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Wykaz skrotow

AZS — atopowe zapalenie skory

CE (ang. cornified envelope) — koperta rogowa

CRNN (ang. cornulin) — kornulina

DEPC — dietylopiroweglan

ECAP - Epidemiologia Chordb Alergicznych w Polsce

EDC (ang. epidermal differentiation complex) — kompleks gendow rdznicowania
naskorka

FRET (ang. fluorescence resonance energy transfer) — mechanizm przenoszenia
energii migdzy dwoma chromoforami

FLG — filagryna

FLG?2 — filagryna 2

GC (ang. glucocorticosteroids) — glukokortykosteroidy

GWAS (ang. genome-wide association studies) — badania analizy sprzezen

HRNR - hornerina

HTH (ang. helix-turn-helix) — konserwatywny motyw helisa-skret-helisa

INV — inwolukryna

LCE (ang. late cornified envelope proteins) — pdzne bialka koperty rogowej
LELP1 (ang. late cornified envelope like proline-rich 1) — bialko podZnego
rogowacenia bogate w proling

LOR — lorykryna

NRS (ang. numeric rating scale) — skala oceny shuizaca do liczbowej oceny
poziomu $wigdu

Pax (ang. paired box family) — czynnik transkrypcyjny

pz — par zasad

RPTN —repetyna

SCORAD (ang. scoring atopic dermatitis) — skala oceny stopnia cigzkosci AZS
SNP (ang. single nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego
nukleotydu

SPRR (ang. small proline-rich proteins) — male biatka bogate w proling

TCHH - trichohialina



TJS (ang. tight junction) — potaczenia Sciste migdzy komorkami
VNS (ang. visual analogue scale) — wizualna skala analogowa stuzaca do oceny

poziomu $wigdu



1. Streszczenie

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest powszechng, przewlekla, nawracajaca
chorobg zapalng skory. Charakteryzuje si¢ wystepowaniem czerwonych ognisk
zapalnych, $wigdu 1 suchej skéry. Pomimo prowadzenia na catym §wiecie wielu
badan etiopatogeneza AZS nie zostala szczegdtowo poznana. Hipoteze badawcza
przedstawionej pracy stanowi zatozenie, ze rozwdj chorob alergicznych w tym
AZS jest zwigzany z nadmiernym wnikaniem alergenéw do organizmu
spowodowanym zmianami w obrgbie biatek koperty rogowej. Zmiany te moga
by¢ wynikiem wystegpowania rdéznych wariantow polimorficznych gendéw
kodujacych te biatka.

Celem pracy doktorskiej bylo okreslenie czestotliwosci wystgpowania
polimorfizmow rs140466902, r1s142724966, rs144538546, COSMS529080,
rs149304390 oraz rs7534334 w regionie genu LELPI u 0s6b chorujacych
na atopowe zapalenie skory wraz z oceng wptywu tych polimorfizméw na ryzyko
wystapienia AZS, jego rozwdj 1 cigzkos$¢ przebiegu, a takze analiza korelacji w/w
polimorfizméw genowych z poziomem IgE, eozynofilia oraz poziomem $wiadu
w AZS. W pracy zbadano rdéwniez poziom ekspresji genu LELPI
we fragmentach skory niezmienionej chorobowo oraz skéry z wypryskiem
atopowym a takze zbadano poziom biatka LELP1 w biopsjach skornych.

Badaniem objeto 256 o0s6b. Grupe chorych w badaniu stanowitlo 152
pacjentdw z rozpoznanym atopowym zapaleniem skory, a grupg¢ kontrolng 104
zdrowych ochotnikow bez chorob alergicznych 1 immunologicznych. Grupg,
u ktérej przeprowadzono ilosciowa ocen¢ poziomu ekspresji genu LELP] oraz
biatka LELP1 stanowito19 pacjentdw oraz 26 zdrowych ochotnikow.

Polimorfizmy rs7534334, rs4845529, rs149304390, COSMS529080 zostaly
przeanalizowane metoda PCR-RFLP z wykorzystaniem enzyméw restrykcyjnych.
Czestotliwos¢  wystepowania polimorfizméw 15140466902, 15142724966,
rs144538546 okreslono przy uzyciu sond molekularnych w uktadzie FRET.
Poziom ekspresji genu LELPI oceniono w reakcji real-time PCR, a ilo$¢ biatka

LELP1 w skorze zmierzono z wykorzystaniem testu immunoenzymatycznego.



Otrzymane wyniki wskazuja, ze warianty polimorficzne w regionie genu
LELPI 1s4845529[C], rs144538546[A] 1 rs7534334[C] maja zwigzek z rozwojem
atopowego zapalenia skory oraz z ciezkoscig przebiegu choroby. Wystapienie
wariantu polimorficznego rs4845529[C] u badanych os6b bylo zwigzane
z podwyzszonym stezeniem catkowitego IgE w surowicy. Wariant polimorficzny
rs144538546[A] byl zwigzany z wyzszym poziomem $§wigdu odczuwanym przez
pacjentoOw, natomiast wariant rs7534334[C] byt zwigzany z ci¢zkos$cig przebiegu
choroby, wspélwystepowaniem astmy, podwyzszonym stezeniem catkowitego
IgE w surowicy, eozynofilia i zwiekszonym odczuciem $wiadu. Zaden
z analizowanych polimorfizméw nie miatl zwigzku z poziomem ekspresji LELPI.
Przeprowadzone badania pokazaly, ze poziom transkryptu genu LELPI oraz

poziom biatka LELP1 byl wyzszy w skorze oséb z atopowym zapaleniem.
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Summary

Atopic dermatitis (AD) is a common, chronic, inflammatory skin disease. It is
characterized by the appearance of red inflammatory foci, itch and dry skin.
Despite carrying out many studies all over the world, the pathogenesis of AD
remain unrevealed in details. The research hypothesis lays on an assumption that,
the development of allergic diseases including atopic dermatitis is related to an
excessive penetration of allergens into the body caused by changes within the
cornified envelope proteins. These changes could be the result of the presence of
various polimorfic variants of genes encoding these proteins.

The aim of this study was to search for the association between some
polymorphisms  (rs140466902, rs142724966, rs144538546, COSMS529080,
rs149304390, rs7534334) in the region of the LELPI gene and the AD severity,
total IgE concentration, pruritus, eosinophilia in the of AD patients. The study
determined also the expression level of LELPIgene and the level of LELPI
protein in AD skin.

The study population consisted of 256 subjects (152 patients with atopic
dermatitis and control group of 104 healthy volunteers with no allergic diseases
and immune disorders). For the LELPI gene expression and LELP1 protein level
19 biopsies were taken from AD patients and 26 healthy volunteers.

Rs7534334, 1s4845529, rs149304390, COSM529080 gene polymorphisms
were analyzed by PCR-RFLP method using the restriction enzymes. The
frequency of the rs140466902, rs142724966, rs144538546 polymorphism were
determined using the molecular probes. The mRNA level of LELPI was analyzed
by the real-time PCR. The LELP1 protein content in the skin was measured by an
enzyme-linked immunosorbent assay.

