test skorny surowicy autologiczne;j.
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W przypadku polimorfizmu —12663 A>G jeden z 3 nosicieli allelu G miat
wynik dodatni testu skérnego surowicy autologicznej, drugi mial wynik

dodatni testu uwalniania histaminy, a trzeci mial oba te wyniki ujemne.

4.5 Nadwrazliwos¢ na aspiryng a polimorfizmy genu FCERIA

Zaden z 4 czestych polimorfizméw genu FCERIA (—18483 A>C, —18674/-
18675 delAA, -344 C>T i 95 T>C) nie wykazywat zalezno$ci z
nadwrazliwo$cia na aspiryng (wszystkie P >0,05). Dystrybucj¢ cechy

wzgledem genotypow tych polimorfizméw przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Zmienno$¢ genetyczna FCERIA a nadwrazliwos¢ na aspiryng.

Polimorfizm Nadwrazliwo$¢ na aspiryng

- +

—18674/-18675 delAA*

II 71 38

ID 28 13

DD 1 3
-18483 A>C

AA 29 13

AC 47 29

ccC 24 12
-344 T>C

ccC 31 15

CT 46 28

TT 23 11
-95 T>C

TT 49 34

TC 42 17

CC 9 3

*”1” oznacza obecnos¢ sekwencji AA w loci —18674/-18675, podczas gdy
,,D”” oznacza brak tej sekwencji.
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Co ciekawe, u wszystkich trzech nosicieli rzadkiego allelu polimorfizmu —

12663 A>G z grupy chorych z alergia potwierdzono nadwrazliwos$¢ na

aspiryng.
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5 Dyskusja

5.1 Poszukiwanie zmiennosci genu FCERIA

Jak dotad zmiennos$ci genetycznej FCERIA poswigcono tylko trzy badania
[64—-66], z czego jedynie w dwdch poszukiwano nowych wariantéw genu
[64,65]. Poznano dotad cztery polimorfizmy genu FCERIA, wszystkie
zlokalizowane w obszarze promotora proksymalnego [8,64—66].

Hasegawa i wsp. [65] przeprowadzili w populacji japonskiej badanie w
kierunku obecnosci mutacji metoda bezposredniego sekwencjonowania w
rejonie okoto 160 pz promotora proksymalnego oraz regionu eksonu 1,
znajdujac jeden polimorfizm pojedynczego nukleotydu: —66 T>C (-95
T>C) [65]. Z kolei Shikanai 1 wsp. [64] dokonali u obywateli USA
pochodzenia europejskiego i Afro-Amerykanéw przesiewowego badania w
kierunku zmienno$ci genetycznych w zakresie >1000 pz promotora
proksymalnego oraz eksonéw 1-5 metoda SSCP 2z nastgpowym
sekwencjonowaniem wybranych probek [65]. Odkryli obecnos¢ trzech
mutacji w zakresie promotora proksymalnego: —770 A>C, -664 G>A i —
335 T>C (-344 C>T) oraz brak mutacji zmieniajacych sekwencj¢
aminokwasowa w zakresie badanych eksonéw 1-5 [65]. Wsp6tobecnos¢
polimorfizméw —95 T>C 1 -344 C>T wykazano w populacji koreanskiej
[66]. Co ciekawe, Shikanai 1 wsp. [64] nie wykryli w badanych grupach
obywateli USA pochodzenia europejskiego i Afro-Amerykanéw obecnosci
polimorfizmu -95 T>C, cho¢ region go zawierajacy byl objety zakresem
badania SSCP [65]. Moglo to sugerowac réznice rasowe, nie w czgstosci,
ale w fakcie wystgpowania polimorfizmu -344 C>T pomigdzy
obywatelami USA pochodzenia europejskiego 1 Afro-Amerykanami a

Koreanczykami.
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Pierwszym celem etapu przesiewowego niniejszego badania bylo
potwierdzenie poprzednich obserwacji dotyczacych regionu promotora
proksymalnego oraz eksonéw 1-5 [64,65], w tym weryfikacja obecnosci
polimorfizmu -95 T>C u os6éb pochodzenia europejskiego. Otrzymane
wyniki potwierdzity wspétistnienie obu tych polimorfizméw (-95 T>C 1 —
344 C>T) w populacji polskiej. Zatem wydaje sig, ze badanie Shikanai’ego
1 wsp. w zakresie omawianego fragmentu promotora proksymalnego miato
zbyt mata czuto$¢ [64]. Jest to mozliwe w przypadku badania metoda
SSCP, ktére wykazuje dobra swoistos¢ w zakresie wykrywania mutacji
(czasem obraz SSCP pozwala nawet na genotypowanie), jednak moze nie
by¢ wystarczajaco czule by uchwyci¢ wszystkie istniejace w analizowanym
fragmencie mutacje. Te ograniczenia dotycza takze niniejszego badania. Z
drugiej strony, zastosowana w niniejszym badaniu metodologia pozwala na
potrdjne potwierdzenie obecnosci wykrytych mutacji: obrazem SSCP,
wynikami sekwencjonowaniem i RFLP. W zakresie eksonéw 1 i 3 wykryto
w SSCP po jednej pojedynczej 1 bardzo rzadkiej zmiennosci (oba 1/96),
ktore nie byty one dalej sekwencjonowane. Potwierdza to wyniki uzyskane
w zakresie eksonu 1 przez Hasegawe i wsp [65] oraz przez Shikanai’ego i
wsp. [64] w zakresie eksondow 1-5.