The obtained results indicated that some polymorphic variants
(rs4845529[C], rs144538546[A] and rs7534334[C]) in the region of LELPIgene
were associated with the development of atopic dermatitis and severity of the
disease. The presence of rs4845529[C] in AD patients was associated with
elevated total serum IgE level. Polymorphic variant rs144538546[A] was
associated with increased itching, whereas rs7534334[C] associated with elevated

serum IgE levels, eosinophilia, the level of itching, and concomitant asthma. None
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of analyzed polimorphisms were associated with the expression level of LELPI
gene. The levels of LELP] transcript and protein were significantly increased in

AD skin.
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2. Wprowadzenie

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest powszechna, przewlekla, nawracajaca
chorobg zapalng skoéry [1]. Charakteryzuje si¢ wystgpowaniem czerwonych
ognisk zapalnych, §wigdu 1 suchej skory. U niemowlat wyprysk atopowy
uwidacznia si¢ zazwyczaj jako krosty na policzkach, podczas gdy u starszych
dzieci i1 dorostych zmiany wystepuja na kolanach, tokciach oraz dloniach [2].
Pierwsze objawy AZS pojawiajg si¢ zwykle u 3-6 miesigcznych niemowlat, ale
moga wystapi¢ po raz pierwszy w kazdym wieku. U 0so6b chorujacych na atopowe
zapalenie skory czgsto rozwijajg si¢ inne choroby atopowe, takie jak astma i katar
sienny. Szacuje si¢, ze u 85% chorych dzieci, w czasie pierwszego roku Zycia
dojdzie do rozwoju innych alergii [3, 4]. Wieloletnie obserwacje wskazuja
narodzinne wystgpowanie choréb atopowych, jednak jak dotad brak
jednoznacznych dowoddéw na ich dziedziczenie. Czesto$¢ wystepowania AZS
stale wzrasta, szczegodlnie w krajach zachodnich, wysokorozwini¢tych
1 na terenach zurbanizowanych. W badaniach epidemiologicznych
przeprowadzonych w latach 1990 1 2010 zaobserwowano tendencj¢ wzrostowa
zachorowalno$ci 1 wystepowania wyprysku atopowego w Azji Wschodniej,
Afryce oraz w Europie [5]. Szacuje si¢, ze obecnie w populacji ogdlnoswiatowe]
zpowodu AZS cierpi 5-20% dzieci oraz 3-10% dorostych [3]. Jednakze
czestotliwo$¢ wystgpowania choroby jest odmienna w réznych regionach $wiata.
Przeprowadzone w Polsce badanie ECAP (Epidemiologia Choréb Alergicznych
w Polsce) wykazalo, ze 4-6,5% polskiej populacji choruje na AZS [6]. Pomimo,
ze czestotliwos$é wystepowania choroby w Polsce jest ponizej $redniej wartosci
dla Europy (7,1%), AZS stanowi powazny problem zdrowia publicznego
w naszym kraju. Atopowe zapalenie skory jest choroba, ktérej obraz i cechy
kliniczne zdecydowanie obnizaja jako$¢ zycia pacjentdéw. Na skutek zaburzen snu
towarzyszacych AZS, czgsto stosowanej restrykcyjnej, wybidrczej diety oraz
braku samoakceptacji, atopowe zapalenie dotyka nie tylko chorych ale réwniez
ich rodziny [7].

Etiopatogeneza AZS jest zlozona i1 nadal niewyjasniona; zaangazowane

s3 w nig czynniki immunologiczne, $rodowiskowe i genetyczne, ktore jak si¢
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obecnie uwaza, powinny by¢ rozpatrywane w kontekscie genéw kodujacych
biatka koperty rogowej oraz gendéw dla glownych elementow ukladu

immunologicznego.

2.1 Skéra — charakterystyka

Skoéra ludzka jest organem zlozonym, peligcym wiele, skomplikowanych
funkcji. Charakteryzuje si¢ duzg odpornoscia na dziatanie czynnikow
chemicznych 1 fizycznych. Stanowi zewn¢trzng, ochronng warstwe organizmu.
Skoéra oslania narzady wewnetrzne oraz spetnia funkcje bierne i aktywne [8, 9].
Do funkcji biernych skory zalicza si¢ ochrone przed wnikaniem alergendéw
ipatogenbw w jej glebsze warstwy, zdolno$¢ absorpcji promieniowania
ultrafioletowego, ochrone przed uszkodzeniami mechanicznymi. Funkcje aktywne
skory zwiazane sa z zapewnieniem wlasciwej termoregulacji, efektywna wymiang
gazowa 1 prawidlowa gospodarka wodno-mineralng organizmu. Skora jest
roOwniez istotnym elementem uktadu odpornoSciowego. Dzigki receptorom
znajdujacym si¢ w skorze cztowiek odbiera bodZce ze Srodowiska zewnetrznego,
odczuwa ciepto, zimno, ucisk, wibracje oraz bol. W skorze wchtaniane sg lipidy
1 witaminy, syntetyzowana jest witamina D3 oraz niektére hormony [8, 9].
W tkance podskornej magazynowane sa tluszcze. Skora jest jednym
z najwazniejszych i najwigkszych narzadéw ciala czlowieka, jej powierzchnia
zawiera si¢ w przedziale 1,52 m® a catkowity ciezar wynosi okolo

20 kilogramow.

2.2 Skora — budowa

Skora sklada si¢ z trzech warstw: tkanki podskoérnej, skory wiasciwej,
naskdrka. Nablonek wielowarstwowy rogowaciejacy plaski stanowi pierwsza
warstwe skory, ktéra zbudowana jest z kilkunastu warstw keratynocytow [10, 11].

Skora wilasciwa jest ukrwiong 1 unerwiong warstwg pochodzenia
mezodermalnego, zbudowang z wildkien kolagenowych i elastynowych, ktore
petnig rolg podporowa. W obrebie tej struktury znajduja si¢ gruczoty potowe
i1lojowe, naczynia krwiono$ne, widkna nerwowe oraz inne wytwory skory, takie

jak paznokcie i wlosy [8].
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Podskérna tkanka thiszczowa jest magazynem energii  zbudowanym
ze zrazikOw tluszczowych, pomiedzy ktorymi znajduje si¢ tkanka Iaczna
wioknista. Jej komorki magazynujg thuszcz oraz sa swoistg izolacja cieplng
organizmu. Tkanka podskorna taczy skére wlasciwg ze Sciegnami, podwigziami,
mig$niami oraz kos¢mi. Rdzni si¢ ona od skory wilasciwej budowa — zawiera
wiecej elementéw komodrkowych oraz jest bardziej wiotka. Posiada wiokna
klejodajne oraz sprezyste. Jest utkana siecig naczyn i nerwoéw. Charakteryzuje si¢
zmienng gruboscig, w zaleznosci od lokalizacji skory, plci, wieku, statusu

hormonalnego organizmu oraz rasy [10].

2.3 Naskorek — budowa

Naskorek sklada si¢ z warstwy podstawnej, kolczystej, ziarnistej, warstwy
jasnej oraz rogowej [Ryc. 1]. Naskorek to wielowarstwowy nablonek, zlozony
z keratynocytow, ktore podlegaja regularnemu zluszczaniu. Jednoczes$nie
nastepuje jego ciggla odbudowa na skutek roznicowania si¢ komodrek
macierzystych naskorka. Komorki te znajduja si¢ w warstwie podstawne;.
Charakteryzuja si¢ wysokim potencjalem proliferacyjnym, przez co mozliwe jest

migdzy innymi zabliznianie si¢ ran w skorze [12].

warstwa lipidowa

korneodesmosomy #

koperta rogowa

keratyna

:n;e;]svtv\n;a filagryna
lorykryna
warstwa (- H ] SPRR
ziarnista ~ p 1
(- H \— J potaczenia Sciste
- (ang. tight junction)
warstwa 4 . ][ ][ ]
kolczysta [ ][ ][ ]
warstwa
podstawna

Ryec. 1. Budowa naskorka. SPRR; male biatka bogate w proling.
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2.3.1 Warstwa podstawna

Warstwa podstawna to najglebiej lezaca warstwa naskoérka. Zbudowana jest
gléwnie z komoérek o zasadochtonnych jadrach oraz wody. W tej warstwie
znajduja si¢ obok komorek macierzystych naskorka rowniez komorki Merkla
1 komorki Langerhansa. Komorki Merkla oddziatuja z komorkami nerwowymi,
dlatego uwaza si¢, ze uczestniczg w procesie odbierania bodzcéw z otoczenia
[13]. Wskazuje na to rowniez ich lokalizacja. Komodrki Merkla w organizmie
ludzkim wystepuja w macierzy paznokci oraz na dloniach. Natomiast funkcja
komorek  Langerhansa zwigzana jest 2z prawidlowa praca ukladu
immunologicznego. Po przejsciu do weztow chlonnych komorki Langerhansa
prezentuja antygen limfocytom, chronig przed draznigcymi czynnikami, ktore
poprzez uszkodzenia w naskorku wniknety w glebsze warstwy skory [9].

W warstwie podstawnej naskorka wystepuja rowniez melanocyty — komorki
barwnikowe skory. Melanocyty wytwarzaja melaniny — pigmenty skorne.
Intensywnos$¢ zabarwienia skory, sktad melanin i ich ilo§¢ w naskérku jest cecha

osobnicza, warunkowang genetycznie [8].

2.3.2 Warstwa kolczysta

Komorki podstawne przesuwaja si¢ na powierzchni¢ skory i tworza warstwe
kolczysta naskorka, zbudowana z zywych, wielobocznych komorek, ktore
potaczone sa poprzez desmosomy. W warstwie kolczystej rozpoczyna si¢ proces

keratynizacji [13].

2.3.3 Warstwa ziarnista

Warstwa ziarnista zlozona jest z kilku warstw komodrek o splaszczonym
ksztalcie, ktorych jadra ulegly znieksztalceniu. Keratynocyty znajdujace si¢
w warstwie ziarnistej w cytoplazmie zawieraja liczne ziarna keratohialiny oraz
mniejsze granule zwane ciatkami Odlanda. Ciatka Odlanda (keratynosomy)

produkuja glikofosfolipid, ktéry skleja tuski rogowe i wypetnia przestrzenie
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pomiedzy nimi, przez co =zapewniona jest spdjnos¢ miedzy komorkami

w warstwie rogowej naskorka [14].

2.3.4 Warstwa jasna

Warstwa jasna tworzy si¢ tylko w niektérych obszarach ciala,
na podeszwach stop 1 wewnetrznej stronie dtoni. Komoérki warstwy jasnej

zawierajg biatko — eleidyne [9].
2.3.5 Warstwa rogowa

Warstwa zrogowaciata jest najwazniejsza warstwa naskorka z punktu
widzenia ochrony przed urazami mechanicznymi czy zwigzkami chemicznymi.
Sktada si¢ z warstw martwych komorek, zmienionych w ptaskie rogowe plytki.
Jest mocna 1 elastyczna. Jednym z czynnikow odpowiedzialnych za efektywne
funkcjonowanie bariery naskorkowej i skuteczng ochrong¢ organizmu przed
srodowiskiem zewnetrznym jest tzw. koperta rogowa (ang. cornified envelope,
CE) [15]. Koperta rogowa wytwarzana jest na skutek ciaglej odnowy i ztuszczania
si¢ keratynocytow. Proces ztuszczania si¢ komorek warstwy rogowej jest $cisle
kontrolowany poprzez syntez¢ biatek 1 ich degradacje przez specyficzne proteazy
[16]. Ich aktywno$¢ enzymatyczna zalezy od gradientu pH w wyzszych
warstwach naskorka oraz od wptywu inhibitorow tych proteaz. Koperta rogowa
jest strukturg nierozpuszczalng, o grubosci 5-20 nm, zbudowang z wewngtrznej
warstwy bialek oraz zewnetrznej warstwy lipidowej [13, 17]. W koncowym
stadium zr6znicowania zastepuje ona bton¢ cytoplazmatyczng keratynocyta.
Kopert¢ rogowa tworzy wiele wyspecjalizowanych bialek takich jak lorykryna
(LOR), inwolukryna (INV), fuzyjne biatka S-100 do ktorych naleza filagryna
(FLG), filagryna 2 (FLG2), kornulina (ang. cornulin; CRNN), hornerina (HRNR),
repetyna (RPTN), trichohialina (TCHH), mate biatka bogate w proling (ang. small
proline-rich proteins; SPRR), grupa biatek S 100 1 bialko p6znego rogowacenia
bogate w proling (ang. late cornified envelope like proline-rich 1, LELP1), [18],
[Ryc. 1, 2].
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Do wytworzenia warstwy rogowej prowadzi kornifikacja [19]. W proces ten
zaangazowane sg rozne geny, ktorych ekspresja zachodzi w okreslonej kolejnosci.
Biatka takie jak lorykryna, inwolukryna, male biatka bogate w proling, filagryna
sa Scisle sieciowane poprzez transglutaminazy katalizujace powstawanie
izopeptydowych wigzan. Sieciowanie oraz sklad aminokwasowy prekursorow
koperty rogowej nadajg jej duza wytrzymato$¢ oraz nierozpuszczalnos¢ [19, 20].

Geny kodujace biatka CE znajduja si¢ w kompleksie gendw roznicowania
naskorka (ang. epidermal differentiation complex, EDC). Jest to klaster genéw
w regionie 1q21, ktérych produkty sa odpowiedzialne za koncowe roznicowanie
keratynocytow [18], [Ryc. 2.].

SPRR2A

__SPRRI1A

\SPRRJ

- HRNR

eLOR E CRNN

G

ELP
LELP1 ELG

RPTN

Ryc. 2. Sie¢ prawdopodobnych interakcji biatko-bialko w obrebie kompleksu EDC
(wygenerowana przez program ExPASy STRING).

2.4 Bialka koperty rogowej

Biatka koperty rogowej tworza warstwe odporng na dziatanie czynnikdéw

chemicznych i fizycznych, wptywaja na wytworzenie si¢ naturalnego czynnika
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nawilzajacego, zapewniajg wilasciwe pH skory przez co zapobiegaja penetracji
czynnikéw infekcyjnych w jej glebsze warstwy [21]. Przypuszcza sig,
ze nieprawidlowosci w budowie bariery skornej utatwiajg penetracje alergenow
ipromuja rozwoj reakcji alergicznych [22, 23]. Ponadto obnizony poziom
czynnikéw antybakteryjnych w naskérku powoduje nawracajace zakazenia
u chorych [1]. Obserwacje kliniczne 1 wyniki badan molekularnych wskazuja
na silne uwarunkowanie genetyczne choréb atopowych, w tym atopowego
zapalenia skory 1 astmy. Przeprowadzane w ostatnich latach badania skupiajg si¢
na poszukiwaniu molekularnych determinant i1 czynnikow prowadzacych
do dysregulacji funkcji bariery naskorkowej w AZS. Przelomowe w tym zakresie
byly badania przeprowadzone przez Palmera 1 wsp. [24], ktore wskazatly
na zmiany w sekwencji genu FLG jako czynniki wysokiego ryzyka rozwoju AZS.
Wyniki tych badan wykazaly silny zwigzek migdzy ryzykiem wystgpienia
atopowego zapalenia skory a mutacja w genie FLG. Mutacje w genie FLG
sa rowniez czynnikiem wysokiego ryzyka rozwoju astmy zwigzanej z atopowym
zapaleniem skory [25]. Zauwazono, ze bedaca nastgpstwem mutacji w genie FLG
zmniejszona ilo$¢ filagryny w naskoérku, zdarza si¢ glownie u pacjentow
z wezesnym poczatkiem wystapienia AZS, oraz jest zwigzana z cigzkim
przebiegiem choroby i podwyzszonym st¢zeniem IgE w surowicy [24, 26, 27].
Zaobserwowano takze, ze cytokiny wydzielane przez limfocyty Th2,
zaangazowane w patogenez¢ AZS takie jak: IL-4 1 IL-13, wplywaja na obnizenie
transkrypcji FLG niezaleznie od obecno$¢ mutacji w tym genie [28, 29].
Wieloosrodkowe badania pokazaly, ze mutacje w genie filagryny wystepuja
u 18-40% chorych. Jednoczes$nie okolo 9% populacji jest nosicielem tych zmian
inie dochodzi u tych oséb do rozwoju AZS [24, 30]. Dlatego rozpoczeto
poszukiwanie nowych genow, ktére moglyby by¢ zwigzane z ryzykiem rozwoju
choroby. Badania analizy sprz¢zen (ang. genome-wide association studies,
GWAS) w populacji niemieckiej oraz brytyjskiej, wskazaty, ze poza mutacjami
FLG, dodatkowe czynniki ryzyka rozwoju AZS, moga znajdowaé si¢ posrod
gené6w EDC, gdzie kodowane sa bialka odpowiedzialne za terminalne