Drugim celem etapu przesiewowego niniejszego badania bylo
poszukiwanie zmiennosci w zakresie nowych 1 jak dotad nie badanych w
tym kierunku regionéw genu FCERIA, a mianowicie promotora dystalnego
oraz eksonéw 1A i 2A [50-52]. Otrzymane wyniki sugeruja znaczna
konserwatywnoS$¢ promotora dystalnego — w tym rejonie genu nie
stwierdzono metoda SSCP obecnos$¢ zadnej zmienno$ci u 96 badanych
osOb. W obszarze eksonu 1A obserwowano natomiast istnienie 2 czg¢stych
polimorfizméw: jednego polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (—18483
A>C) i jednej delecji dwunukleotydowej (—18674/-18675 delAA). Te dwa

polimorfizmy stanowia oryginalne odkrycie i nigdy wcze$niej nie byty
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publikowane. Ekson 2A okazat si¢ strukturalnie konserwatywny, niemnie;j
jednak niedaleko konca 5° eksonu 2A stwierdzono obecnos¢ rzadkiego
polimorfizmu -12663 A>G. Istnienie tej mutacji rOwniez nie bylo

wczesniej relacjonowane.

5.2 Czgstosci wariantéw allelicznych genetycznych FCERIA

Allel rzadki polimorfizmu -344 C>T wystgpowal w badanej grupie
chorych z czgstoscia 0,46 natomiast w grupie populacyjnej z czestoscia
0,43 1 r6znica ta nie byla statystycznie istotna.

W badaniu Shikanai’ego i wsp. [64] czgstos¢ alleliczne wynosity w grupie
chorych na astm¢ i w grupie kontrolnej odpowiednio obywateli USA
pochodzenia europejskiego 0,423 1 0,445, natomiast w przypadku Afro-
Amerykanéw odpowiednio 0,146 i 0,161. Réznice czgstosci allelicznych
pomigdzy chorymi na astmg i zdrowymi osobami z grupy kontrolnej nie
byly statystycznie znamienne [64]. Rodznice czgstosci allelicznych
pomigdzy grupami o odmiennym pochodzeniu byly natomiast statystycznie
istotne zaréwno w przypadku chorych na astme, jak i zdrowej grupy
kontrolnej [64]. Zatem, czegstosci alleliczne polimorfizmu -344 C>T
uzyskane przez nas sa zblizone do uzyskanych u obywateli USA
pochodzenia europejskiego, a r6znig si¢ od otrzymanych w grupach Afro-
Amerykan6éw, podobnie jak w przypadku badania Shikanai’ego 1 wsp [64].
Allel C polimorfizmu —-344 C>T wystgpowal rzadziej takze w badanych
grupach Koreanczykéw [66]. U Koreanczykéw chorych na pokrzywke z
nadwrazliwos$cia na aspiryne, pokrzywke bez nadwrazliwosci na aspiryng i
w zdrowej grupie kontrolnej czgstosci te wynosily odpowiednio: 0,252,

0,15310,178 [66].
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Wariant rzadki polimorfizmu —95 T>C wystgpowat w niniejszym badaniu z
czestoscig 0,27 u chorych oraz 0,28 w populacyjnej grupie kontrolnej, a
réznica ta nie byla statystycznie znamienna. W populacji japonskiej, u oséb
chorych na atopowe zapalenie skory, allel rzadszy tego polimorfizmu
wystgpowatl z czgstoscia 0,019, natomiast w zdrowej grupie kontrolnej
0,125 [65]. Roéznica ta byta statystycznie istotna [65]. W zadnej z grup nie
obserwowano wystgpowania homozygot -95 CC [65]. W populacji
koreanskiej réwniez nie stwierdzono obecno$ci homozygot —95 CC [66].
W badaniu Bae i wsp. [66], allel rzadki polimorfizmu —95 T>C wystgpowat
z czgstoscia 0,062 w grupie chorych na pokrzywke aspirynowa, 0,016 w
grupie oséb chorych na pokrzywke bez nadwrazliwosci na aspiryng oraz
0,05 w zdrowej grupie kontrolnej. W przypadku obu populacji z krajow
Dalekowschodnich, czgstosci allelu rzadkiego byly zatem nizsze niz w

aktualnym badaniu w populacji polskiej [65,66].

Czestosci alelliczne polimorfizméw —18483 A>C 1 —18674/-18675 delAA

byly nie wykazywaly r6znic pomi¢dzy badanymi przez nas grupami.

W przypadku badania japonskiego [65], polimorfizm —95 T>C wykazywat
odmienne rozktady genotypowe pomigdzy grupa chorych na atopowe
zapaleniem skory 1 zdrowa grupa kontrolna. W badaniu koreanskim [66],
polimorfizmy -95 T>C 1 -344 C>T wykazywaly zaleznos¢ z pokrzywka
aspirynowa (Rozdziat 5.3). Nie znaleziono réznic w rozktadach
genotypowych 1 czgstosciach allelicznych pomigdzy grupa chorych i
kontrolng grupa populacyjna w przypadku zadnego z czterech omawianych
polimorfizméw (-95 T>C, -344 C>T, -18483 A>C i —18674/-18675
delAA). Nie nalezy jednak wyciggaC na tej podstawie wnioskdw odno$nie
zalezno$ci migdzy badanymi polimorfizmem a poszczeg6lnymi chorobami