roznicowanie keratynocytow [31].
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Lorykryna jest glownym biatkiem koperty rogowej. Obecnos$¢ licznych reszt
cysteinowych determinuje formowanie przez lorykryne mostkow disiarczkowych
stabilizujacych strukture CE. Bialko to ulega ekspresji w warstwie ziarnistej
naskorka [32]. Zaobserwowano zwigzek migdzy nieprawidlowg ekspresja LOR
arozwojem chorob skory. Mutacja 730insG w LOR, na skutek ktérej biatko
zostaje wydluzone o 22 aminokwasy jest czynnikiem ryzyka wystgpienia
nadmiernego rogowacenia skory [33]. Natomiast w skorze objetej wypryskiem
atopowym obserwowano obnizong ekspresje lorykryny [34]. Badania
przeprowadzone przez Koch i wsp. wykazaty, ze myszy z genetycznym brakiem
LOR rodzity si¢ z erytrodermig. Fenotyp ten zanikat w 4-5 dniu po urodzeniu,
a badacze zaobserwowali u myszy wzrost ekspresji innych biatlek CE (SPRRP2D,
SPRRP2H, RPTN, S100) [35].

Na przestrzeni ostatnich lat okazalo si¢, ze polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu w genie kodujagcym horneryne rowniez sg zwigzane z wysokim
prawdopodobienstwem wystapienia AZS. HRNR in vitro jest sieciowana przez
transglutaminazg, formujac oligomery o duzej masie molekularnej [36].
Horneryna zlokalizowana jest wraz z profilagryna w granulkach w ziarnistej
warstwie naskorka. Mozna przypuszczaé, ze pelni ona zblizong funkcj¢ Iub
wzajemnie si¢ uzupeitnia z profilagryng [37]. W badaniach Esparza-Gordillo
1wsp. [38] alel C rs877776 HRNR wystgpowal czesciej u pacjentoéw z atopowym
zapaleniem skory w porownaniu do os6b zdrowych, nawet po wykluczeniu
nosicieli mutacji w FLG. Zaobserwowano réwniez obnizong ekspresj¢ horneryny
w AZS ituszezycy [36, 40].

Ludzkie biatko kornulina zbudowane jest z dwodch reszt glutaminowych
1 powtorzen bogatych w treoning w C-koncowej domenie [41]. Gen CRNN ulega
ekspresji gldownie w goérnych warstwach zréznicowanych, plaskonablonkowych
komorek, w tym w naskorku [41]. Ekspresja CRNN jest znaczaco obnizona
w ludzkich komorkach nowotworowych jamy ustnej i przetyku oraz w wyprysku,
ale tendencji tej nie zaobserwowano w ‘tuszczycy [42, 43]. Badania
przeprowadzone wséréd szwedzkich rodzin pokazaly, ze polimorfizm rs941934
CRNN jest znaczaco zwigzany z AZS, jednakze tylko u nosicieli wariantu

delecyjnego genu kodujacego filagryne (2282del4) [43].
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Repetyna jest bialkiem zbudowanym z 784 aminokwaséw tworzacych
strukture przypominajaca domene heliakalng wigzaca waph oraz z wewnetrznych,
tandemowych powtorzen typowych dla biatek prekursorowych koperty rogowe;j
[44]. Lokalizacja chromosomowg genu dla RPTN, jej ekspresja podczas
roznicowania komorek skory oraz wyniki najnowszych doniesieh naukowych
wskazuja, ze biatko to moze mie¢ wpltyw na rozwdj atopowego zapalenia skory
[45].

W regionie EDC zlokalizowana jest rowniez grupa genéw kodujacych mate
biatka bogate w proling (SPRR1, SPRR2, SPRR3, SPRR4). Wypetniaja one sie¢
biatek wigzanych przez transglutaminazy podczas kazdego etapu tworzenia si¢
koperty rogowej [46]. Ludzkie geny kodujace biatka SPRR zbudowane
sg zdwoch eksonow 1 zostaly po raz pierwszy wyizolowane przez Kartasova
1wps. [47]. SPRR1 1 SPRR?2 ulegaja ekspresji w skorze oraz §luzoéwce jamy ustnej
[48, 49]. Obecnos¢ biatka SPRR3 wykryto w nablonku jamy ustnej i przetyku
[49]. Nomura i wsp. [50] wykazali, ze poziom SPRR2C wzrasta w tuszczycy
1w atopowym zapaleniu skory. Analogiczne wyniki uzyskali polscy naukowcy.
W biopsjach skory osob z AZS objetych wypryskiem zaobserwowano wzrost
ekspresji SPRRIA przy jednoczesnym znacznym spadku ekspresji LOR [51].
Wysunigto hipotezg, ze wzrost ilosci tran skryptow SPRRIA zwiazany jest
z mechanizmem kompensacyjnym w odpowiedzi na brak LOR w kopercie
rogowej, jednak jest on niewystarczajacy do zahamowania rozwoju stanu
zapalnego skory. Zaobserwowano réwniez korelacje miedzy wystgpowaniem
polimorfizméw w genach kodujacych mate biatka bogate w proling i AZS.
Na podstawie swoich badan Marenholz i wsp. [52] zasugerowali zwigzek SPRR3
zrozwojem wyprysku. W badaniu tym oceniano czestotliwo$¢ wystgpowania
polimorfizmu rs28989168 SPRR3 u o0s6b chorujacych na AZS i w grupie
kontrolnej. Wariant alleliczny obejmujacy 24-nukleotydowe powtorzenie
w centralnej domenie bialka byl zwigzany z ryzkiem wystgpienia AZS a obecnos¢
takiego bialka moze wplywaé na wtasciwosci fizyczne koperty rogowej [52].

LCE (ang. late cornified envelope proteins) to grupa biatek ulegajacych
ekspresji bardzo p6zno w goérnej warstwie ziarnistej koperty rogowej. Ekspresje

LCE obserwuje si¢ gtdéwnie w skorze [53]. Dane pokazuja, ze biatka te (LCE1, 2,
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5, 6) sa zaangazowane w prawidlowe dzialanie bariery skornej, podczas gdy
LCE3 bierze udziat w naprawie tej bariery po urazie lub zapaleniu [54].
Przeprowadzona przez zesp6t Riveira-Munoz meta-analiza wykazata zwigzek
miedzy delecja LCE3B i LCE3C a rozwojem hluszczycy w populacjach
europejskich [55].

2.5 Atopowe zapalenie skory oraz choroby wspoélistniejace

Defekt bariery naskérkowej jest powszechnie uznawany za istotny czynnik
rozwoju atopowego zapalenia skory 1 moze rowniez prowadzi¢ do rozwoju astmy
[56]. Badania pokazuja, ze u 0séb z atopowym zapaleniem skory (AZS) dochodzi
do zwiekszonej ekspresji receptora IgE w skorze a na skutek przewlektego stanu
zapalnego do calego organizmu wydzielane sg limfocyty Th2 oraz cytokiny IL-4
11L-13 [57, 58, 59]. Natomiast podwyzszony poziom IgE 1 poszczegdlnych
cytokin obserwowany jest u pacjentow z astmg [60]. Znalezienie przyczyn
odpowiedzialnych za wystepowanie defektu bariery naskérkowej wydaje sie
wazne zwlaszcza w kontekscie wspdtczesnych pogladow, ktére zakladaja,
ze defekt bariery naskoérkowej moze by¢ punktem wyjscia ,,marszu alergicznego”
a odpowiednie i1wczesne jego korygowanie moze zatrzymac proces dalszej
alergizacji. W grupie stu angielskich dzieci, u ktérych w rodzinie co najmniej
jedno z rodzicow chorowalo na AZS, podczas dwudziestu dwdch lat obserwacji
stwierdzono zwigkszone wraz z wiekiem ryzyko wystapienia AZS, $wiszczacego
oddechu oraz astmy [61]. Przeprowadzone w Polsce badania pokazuja, ze dzieci
zrozpoznanym AZS czeSciej osiggaja pozytywne wyniki testow skornych
na alergeny wziewne, szczeg6lnie pytkow traw i roztoczy kurzu domowego [62].
W badaniu Gustafsson i wsp., w ktorym obserwowano do siddmego roku zycia
grupe dziewiecdziesigciu czterech dzieci z atopowym zapaleniem skory u 43%
znich zdiagnozowano astme¢ a u 45% wystapil alergiczny niezyt nosa [63].
Istnieje coraz wigcej dowodow, ze wystapienie AZS poprzedza rozwoj uczulenia
na alergeny wziewne oraz astmy [64, 65].

Wyniki prowadzonych badan wskazuja na zlozone mechanizmy patogenezy
AZS. Przeprowadzone w populacji europejskiej, kaukaskiej 1 afrykanskiej badania

zmierzajace do identyfikacji genetycznych czynnikdw ryzyka wskazuja na réznice
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etniczne wystgpowania mutacji w genie FLG. Dlatego wydaje sig, ze niezwykle
waznym jest poszukiwanie nowych markeréw genetycznych zwigzanych
z ryzykiem rozwoju AZS. Ostatnie doniesienia wskazuja, ze jednym z nowych
czynnikdéw genetycznych zwigzanych z rozwojem AZS moze by¢ LELPI.

W obrebie genu LELPI zidentyfikowano dotad szereg zmian, ktore moga miec
wplyw na wiasciwosci 1 funkcje biatka LELPI.
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2.6 Gen LELPI

2.6.1 Lokalizacja genu LELPI i jego organizacja

Gen LELPI zlokalizowany jest na dlugim ramieniu chromosomu 1,
w regionie 21, w prazku 3 (1921.3). LELPI sklada si¢ z 3 intronéw oraz
2 eksonow, a poczatek startu translacji znajduje si¢ w obregbie drugiego eksonu

[Ryc. 3.]. Sekwencj¢ nukleotydowg genu LELPI przedstawiono na rycinie 4.

5'— ekson 1 ekson 2 ——3’ [FLP1

83 p.z. / 434 p.z. \

GGCTCAGATAATCAAGAAACAA T GTCGAGTGATGATAAAAGTAAATCAA
ATGACCCCAAGACTGAGCCCAAGAACTGCGATCCCAAGTETGAACAAAAGT
GTGAGTCCAAATGCCAGOCCAGCTETTTAAAGAAGCTGCTGCAACGCTGTTT
CGAAAAGTGCCCATEGGAAAAGTGTCCAGCACCACCCAAGTGOCTGCOCTE
COCCTCGCAGTCTOCTICATCCTGCOCTCCOCAGOCCTGCACCAAGOCCTETCE
TCCTAAATGCOCTTCATCCTGOCCACATGCTTGCCCACCTCOCTGLOCTCOCCC
AGAGTGAGGCACTGTGGGCACTACCCAACCCCACCACCACTECCACCTCCAC
CATGTACAACGCTETGGGGCTEGAGACTGAAACCATGAACTGACAAGTAAA
CGTGTICCTCTGCTGTGCAA

Rye. 3. Struktura genu LELPI. Kolorem czerwonym oznaczono miejsce startu translacji.

2.6.2 Ekspresja genu LELPI w tkankach ludzkich

Ekspresje genu LELPI obserwowano w tkance tluszczowej, skorze,
nadnerczach, krwi, szpiku kostnym, moézgu, ptucach, oskrzelach, jelicie grubym,
osrodkowym uktadzie nerwowym, przetyku, gardle, jamie ustnej, szyjce macicy,

pochwie, cewce moczowej (wg bazy danych Bgee: Gene Expression Evolution).
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>chromosom:GRCh38:1:153202843:153205720:1

GCACTCCAGCCTCCCATCGCCACTCCTAACACACCCCCATTCCAACCACAAAGACCCTGGTCAGGC
CTTTAAAAAAGGCAAGGAAGGAATTCTGAGAGGCAAATCTTTGTGCCCTAAGGCAGGATCTGGGGC
TAACCCAATTGTGTGGGGTGGTAAGAAGAGGTTTCAGAATCTCACATTAGAAAAATAAAGAAAAGA
AGAATGTCAAAATGGCAGTGATCAATTCAGGGTTGCTCTCCTAGAAGGGTGGGGAAGGAGCAGGTT
CAGAGGAATTAAACTTTGAGGGTGGAAGAGGAGCTGGAGACCATGTGTCAACAGTGGGCCAGCTTT
TCTGCTCCCAGCAACAATGAGCCTCCCATCCTCAGAGCCCAGGACTCTTCACTGCAGCCTCATTTT
ACCAGCCTGAATGTTGAGGGGTCTAGGGAGGGGTGGGACAGCCAAGGGGGGTGATTCATCATGGCT
CTATTCTGGTGTTCAGGGCTTGTTGTGCTGGGAGCTATGGAGTCACACAACAATTGCCCCTCGATG
ATGCTGCAATGACCTCATAAGTGGAGGTCATTTCCCCTGCCCCCACCCCCAGCTTCCTCAGATCTG
GGCAGAGGAACCAAAGGGAAAAGCCACCTTCCCAGGCACAGCCATAACATCCACCTCACTCAACTG
CTTGTCAAGTTCACCACCAACACAGAGGGGTAAGTTGCATTTGGACAGGTGGAAGTGGCCACTCTT
TGGCCTCTTCTACCCTGGGAGTGACCTGAAGTACCCCACGCACTGAGCAGGGTTGGGAAAGTCATG
TTTGAATGAAAGTTTCCTGTTATTTTCAGTGGTAAGAACTGGTGTGTGCTTCACCTTGGAATAGAG
TCTCAACAATTTTAGAGTTCAACTTAATAATATGCCTCCCCAGAGAGCTATACTGATTTTAAAACA
AAATTTAAAATGTTATTTTTATATTGTTAAAAGAAATCAAAGAAATATAACCAATTAGATCCAACT
TGAAGTATTGTGAGGGACTGAAAATCCCTGTCCATATCTAGGAGTTAAACTGTCCGTGCAGAAATG
CCTAGCTCAGGGCAAAACTCAACAGGAGAGAAAAGGAATTCCCTTCTGAAAATCACATTTTGTGGC
TCTATCATTCAGATTTTCAGAGAAATTGGAATTTCGTGGTTCATCTCCTGATTTCTTCCCTTACCC
TATTATTTATCAGAACCTGGATGGAGACAAAGGAGTGGGCAGTTCTAGAGTAGCCCATGGGAACCC
ACTCATGGCAGGGATTAAATTACTTTCCCTCCCATGGCCTCTAGTAAAGAAAGCAATTCTCAAGGT
TCAGGGAACTTAGGTGGGACACAGGATTGAAAGCAGTGTCCTAGGCCCCCAAGTCTGCTAGTGTAC
CTCCCATCTATCTTCAGAGGAACAGGAAGTGGCCTTAGAGGAGCGAAACTTCTATTGTGCCATGAA
TGCCTTGAGCAATCTGGTCAAACTTAGGGACTCCTTGGAATCATGTTTCTAAATGAATTAAATACA
ACATATGGAGTTACAGAGACACCAACTCTACTGAAATACAGTTTCAGTGGGGTGGGGGAGGTGGGG
GGTCCAAAACCATAGGTTAAGAACTCCTACTAGAGTCTATAGCATGGAAGCAAGAATAAGTGAAAA
GGAAGCAGAGTTAAGGGTGGAGAGATTAAGAAATGCTATCTCAAACTCATACAAGGATGAGGGCGG
CCCTAAATGAGAAGATGATCTAGAGCCTGAATGCATCTCAGGGAAGACTTTCTTAAGTACAAGGAT
AAGCTGTAAGAAGCCTGTAGGTATCCTCTCCCACCTACAATGCATCTCATATTTCTTTGCAGGGCT
CAGATAATCAAGAAACAATGTCGAGTGATGATAAAAGTAAATCAAATGACCCCAAGACTGAGCCCA
AGAACTGCGATCCCAAGTGTGAACAAAAGTGTGAGTCCAAATGCCAGCCCAGCTGTTTAAAGAAGC
TGCTGCAACGCTGTTTCGAAAAGTGCCCATGGGAAAAGTGTCCAGCACCACCCAAGTGCCTGCCCT
GCCCCTCGCAGTCTCCTTCATCCTGCCCTCCCCAGCCCTGCACCAAGCCCTGTCCTCCTAAATGCC
CTTCATCCTGCCCACATGCTTGCCCACCTCCCTGCCCTCCCCCAGAGTGAGGCACTGTGGGCACTA
CCCAACCCCACCACCACTGCCACCTCCACCATGTACAACGCTGTGGGGCTGGAGACTGAAACCATG
AACTGACAAGTAAACGTGTTCCTCTGCTGTGCAAGACTTCTCCTGGTGTTTCTGGTGGGTTTTGAT
TTGTTTTGTTTGTTGTTTTACAGCACTAAACCACCAACAAGCAATCCCTGAGAAGTGAGGCTAGAA
CCCTGCACTCTCAACAACCTTTGAGAACTGACTTTCCCTCTGACCCCACCTGCTGCTTAGAGGCAG
GTGCCCACTTCTGAAGGGTGTACCCAGGTAATGCCAGGCTGTGTTAGAGCAAAGCCTGAGAGATCC
ATAAATATGGTTGCAGCTGTGAAAGCGTCTAACGCCAGGAAGCAGGAAAGAGATGGTATGAGGGAG
AAAGAGGAGTAGAATATTGGTGAAAGGTCCAGGAAGGCTCAGGAAAAGGCATTGTACTACTTTTCT
GTTAGTCCTGTTGCATAATGCTTATGCAGAAGGGCTCTCAGTACAGGCTGCATGGGTTTAATGCAA
CTCTATCTCTGCTCCCTAACACCTTGTAACCTTAGGCAAGTTGCTTAACTTCTTTGTGTCTCAGTT
TTCCTCTCTTTGCAAAAGGAATGATGATGCTAACAGTACTGCTGTTATGAAGTTGTTGTGAGGCTA
AAGAATTAACAGACGCCAGGCCAGGCACAGTGGCTCATGC