(astma, pokrzywka, alergiczny niezyt nosa) wchodzacymi w sktad badanej
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grupy chorych. Grupie tej celowo nadano charakter heterogenny, co miato
zwigkszaC szanse na znalezienie mutacji mogacych w sposéb szczegdlny
sprzyja¢ ktoérej§ z choréb. Nie mozemy tez przeprowadzi¢ adekwatnych
analiz dla poszczeg6lnych podgrup chorych (astma, pokrzywka, przewlekly
alergiczny niezyt nosa) ze wzgledu na ich mata liczebnos¢. Nasze wyniki
nie moga by¢ zatem traktowane jako wykluczajace mozliwos¢ zaleznosSci
migdzy omawianymi polimorfizmami a chorobami wyst¢pujacymi u 0séb
w badanej grupie. W celu zbadania takich zalezno$ci nalezy bowiem
przeprowadzi¢ badania na wigkszych i $cislej dobranych (jedna choroba,

jedna etiologia) grupach chorych.

Takze rozklady haplotypow obliczonych dla czterech czgstych
polimorfizméw FCERIA (-95 T>C, -344 C>T,-18483 A>C 1 —18674/-
18675 delAA) byty zblizone w obu badanych przez nas grupach.

Wariant zmutowany polimorfizmu —12663 A>G wystgpowal praktycznie
rownie rzadko w obu badanych przez nas grupach pod katem tej mutacji

grupach. Mozna zatem sadzi¢, Ze jego rola patogenetyczna jest znikoma.

5.3 Zmiennos$¢ genetyczna FCERIA i nadwrazliwos$¢ na aspiryng

Nadwrazliwo$¢ na aspiryng wystepuje u okoto 10% chorych na cigzka
posta¢ astmy [152,153]. Co ciekawe, relacjonowano takze wystgpowanie
atopii u 70% chorych na astme¢ aspirynowa [152,153]. Ponadto, u chorych
na pokrzywke aspirynowa zidentyfikowano obecno$¢ autoprzeciwciat
przeciwko FceRI i(lub) IgE [130], z ktérych przynajmniej czg$¢ posiada
zdolnos¢ wywolywania degranulacji komoérek tucznych i granulocytéw

zasadochtonnych [107,108,130,140-145]. Rola powyzszych obserwacji w
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etiologii 1 patogenezie nadwrazliwosci na aspiryng¢ pozostaje jednak
niewyjasniona.

Biorac pod uwage opisane powyzej powiagzania pomigdzy atopia, IgE i
FceRI [130,152,153] a nadwrazliwo$cia na aspiryng¢ zasadne wydaje sig
poszukiwanie mozliwych zaleznoSci migdzy wariantami allelicznymi genu
kodujacego podjednostke FceRlo (FCERIA) a sklonnoscia do
nadwrazliwosci na NLPZ.

Istnieje tylko jedno opublikowane badanie dotyczace zmiennosci genu
FCERIA w kontek$cie nadwrazliwos$ci na aspiryng [66]. Bae i wsp. [66]
stwierdzili czgstsze wystgpowanie allelu —344 T u chorych na pokrzywke
aspirynowa niz w grupach chorych na pokrzywke bez nadwrazliwos$ci na
aspiryn¢ 1 u o0s6b zdrowych. W tym samym badaniu, allel -95 C
wystgpowat czgsciej w grupie chorych na pokrzywke z nadwrazliwoscia na
NLPZ niz w grupie chorych bez nadwrazliwosci [66].

W niniejszym badaniu nie stwierdzono zadnych réznic w rozktadach
genotypoéw czterech czgstych polimorfizméw FCERIA (-95 T>C, -344
C>T, —18483 A>C 1 —18674/-18675 delAA) migdzy grupami chorych z i
bez nadwrazliwo$ci na kwas acetylosalicylowy. Takie wyniki pozostaja
zatem w sprzecznosci z wynikami uzyskanymi przez Bae 1 wsp [66].
Wiarygodna analiza cechy wzgledem genotypu w podgrupach chorych na
astm¢ 1 pokrzywke nie jest jednak w aktualnym badaniu mozliwa ze
wzgledu na male liczebnosci w podgrupach heterogennej grupy chorych na

choroby alergiczne.

Co ciekawe, wszyscy nosiciele allelu —12663 G charakteryzowali si¢
obecnos$cia nadwrazliwosci na NLPZ. Obserwacja ta moze stanowi¢ wynik
przypadku, a ewentualna ocena mozliwej zaleznosci allelu —12663 G z
nadwrazliwos$cia na aspiryng wymagala by ze wzgledu na jego rzadkie

wystgpowanie duzo wigkszej liczebnosci grup.
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5.4 Warianty alleliczne genu FCERIA 1 zjawiska autoimmunologiczne

Zagadnienie podtoza genetycznego zjawisk autoimmunologicznych, takich
jak autoprzeciwciata przeciw FceRI i(lub) IgE, w chorobach alergicznych
nie bylo jak dotad badane. Autoprzeciwciala te moga wchodzi¢ w
interakcje¢ z FceRIl lub kompleksami FceRI-IgE. Czgs¢ z nich to
przeciwciala czynnosciowe, mogace uruchamia¢ sygnalizacje przez FceRI
z jej nastgpstwami w postaci lokalnego odczynu alergicznego
[107,108,130,140-145]. Moze to odgrywac rolg¢ w rozwoju i przebiegu
przewlektej pokrzywki idiopatycznej [107,108,140-144].