Rye. 4. Sekwencja nukleotydowa genu LELPI. Kolorem zaznaczono sekwencje
kodujace. Dane pochodza z bazy Ensemble Genome Browser.
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2.7 Bialko LELP1
2.7.1 Budowa bialka LELP1

Biatko LELP1 nalezy do rodziny pdéznych biatek koperty rogowej (ang. late
cornified envelope proteins, LCE), ktore podobnie jak SPRR sg prekursorami koperty
rogowe]j 1 petnig funkcje sieciujgce w tej strukturze (ang. cross linking proteins) [Ryc.

5].

_\SPRREG

|
LCEZ2A

&

LELPL

-

FLiG

LESEYE

&

Rye. 5. Sie¢ prawdopodobnych oddziatywan LELP1 z innymi biatkami budujacymi koperte
rogowg (wygenerowana przez program ExPASy STRING).

LELP1 jest biatkiem zbudowanym z 98 aminokwasow, bogatym
w proling (25 aminokwasdéw), cysteing (17 aminokwasow) oraz lizyng

(14 aminokwaséw), [Ryc. 6].

MSSDDKSKSNDPKTEPKNCDPKCEQKCESKCQPSCLKKLLQR
CFEKCPWEKCPAPPKCLPCPSQSPSSCPPQPCTKPCPPKCPSSCP
HACPPPCPPPE

Ryc. 6. Sekwencja aminokwasowa biatka LELP1. Bialko LELP1 zbudowane jest
z 98 aminokwasow. Dane pochodzg z bazy Ensemble Genome Browser.
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Wyniki modelowania przestrzennego wskazuja, ze biatko LELP1 w przestrzeni
przyjmuje forme¢ podobng do lustrzanego odbicia litery L zbudowanej z 5 alfa-

helis [Ryc. 7].

Ryc. 7. Przewidywana struktura trzeciorzedowa LELP1 (wygenerowana przez program
Phyre’, procent ufnoéci modelu: 96,7%). Poszczegélne kolory (w kolejnosci kolory:
czerwony, pomaranczowy, zolty, zielony, jasnoniebieski, ciemnoniebieski) oznaczaja
stopien ufnosci (wyliczony przez program Phyre®) dla wystapienia danej struktury
drugorzedowej w biatku LELP1. Kolor czerwony — wysoka ufnos¢; kolor
ciemnoniebieski — niska ufnos¢.

2.7.2 Lokalizacja bialka LELP1 w komorce

Bialko LELP1 zlokalizowane jest w zewnetrznej warstwie korneocytu

zwanej kopertg rogowa oraz w cytoplazmie komorki (wg bazy danych UniProf).

2.7.3 Tkankowa lokalizacja bialka LELP1

Biatko LELP1 zlokalizowane jest w skorze, w nablonku
wielowarstwowym ptaskim rogowaciejacym (wg bazy danych UniProt). Nalezy
zaznaczy¢, ze informacje zawarte w dostepnych bazach danych, dotyczace
dystrybucji LELP1 w obrgbie innych tkanek s3 niejednoznaczne

1 nie potwierdzone przez piSmiennictwo.
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2.8 Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism, SNP) polega na zamianie pojedynczej zasady w sekwencji DNA
na inng (substytucja). Zmienno$¢ tg obserwuje si¢ w regionach kodujacych genu,
sekwencjach niekodujacych 1 w regionach miedzygenowych. Pomimo, iz nie
kazda substytucja w sekwencji kodujacej genu prowadzi do zmiany kodowanego
aminokwasu, to jednak rozmaite warianty genow charakteryzujace si¢
wystepowaniem zmian w obrebie sekwencji rozpoznawanych np. przez czynniki
transkrypcyjne moga podlega¢ odmiennej regulacji.

Dlatego w ramach pracy doktorskiej postanowiono zbada¢ -czestotliwosci
wystepowania ~ wybranych  polimorfizmow  rs140466902,  r1s142724966,
rs144538546, COSMS529080, 1s149304390, rs4845529 oraz 17534334
w regionie genu LELPI u oséb chorujacych na atopowe zapalenie skory. Wyboru
okreslonych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu dokonano w oparciu

o wyniki przeprowadzonych analiz bioinformatycznych.

rs140466902

Polimorfizm ten wystepuje w obrgbie kodonu startu transkrypcji genu LELPI,
prowadzi do substytucji adeniny (A) guaning (G) w pozycji 153204708
na chromosomie 1. Substytucja ta skutkuje zmiang sekwencji kodowanych
aminokwasow: metioniny (ATG) na waling (GTG) i zanikiem miejsca startu
translacji, co moze skutkowaé przesunigciem ramki odczytu i wystepowaniem

w komorce krotszego biatka LELP1 o zmienionych wiasciwosciach.

rs142724966

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) adening (A) w pozycji
153204890 na chromosomie 1. Substytucja ta skutkuje zmiang kodonu dla
cysteiny (TGC) na kodon stop (TGA), powodujacy zahamowanie translacji,
co moze skutkowa¢ zmniejszong iloscig biatka LELPI w komorce

1 nieprawidlowos$ciami w budowie koperty rogowe;.
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rs144538546