Autoprzeciwciata czynnosciowe wchodza w reakcje z zewngtrzng czgscia
FceRI czyli FceRla. W zwiazku z tym, za zasadne uznano sprawdzenie,
czy zmienno$¢ genetyczna FCERIA nie wptywa na wyniki dwéch testow
ukierunkowanych na autoprzeciwciata przeciw FceRI i(lub) IgE, a
mianowicie testu skdérnego surowicy autologicznej (ASST) 1 testu
uwalniania histaminy z granulocytéow zasadochtonnych (BHR-Test)
(Rozdziaty odpowiednio 3.2.2.1 1 3.2.2.2).

Zaden z czterech czgstych polimorfizméw genetycznych FCERIA (-95
T>C, -344 C>T, —18483 A>C i —18674/-18675 delAA) nie wykazywal
zaleznosci z wynikami powyzszych dwodch testow. Najbardziej
prawdopodobna, przyczynag moze byC to, ze wszystkie te cztery mutacje
zlokalizowane sa w niekodujacych regionach genu, a zatem nie wplywaja
na sekwencj¢ aminokwasowa tancucha FceRlo, a tym samym na interakcje

FceRla z IgE oraz autoprzeciwciatami.

U jednego z trzech nosicieli rzadkiego allelu —12663 G obserwowano

dodatni wynik testu ASST, a u jednego dodatni wynik testu BHR-Test. W
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przypadku tego polimorfizmu jakiekolwiek wnioskowanie statystyczne jest

zatem niemozliwe.

Posumowujac, w badanej grupie nie obserwowano zalezno$ci migdzy
zmiennos$cig genetyczng FCERIA a zjawiskami autoimmunologicznymi w

postaci reaktywnosci autoprzeciwciat przeciw FceRI i(lub) IgE.

5.5 Zmienno$¢ genetyczna FCERIA a catkowite st¢zenie IgE w surowicy

Shikanai 1 wsp. [64] obserwowali istotnie statystycznie czg¢stsze
wystgpowanie genotypu —344 CC w grupie chorych na astme¢ z niskimi
catlkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy. W aktualnym badaniu
stwierdzono, ze w heterogennej grupie chorych alergicznych osoby z
genotypem -344 TT charakteryzowaly si¢ wystgpowaniem istotnie
wyzszych catkowitych stezen IgE w surowicy (P = 0.008). Obserwacja
niniejsza 1 grupy amerykanskiej pozostaja zatem we wzajemnej zgodzie,
chociaz nie koresponduja ze soba bezposrednio [64]. Bardzo niedawno,
zblizone wyniki uzyskali takze Bae i wsp. [66], ktérzy stwierdzili, ze w
grupie chorych na pokrzywke aspirynowa nosicielstwo allelu -344 T
wiazato si¢ z wyzszymi catkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy.

Co ciekawe, wilasnie odkryty polimorfizm -18483 A>C wykazywal
podobna jak polimorfizm —-344 C>T zalezno$¢ z catkowitymi st¢zeniami
IgE, cho¢ nie osiagngta ona jednak w tym przypadku istotnosci
statystycznej (P = 0.06). Warto zaznaczy¢, ze polimorfizmy te (—18483
A>C i -344 C>T) pozostaja w Scistym sprzezeniu i wykazuja bardzo
podobne czgstosci alleliczne.

Zaleznos¢ pomigdzy zmiennoscia genetyczna FceRI a stezeniami IgE w
surowicy relacjonowano juz wczesniej [62,76,78,84,86,88]. Wszystkie te

doniesienia dotyczyly jednak genu FCERIB [62,76,78,84,86,88]. Hizawa i
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wsp. [84] oraz Cui 1 wsp. [88] opisali u chorych na astm¢ zwigzek
polimorfizmu -109 C/T FCERIB z calkowitymi st¢zeniami IgE w
surowicy, w ktérym najwigksze st¢zenia wystgpowaty u oséb z genotypem
TT. U chorych na astmg i u na alergiczny niezyt nosa obserwowano
posrednia zalezno$¢ pomigdzy catkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy a
polimorfizmem Glu237Gly FCERIB [76,86], oraz bezposredni zwiazek
migdzy tym polimorfizmem 1 calkowitymi st¢zeniami IgE u oséb zdrowych
[62].

Ewentualny mechanizm kontrolowania st¢zenia IgE przez zmiennosci
gendw FCERIA 1 FCERIB pozostaje niejasny. Wiadomo, ze catkowite
stgzenia IgE w surowicy koreluja z ekspresja FceRI (oceniana jako
ekspresja FceRIla) na powierzchni komoérek tucznych i1 granulocytéw
zasadochtonnych, ale takze granulocytow kwasochtonnych i komérek
dendrytycznych [3,8,9,95,96,155-158]. Uwaza sig, ze IgE spelnia role
regulacyjna w stosunku do FceRI [3,8,95,96]. Dowodéw na to dostarczaja
obserwacje, iz obecnos¢ 1 wiazanie IgE do FceRI powoduje zwigkszenie
ich ekspresji [95,96,159]. Co wigcej, terapia z zastosowaniem przeciwciala
anty-IgE (omalizumabu) powoduje zmniejszenie ekspresji FceRI na wielu
roznych typach komoérek [154-158], stanowiace efekt wtérny do
wywotanej dzialaniem omalizumabu redukcji catkowitych stgzen IgE w
surowicy [8,155-158]. Jak si¢ bowiem przypuszcza, wigzanie IgE do FceRI
uruchamia pewnego stopnia sygnalizacj¢ nawet pod nieobecnos¢ alergenu
spinajacego kompleksy IgE-FceRI, powodujaca zwigkszenie ekspresji
FceRI na powierzchni btony komoérkowe;j [3,8,12,95,96].

Jak zatem wyjasni¢ zalezno$§¢ pomigdzy wariantami genetycznymi
FCERIA i FCERIB a catkowitymi stezeniami IgE w surowicy? By¢ moze
nie tylko IgE oddzialuje na FceRI, ale rowniez FceRI zlokalizowane w
mastocytach i bazofilach wywieraja efekt na IgE [8]. Sugeruje si¢ na

przyklad istnienie pgtli sprz¢zenia zwrotnego, w ktérym pobudzone przez
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IgE receptory FceRIl indukuja w obecnosci alergenu zwigkszone
wytwarzanie interleukiny-4 przez granulocyty zasadochtonne i komorki
tuczne, ktéra nastgpowo powoduje przetaczanie limfocytéow B na
wytwarzanie IgE [8]. Wedlug tej teorii, ewentualne réznice w ekspresji
gendéw podjednostek FceRI wywotlane zmiennosciami genetycznymi
moglyby wpltywa¢ stezenie IgE w surowicy. W przypadku genu FCERIB
zaproponowano juz taki mechanizm, w ktérym wersja regionu
regulatorowego zawierajaca bardziej aktywne allele polimorfizméw
moglaby odpowiada¢ za wigksza ekspresje receptora FceRI, a przez to
wigksze st¢zenia IgE 1 w surowicy i sktonnos¢ do atopii. Podobna hipoteze¢
mozna wysnu¢ w przypadku obserwowanej przez nas zalezno$ci pomigdzy
genotypem -344 TT a zwigkszonymi calkowitymi st¢zeniami IgE w
surowicy. Potwierdzenie takiej tezy wymagaloby jednak wykonania
wnikliwych badan czynnos$ciowych odkrytych polimorfizméw, jak réwniez
udowodnienia istnienia pegtli sprzg¢zenia zwrotnego, w ktérej FceRI
pobudza wytwarzanie IgE. Pierwszym takim krokiem jest niedawno
opublikowane badanie Bae i wsp., w ktéorym wykazano wigksza aktywnos¢
transkrypcyjna promotora proksymalnego zawierajacego allel —344 T [66].
Istnienie podobnego sprz¢zenia zwrotnego mozna takze zasugerowaé w
przypadku komorek, takich jak komoérki dendrytyczne, komorki
Langerhansa, w ktérym rol¢ akceleratora mogtoby odgrywac zwigkszenie
prezentacji antygenu przez te komorki, nasilajace nastgpnie reakcje

alergiczna i zwrotnie prezentacj¢ antygenu.

5.6 Mozliwe implikacje terapeutyczne zmiennosci genetycznej FCERIA

Poniewaz FceRI obecny na bazofilach 1 mastocytach stanowi niezbedny
element sekwencji rozwoju reakcji nadwrazliwosci typu I, a FceRI

znajdujacy si¢ na powierzchni komérek dendrytycznych, komodrek
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Langerhansa 1 mastocytow odgrywa wazna rol¢ regulatorowa, wydaje sig,
ze perspektywe dalszych badan nad genetyka i zmiennoscia genetyczna
FceRI wyznaczac bedzie farmakogenetyka.

W przypadku genu FCERIA uwaza si¢ za celowe wynalezienie substancji,
ktére mogly by wplywac na aktywnos¢ transkrypcyjna genu [52,154]. Taki
lek moéglby zmniejsza¢ aktywno$¢ promotora proksymalnego lub
promotora dystalnego genu FCERIA 1 tym samym obniza¢ ekspresj¢ biatka
kluczowego dla rozwoju reakcji atopowej [52,154]. Szczegblnie istotne jest
zatem poznanie budowy (sekwencji) i regulacji genu [46-57], a takze jego
zmienno$ci genetycznych [64-66], mogacych wptywa¢ na odmienne
wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych czy tez wprowadzanych z zewnatrz
substancji (lekéw). Podobne rozumowanie mozna przeprowadzi¢ w
przypadku genu FCERIB [52,154].

Istnieja juz jednak substancje o dzialaniu przeciwalergicznym, ktérych
efekty moglyby w znacznym stopniu zaleze¢ od zmiennosci genetycznej
genu FCERIA [154]. Najbardziej znanym lekiem przeciwalergicznym jest
monoklonalne przeciwcialo anty-IgE - omalizumab [102-106,154—
158,160-162]. Omalizumabowi po$§wigcono multum badan klinicznych, w
ktérych udowodniono jego skutecznos¢ i bezpieczenstwo w umiarkowane;j
i cigzkiej astmie atopowej, a trwaja takze badania nad jego zastosowaniem
w alergicznym niezycie nosa oraz atopowym zapaleniu skory [102-106].
Roéwnoczesnie prowadzone sa badania laboratoryjne nad biochemicznymi i
komérkowymi dziataniami omalizumabu [155-158,160-162]. Wykazano,
ze obnizeniu catkowitych stgzen IgE w surowicy towarzyszy zmniejszenie
ekspresji FceRI (FceRla) na powierzchni mastocytéw, granulocytéw
zasadochtonnych i innych komérek wykazujacych ekspresje FceRI [155—
158,160-162]. Zmianom tym towarzysza takze zmiany w odsetkach
badanych komorek, profilu ekspresji innych biatlek oraz cytokin