Polimorfizm ten wystepuje w obrebie promotora genu LELPI, prowadzi
do substytucji adeniny (A) tyming (T) w pozycji 153203922 na chromosomie 1.
Przeprowadzone analizy bioinformatyczne wykazaly, ze wystapienie allelu T

rs144538546 powoduje zmiang miejsca wigzania dla czynnika transkrypcyjnego

GR-alfa (ACAGG).

rs7534334

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) tyming (T) w pozycji
153205376 na chromosomie 1. Zmiana ta wystepuje 255 par zasad ponizej genu
LELPI. Przeprowadzone analizy bioinformatyczne wykazaty, ze polimorfizm ten
znajduje si¢ w obregbie sekwencji rozpoznawanej przez czynnik transkrypcyjny
Pax5 (GCGTCTAACGC) a 2 pary zasad ponizejrs7534334 znajduje si¢ miejsce
rozpoznawane przez acetylotransferaz¢ histonow p300 (GGAAG), ktora jest
koaktywatorem transkrypcji [Ryc. 8]. Wykazano, ze p300 poprzez acetylacje
silnie wzmacnia aktywnos¢ transkrypcyjna Pax5 [81]. Mozna przypuszczacd, ze w
przypadku wystgpienia allelu T rs7534334 wigzanie Pax5 z DNA 1 jego
oddziatywanie z p300 ulegnie zmianie co moze skutkowa¢ inng aktywnos$cig

transkrypcyjna.

p300 TFIIB P?xS p300

f . '||
5 AGAGATCC =P GCTGTGAA E'G@s TCTAACG cl’ﬁ GGAAGCAG— 3’
M
Pax5

Rye. 8. Miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (TFIIB, Pax5) oraz
acetylotransferazy histonow (p300) w regionie polimorfizmu rs7534334. Owalng ramka
zaznaczono miejsce polimorficzne rs7534334.

rs4845529
Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) guaning (G) w pozycji

153201885 na chromosomie 1. Wariant sekwencji zlokalizowany na koncu
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5’ genu LELP]. Analiza bazy danych HapMap oraz informacji zawartych w bazie
Ensemble  Genome Browser wykazala, ze 154845529 znajduje si¢
w nierownowadze sprzezen z 1s7534334 (r*=0,7, D’=0,9) i oba SNP sa ze soba
powigzane (dane dla populacji europejskiej 1000GENOMES:phase 3:CEU).
Wystgpienie allelu G 1s4845529 powoduje zmian¢ potencjalnego miejsca
wigzania dla czynnika transkrypcyjnego HNF-1 (CACTCTAAC).

rs149304390

Polimorfizm ten wystepuje w obrebie promotora genu LELPI, prowadzi
do substytucji cytozyng (C) tyminy (T) w pozycji 153203826 na chromosomie 1.
Wystgpienie allelu C rs149304390 powoduje zmiang¢ miejsca wigzania dla
czynnika transkrypcyjnego TFII-I (AGATCC).

COSM529080

Substytucja cytozyny (C) adening (A) w pozycji 153204895 na chromosomie 1,
ktéra skutkuje zmiang sekwencji kodonu dla seryny (TCG) na kodon stop (TAG)
1 zahamowaniem transkrypcji genu, co moze skutkowaé¢ zmniejszong iloscia

biatka LELP1 w komorce i nieprawidlowosciami w budowie koperty rogowe;.

Lokalizacje wybranych polimorfizméw w obrgbie genu LELPI przedstawione

s na rycinie 9.
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Ryc. 9. Potozenie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w regionie genu LELPI
(chromosom 1q21).
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3. Cele pracy

1. Zbadanie czestotliwosci wystgpowania polimorfizméw w regionie genu
LELPI u os6b chorujacych na atopowe zapalenie skory (AZS) i w grupie

0s6b zdrowych (kontrolnej)

2. Zbadanie poziomu ekspresji genu LELPI we fragmentach skory

niezmienionej chorobowo oraz z wypryskiem atopowym

3. Zbadanie poziomu biatka LELP1 we fragmentach skoéry niezmienionej

chorobowo oraz z wypryskiem atopowym

4. Analiza zwigzku badanych polimorfizméw LELPI z przebiegiem AZS
(momentem wystapienia pierwszych objawdéw 1 ich nasileniem) oraz
wybranymi parametrami klinicznymi AZS (poziomem catkowitego IgE

w surowicy, eozynofilia, poziomem $wiadu, wartoscig SCORAD)

5. Analiza zwigzku badanych polimorfizméw LELPI
z wspotwystepowaniem astmy 1 AZS
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4. Materialy i metody

4.1 Charakterystyka grupy badanej

4.1.1 Charakterystyka grupy poddanej badaniu wystepowania
polimorfizméw w regionie genu LELPI

Badaniem obje¢to 256 osob. Grupe chorych na atopowe zapalenie skory

stanowito 152 pacjentow Kliniki Dermatologii, Wenerologii 1 Alergologii
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego wsrod ktorych znajdowalo  sie
65 mezczyzn (42,8%) 1 87 kobiet (57,2%); stosunek liczbowy mezczyzn 1 kobiet
wynosit 0,7:1; srednia wieku (+ SD) wynosita 24,8 + 12,1 lat (przedziat wiekowy
10-64 lat). Pacjentoéw rekrutowano na podstawie kryteriow diagnostycznych
Hanifina i Rajki [Hanifin, Rajka, 1980]. Srednia warto$¢ wskaznika SCORAD
wynosita 48,51422,09 (zakres5-86). Lagodny przebieg AZS zaobserwowano
u 27 pacjentow (17,8%), umiarkowany u 72 (47,3%), a ciezki u 53 (34,9%).
Sredni wiek (+SD) zachorowania wynosit 4,8+8,6 lat. Wczesne wystapienie AZS
(ponizej 2 roku zycia) stwierdzono u 83 pacjentow (54,6%). Towarzyszaca astme
zdiagnozowano u 42 pacjentow z atopowym zapaleniem skory (27,6%).
W badaniu nie brali udzialu pacjenci poddawani leczeniu immunosupresyjnemu
lub immunoterapii.
Grupe¢ kontrolng w badaniu stanowito 104 zdrowych ochotnikéw bez chorob
alergicznych i immunologicznych ws$rdéd ktorych bylo 40 mezczyzn (38,5%)
164 kobiety (61,5%); stosunek liczbowy mezczyzn i kobiet wynosit 0,6:1; $rednia
wieku (£SD) wynosita 26,3+9,9 lat (przedziat wiekowy 15-61 lat).

Charakterystyke grupy 256 0sob objetych badaniem przedstawia tabela nr 1.
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Tabela.1. Charakterystyka grupy badanej

pacjenci z AZS grupa kontrolna
cecha
n=152 n=104
mezcezyzna 65 (42,8%) 40 (38,5%)
ple¢
kobieta 87 (57,2%) 64 (61,5%)
przedziatl wiekowy 10 — 64 lat 15-61 lat

poziom IgE w surowicy

2016 + 2573 [KU/]

37442 [kU/]]

poziom swigdu

52+£29

eozynofilia 7,8 £ 5,8 [%] 2,4 £ 1,5 [%]

SCORAD 48,51 +£22,09 -

SCORAD zakres 5-86 -
fagodny 27 (17,8%)

przebieg umiarkowany 72 (47,3%) -

AZS ciezki 53 (34,9%)

sredni wiek zachorowania

4,8 £8,6

wczesne wystapienie AZS

83 (54,6%)

astma

42 (27,6%)