[8,156,158161,162]. Biorac pod uwage kluczowa role¢ FceRla w
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przenoszeniu pierwotnych efektow omalizumabu (redukcja catkowitych
stgzen IgE w surowicy) na te komorki 1 zakladajac hipotetyczna petle
sprzgzenia zwrotnego dodatniego IgE-FceRI-IgE [8] mozna by
spekulowa¢, iz réznice w zakresie aktywnoS$ci transkrypcyjnej genu
FCERIA, powodujace odmienna ekspresj¢ FceRla (a zatem 1 catego FceRI)
moglyby wptywac¢ na efekty komoérkowe i molekularne, a w konsekwencji i
dziatania kliniczne omalizumabu. Jest to jednak tylko hipoteza, ktorej
udowodnienie wymagatoby przeprowadzenia szeregu adekwatnych badan.
By¢ moze polimorfizmy FCERIA moglty by wplywaé takze na dziatanie
innych lekéw przeciwalergicznych o dziataniu ukierunkowanym na FceRlIa

[154].
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6 Wnioski

1). Polimorfizmy —95 T>C i —-344 C>T genu FCERIA wystgpuja ze znacza
czegstoscia w populacji polskiej. Czestos¢ -344 C>T nie odbiega od
stwierdzonej u obywateli USA pochodzenia europejskiego.

2). Sekwencja eksonéw 1-5 genu FCERIA jest konserwatywna.

3). Ekson 2A genu FCERIA jest konserwatywny w swojej sekwencji,
niemniej jednak w poblizu jego konca 5’ wystgpuje rzadki polimorfizm —
12663 A>G.

4). W obregbie eksonu 1A genu FCERIA wystgpuja dwa czgste
polimorfizmy: —18483 A>C 1 —18674/-18675 delAA.

5). Badana sekwencja promotora dystalnego jest konserwatywna.

6). Cztery czgste polimorfizmy genu FCERIA (-95 T>C, -344 C>T 1 —
18483 A>C i —18674/-18675 delAA) pozostaja w parach w Scistym
sprz¢zeniu genetycznym.

7). Czestosci alleliczne wszystkich polimorfizméw nie wykazuja rdéznic
pomi¢dzy badana grupa chorych alergicznych a grupa kontrolna. R6wniez
czestosci haplotypowe czterech czgstych polimorfizméw genu FCERIA (—
95 T>C, -344 C>T, —18483 A>C i —18674/-18675 delAA) sa zblizone w
obu grupach.

8). Nie stwierdzono zaleznosci migdzy zmiennoscia genetyczng FCERIA a
nadwrazliwoscia na kwas acetylosalicylowy. Polimorfizmy genu FCERIA
nie wykazywaly takze zaleznoSci z wystgpowaniem autoprzeciwciat
przeciw FceRI i(lub) IgE.

9). W grupie chorych obserwowano znamienng statystycznie zalezno$¢
migdzy polimorfizmem -344 C>T a calkowitymi stgzeniami IgE w
surowicy. Genotyp —344 TT wiazatl si¢ z wystgpowaniem wyzszych stgzen
niz nosicielstwo allelu —344 C. Ten wniosek uzyskal potwierdzenie w

analizie haplotypowej. Stwierdzono takze sktonnos¢ do wystgpowania
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wyzszych calkowitych stezen IgE w surowicy u chorych z genotypem —

18483 CC.
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7 Streszczenie

7.1 Wstep

Spinanie przez alergeny poliwalentne komplekséw IgE-receptor IgE o
wysokim powinowactwie (FceRI), zlokalizowanych na powierzchni
komoérek tucznych i granulocytéw zasadochtonnych, stanowi kluczowy
etap w rozwoju reakcji nadwrazliwosci typu I. W przeciwienstwie do
doktadnie zbadanej zmienno$ci genu tancucha B, wiedza dotyczaca
budowy i regulacji genu kodujacego tancuch o (FCERIA), nie znalazta
odzwierciedlenia w badaniach nad zmiennos$cia genetyczna FCERIA w

chorobach o podtozu alergicznym.

7.2 Cele

Przeprowadzono badanie przesiewowe w kierunku mutacji genu FCERIA

w jego ,,starych” (eksony 1-5, promotor proksymalny) 1 niedawno

odkrytych (ekson 1A, ekson 2A, promotor dystalny) regionach, a nast¢pnie

oznaczono czg¢stosci alleliczne wykrytych polimorfizméw. Dokonano takze

analizy genetycznej cech ilosciowych (catkowitych stezen IgE w surowicy,

eozynofilii bezwzglednej) 1 jakosciowych [obecnos¢ autoprzeciwciat

przeciw FceRI i(lub) IgE, nadwrazliwos¢ na aspiryne].

7.3 Materialy 1 metody

Catkowite stezenie IgE w surowicy (w grupie chorych i w grupie
kontrolnej) oraz eozynofili¢ bezwzgledna (tylko w grupie chorych)
oznaczono z zastosowaniem standardowych metod laboratoryjnych. U

chorych z podejrzeniem nadwrazliwosci na aspiryng wykonano doustna
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probe prowokacyjna z kwasem acetylosalicylowym. Obecnosc¢ i
klasyfikacje autoprzeciwcial przeciw FceRI i(lub) IgE zbadano za pomoca
testu skornego surowicy autologicznej (ASST) oraz testu uwalniania
histaminy z granulocytéw zasadochtonnych (BHR-Test) u odpowiednio 88
197 0s6b z grupy chorych (na astm¢ lub pokrzywke).

Badanie przesiewowe w kierunku mutacji wykonano z zastosowaniem
metody polimorfizmu konformacyjnego pojedynczego tancucha DNA
(SSCP) u 96 (ekson 1A, ekson 2A, promotor dystalny, eksony 1-5) lub 24
(promotor proksymalny) chorych.

Genotypowanie wykrytych polimorfizméw wykonano technika
polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) u 154 chorych
(na astmeg, pokrzywke, przewlekty alergiczny niezyt nosa lub zwykta
alergi¢ pytkowa) 1 154 dobranych pod wzgledem pici 1 wieku oséb z
kontrolnej grupy populacyjnej, z wyjatkiem polimorfizmu zlokalizowanego
w poblizu eksonu 2A (patrz dalej), ktérego genotyp oznaczono u 99

chorych i tej samej liczby 0séb z grupy kontrolne;.

7.4 Wyniki

W obszarze promotora proksymalnego potwierdzono obecnos$¢ zaréwno
polimorfizmu —-344 C>T, jak i —95 T>C u 0s6b pochodzenia europejskiego
(czestos¢ allelu —344 T: 0,46 1 0,41; czestosc allelu —95 C: 0,271 0,28;
odpowiednio w grupie chorych 1 populacyjnej grupie kontrolnej). Eksony
1-5 okazaly si¢ konserwatywne w sekwencji — w SSCP stwierdzono
jedynie 2 pojedyncze (1/96) zmiennosci zlokalizowane w regionach
eksonéw 1 1 3, ktére to nie byly dalej badane. Wykryto obecno$¢ jednego
rzadkiego polimorfizmu umiejscowionego w poblizu kofica 5° eksonu 2A
(-12663 A>G) 1 2 czestych polimorfizméw w obszarze eksonu 1A (—
18674/-18675 delAA 1 -18483 A>C) (czgstos¢ allelu —12663 G: 0,015 i
0,02; czestos¢ allelu delecyjnego —18674/-18675: 0,161 0,17; czgstos¢
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allelu —18483 C: 0,48 1 0,43; odpowiednio w grupie chorych 1 populacyjne;j
grupie kontrolnej). Badany region promotora dystalnego okazat si¢
konserwatywny w sekwencji. Dystrybucje genotypowe kazdego z 5
polimorfizméw byly podobne w obu badanych grupach. Rowniez czgstosci
haplotypowe obliczone dla czterech czgstych polimorfizméw (—18674/—
18675 delAA, —18483 A>C, —344 C>T 1 95 T>C) nie wykazywaty r6znic
pomi¢dzy oboma grupami.

Nie stwierdzono zalezno$ci pomiedzy wystgpowaniem autoprzeciwciat
przeciw FceRI i(lub) IgE czy nadwrazliwoscia na aspiryng a
ktérymkolwiek z 5 badanych polimorfizméw.

Catkowite stezenia IgE w surowicy byty wyzsze u chorych homozygot —
344 TT niz u chorych nosicieli allelu C (odpowiednio 158,7 + 330,0 IU/ml
vs. 100,0 £215,9 IU/ml; P = 0,008). U chorych z genotypem —18483 CC
obserwowano wigksze catkowite stezenia IgE w surowicy niz u chorych
charakteryzujacych si¢ obecnoscia allelu A (odpowiednio 156,9 + 329,9
[U/ml vs. 101,0 £213,8 IU/ml; P = 0.06). Haplotypowa analiza
kondycjonujaca polimorfizméw —18674/-18675 delAA, —18483 A>C 1-95
T>C skontrastowanych wzgledem genotypéw polimorfizmu —344 C>T
potwierdzita zaleznos$¢ genotypu —344 TT 1 catkowitych stezen IgE w
surowicy (TT vs. CC: P =0,002; TT vs. CT: P <0,001). Nie obserwowano
zadnych innych zaleznosci pomigdzy badanymi polimorfizmami a
catkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy lub eozynofilia bezwzgledna

zardwno w grupie chorych, jak i w populacyjnej grupie kontrolne;.

7.5 Wnioski

Potwierdzono obecnos$¢ 2 czestych polimorfizméw (-344 C>T i1 —95 T>C)
w regionie promotora prokysmalnego genu FCERIA u 0s6b pochodzenia
europejskiego. Odkryto istnienie dwdéch nowych, czgstych polimorfizméw

genu FCERIA w regionie eksonu 1A (—18674/-18675 delAA, —18483
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A>C), a takze jednej rzadkiej mutacji w poblizu eksonu 2A (-12663 A>Q).
Stwierdzono zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem —344 C>T genu FCERIA
a catkowitymi st¢zeniami IgE w surowicy u os6b z chorobami o podtozu

alergicznym.
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8 Summary

8.1 Background

Multivalent allergens interaction with high-affinity IgE receptor (FceRI)-
IgE complexes located on basophils and mastocytes plays a crucial role in
the development of type I allergic reaction. FceRI present on those cell
types is composed of 1 a, 1 B and 2 y subunits. The y-chain gene was
shown to be conservative in sequence and the association between genetic
variability of the gene encoding for FceRI -chain and allergic disorders
has been very extensively studied. Studies on the function and structure of
FceRI a-subunit gene (FCERIA) have not been accompanied by similar

progress in its genetic variability.

8.2 Objectives

A mutational screening was undertaken on “older” (exons 1-5, proximal
promoter) and recently found (exon 1A, exon 2A, distal promoter)
FCERIA gene regions with subsequent genotyping for common
polymorphisms. Association of FCERIA gene polymorphisms with total
serum IgE levels, eosinophil count, autoantibodies against FceRI and/or

IgE, and aspirin sensitivity was also studied.

8.3 Materials and Methods

Total serum IgE levels (in patients and controls) and blood eosinophil
count (only in patients) were determined with usual laboratory methods. In
patients suspected of aspirin hypersensitivity, oral aspirin challenge test
was performed. The presence and classification for autoantibodies against
FceRI and/or IgE were determined using autologous serum skin test
(ASST) and basophil histamine release test (BHR-Test) in the subgroup of

88 and 97 patients (with either asthma or urticaria), respectively.
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Mutational screening by single-stranded conformational polymorphism
(SSCP) with eventual subsequent sequencing was performed in 96 (exon
1A, exon 2A, distal promoter, exons 1-5) or in 24 (proximal promoter)
patients.

Genotyping was conducted by restriction-length fragment polymorphism
(RFLP) in 154 patients (with asthma, urticaria, chronic allergic rhinitis or
simple pollinosis) and 154 age- and sex-matched population controls,
except for the polymorphism located near exon 2A (see further) genotyped

in 99 patients and he same number of population controls.

8.4 Results

Both —344 C>T and -95 T>C polymorphisms were present at high
frequency in the region of proximal promoter in Caucasians (=344 T allele
frequency, 0.46 and 0.41; -95 C allele frequency, 0.27 and 0.28; patients
and controls, respectively). Exons 1-5 turned out to be conservative in
sequence and SSCP revealed only 2 single (1/96) variations in the regions
of exon 1 and 3 which were not further studied. A one rare single
nucleotide polymorphism located near 5’ ending of exon 2A (—12663 A>G)
and 2 frequent polymorphism were found in the region of exon 1A. These
were —18674/—18675 delAA and —18483 A>C (—12663 G allele frequency,
0.015 and 0.02; —18674/-18675 deletion allele frequency, 0.16 and 0.17; —
18483 C allele frequency, 0.48 and 0.43) in patients and controls,
respectively. The distal promoter was found to be conservative in sequence.
None of the 5 polymorphisms showed any difference in genotype
distributions between the groups as well as haplotype frequencies
calculated for 4 frequent polymorphisms (—18674/-18675 delAA, —18483
A>C, =344 C>T and -95 T>C).
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The presence of autoantibodies against FceRI and/or IgE and aspirin
hypersensitivity showed no association with any of 5 polymorphisms
studied.

The -344 TT homozygotic patients had higher total serum IgE levels than
those carrying the C allele (158.7 + 330.0 IU/mL vs. 100.0 +215.9 IU/mL,
respectively; P = 0.008). Patients with —18483 CC genotype showed a
tendency toward higher total serum IgE concentrations than carriers of the
A allele (156.9 £329.9 IU/mL vs. 101.0 + 213.8 IU/mL, respectively; P =
0.06). Analysis of the haplotypes, contrasting —344 C>T genotypes in a
conditional test of association against the other three frequent
polymorphisms (—18674/-18675 delAA, —18483 A>C and -95 T>C)
supported the role of —344 TT homozygosity status in determining serum
IgE levels (TT vs. CC, P =0.002; TT vs. CT, P <0.001). No other
associations between any of he studied polymorphisms and total serum IgE

levels or eosinophil count were observed in patients as well as in controls.

8.5 Conclusions

The presence of 2 frequent FCERIA gene polymorphisms (-344 C>T and
—95 T>C) in the proximal promoter region in Caucasians was confirmed.
Two novel frequent FCERIA gene polymorphism in the region of exon
1A (-18674/-18675 delAA, —18483 A>C) and also one rare mutation
near exon 2A (-12663 A>G) were discovered. The —344 C>T FCERIA
gene polymorphism was found to be associated with total serum IgE

levels in allergic subjects.
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9 Zestawienie skrotow

FceRI — receptor IgE o wysokim powinowactwie

FceRII — receptor IgE o niskim powinowactwie

FceRla — tancuch (podjednostka) o FceRI

FceRIP — tancuch (podjednostka) B FceRI

FceRly — tancuch (podjednostka) y FceRI

ITAM - biatkowa domena aktywujaca si¢ pod wptywem kinazy
tyrozynowej

FCERIA — gen kodujacy FceRla

FCERIB — gen kodujacy FceRIB

FCERIG - gen kodujacy FceRlIy

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne

COX-1 - cyklooksygenaza-1

COX-2 — cyklooksygenaza-2

PGD, — prostaglandyna D,

PGE, — prostaglandyna E,

5-LO — 5-lipooksygenaza

FLAP - biatko aktywujace 5-lipoksygenaz¢

Cys-LT;, Cys-LT, — receptory leukotrienéw cysteinylowych typu 112
LTE, — leukotrien E,4

ANCA - przeciwciala przeciw cytoplazmie neutrofiloéw

ANA - przeciwciala przeciwjadrowe

SSCP — polimorfizm konformacyjny pojedynczego tancucha DNA
EDTA — wersenian disodowy

RPM - obroty na minutg

PCR - polimerazowa reakcja fancuchowa

RFLP — polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych

APS - nadsiarczan amonu

ASST — test skérny surowicy autologiczne]

BHR-Test — test uwalniania histaminy z granulocytéw zasadochtonnych
SEM - standardowy btad srednie;j

IQR - rozstep migdzykwartylowy
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