34



4.1.2 Charakterystyka grupy u ktorej przeprowadzono iloSciowa ocene
poziomu ekspresji genu LELP] oraz biatka LELP1

Grupeg tg stanowito 19 pacjentéw, 7 mezczyzn (36,8%) oraz 12 kobiet
(63,2%); $rednia wieku (£SD) wynosita 32,6+12,5 lat (zakres14-59). Srednia
warto$¢ wskaznika SCORAD to 62,17+14,18 (zakres 35-86). Srednie nasilenie
(£SD) s$wiadu (w skali 0-10) wynosito7,10 £ 1,85; $redni poziom IgE (£SD)
wynosit 2376+2021 kU/I. Srednia wieku zachorowania (£SD) to 7,07+9,44 roku.
Grupe kontrolng stanowito 26 fragmentéw skory pobranych od zdrowych
ochotnikéw. W grupie tej bylo12 mezczyzn (46,2%) 1 14 kobiet (53,8%); srednia
wieku wynosita 38,6 £12,1 lat (zakres 22-61); sredni poziom IgE w tej grupie
wynosit 35,264+37,62 kU/L

Badania zostaty przeprowadzone za zgoda (NCSBN/486/2011) lokalne;j
komisji etycznej (Niezalezna Komisja Bioetyczna Do Spraw Badan Naukowych
Przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym). Pisemng zgode¢ na udziat w badaniu
uzyskano od wszystkich uczestnikow przed wlaczeniem do badania. Dane
kliniczne dotyczace pacjentéw i osdéb z grupy kontrolnej uzyskano z Kliniki

Dermatologii, Wenerologii 1 Alergologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
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4.2 Material badany

4.2.1 Material do badania polimorfizméow genu LELP]

Materiat do badan polimorfizméw genu LELPI stanowita krew (2 x 4 ml)
pobrana od pacjentéw i 0sob z grupy kontrolnej. Krew petng wykorzystano w celu
izolacji DNA, surowice uzyskang po odwirowaniu krwi wykorzystano do oceny
poziomu catkowitego IgE. Po pobraniu krew i surowica byly przechowywane

w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz.

4.2.2 Material do ilosciowej oceny poziomu ekspresji genu LELP]I i poziomu
biatka LELP1

Material do badan stanowity 64 fragmenty skory otrzymane za pomoca
biopsji sztancowych ($rednica 2-4 mm, glebokos¢ 3 mm) wykonanych na skorze
ramienia (odcinek od stawu tokciowego do stawu barkowego). Wielko$¢ biopsji
(Srednica 2 lub 4 mm) determinowana byta zgoda pacjenta. Od pacjentow z AZS
pobrano19 biopsji ze skoéry zmienionej (z odczynem zapalnym) i 19 biopsji
ze skory niezmienionej. Grupe kontrolng w badaniu stanowilo 26 fragmentow
skory pobranych od os6b zdrowych.

Ilo§¢ materiatu uzyskiwana z 2 mm biopsji sztancowych byla ograniczona,
dlatego 64 fragmentoéw skory (19 probek skory niezmienionej 1 19 probek skory
zmienionej) od pacjentow z AZS oraz 26 probek skory osob zdrowych
(kontrolnych) zostalo wykorzystanych do analizy poziomu transkryptu genu
LELP]. Natomiast tylko 26 biopsji 4 mm (6 probek skory niezmienionej
16 probek skory zmienionej od pacjentow z AZS oraz 14 probek skoéry osob
zdrowych) zostalo wykorzystanych do badania poziomu mRNA LELPI oraz
do pomiaru poziomu biatka LELP1. Biopsj¢ skory niezmienionej chorobowo
uosob z AZS pobierano w odleglosci co najmniej 10 cm od obszaru skory
zmienionej chorobowo. Po pobraniu fragmenty skory byty umieszczane w buforze
stabilizujacym RNA (RNA-later, Qiagen) i przechowywane w temperaturze -20°C

do dalszych analiz.

36



4.3 Bufory i roztwory

Bufor TAE 50 x stezony (1litr)
242 g Tris
57,1 ml kwasu octowego

100 ml EDTA 0,5 M

2% zel agarozowy
3,2 g agarozy
160 ml 1x stezonego buforu TAE

Roztwor bromku etydyny 10 mg/ml

Woda z DEPC (1 litr)

1 litr wody dejonizowanej

1 ml dietylopirowegglanu (DEPC)

Bufory stosowane do trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi

Bufory z firmy New England Biolabs dobierane byly w celu optymalnego

dzialania stosowanego enzymu restrykcyjnego.
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4.4 Wykaz odczynnikow wykorzystanych w pracy

Nazwa odczynnika

Producent

Agaroza

Alkohol etylowy

Alkohol izopropylowy

Bfal enzym restrykcyjny wraz z buforem

BfuCI enzym restrykcyjny wraz z buforem
Bromek etydyny

Chloroform

Deoksyrybonukleotydy ( dNTPs)

DEPC (dietylopiroweglan)

Hinfl enzym restrykcyjny wraz z buforem

Kit do reakcji ELISA

Human LELP1 ELISA Kit

MasterPure™ DNA Purification Kit for Blood
Metanol

Marker masowy DNA (pUC/Mspl, 111-501pz)
Mix do reakcji Real-Time PCR (genotypowanie)
JumpStart TagReadyMix

Mix do reakcji Real-Time PCR (analiza ekspresji)
Path-ID Multiplex One-Step RT-PCR Kit

Mwol enzym restrykcyjny wraz z buforem

PCR master mix RAPID

Proteinaza K

SDS (so6l sodowa siarczanu dodecylu)

Sondy do genotypowania

Sonda do analizy ekspresji genu

LELPI NM _001010857.1

Startery do reakcji PCR

Starter referencyjny do 7BP

Tri Reagent

Tris (Tris(hydroksymetylo)aminometan)

Sigma-Aldrich

P. O. Ch. Gliwice

P. O. Ch. Gliwice

New England Biolabs
New England Biolabs
Sigma-Aldrich

P. O. Ch. Gliwice
Epicentre Technologie
Sigma-Aldrich

New England Biolabs
MyBioSource

Epicentre

P. O. Ch. Gliwice
A&A Biotechnology
Sigma-Aldrich

Applied Biosystems

New England Biolabs
A&A Biotechnology
A&A Biotechnology
Sigma-Aldrich

Blirt

Universal Probe Library
Probe # 77 Roche
DNA IBB PAN

Roche

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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4.5 Metody

4.5.1 Oznaczenie poziomu IgE w surowicy

Catkowity poziom przeciwciat IgE w surowicy zostat oznaczony technikg
fluoroimmunoenzymatyczng zgodnie z instrukcjami producenta (Phadia,
Szwecja). Oznaczenie zostalo przeprowadzone w Katedrze i Klinice Dermatologii

1 Wenerologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

4.5.2 Okreslenie stopnia ci¢zkosci choroby atopowej

Do oceny stopnia cigzkosci choroby atopowej u pacjentéw wykorzystano
punktowg skale SCORAD (ang. scoring atopic dermatitis).
Pacjentow podzielono na trzy grupy: 0-20 punkty — tagodne AZS; 21-60
punktow — umiarkowane AZS; ponad 60 punktéow — cigzka postaé AZS.
Kategoryzacja pacjentow zostata przeprowadzona w Katedrze i1 Klinice
Dermatologii i Wenerologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego przez

dr Magdalene Trzeciak.

4.5.3 Ocena poziomu Swiadu

Do oceny poziomu $wigdu u pacjentéw (0-10 punktéw) postuzono sie¢
wizualng skalg analogowa (ang. visual analogue scale, VNS) oraz liczbowa skala
oceny (ang. numeric rating scale, NRS). Ocen¢ przeprowadzita dr Magdalena
Trzeciak z Katedry 1 Kliniki Dermatologii 1 Wenerologii Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

4.5.4 Izolacja genomowego DNA z krwi obwodowej

Genomowe DNA izolowano z 4 ml krwi obwodowej przy uzyciu
komercyjnie dostgpnego zestawu =z kolumienkami MasterPure™ DNA
Purification Kit for Blood (Epicentre), zgodnie z instrukcja producenta.
Wyizolowane DNA przechowywano w temperaturze -20°C do momentu dalsze;j
analizy. Stezenie 1 czystoSci DNA oceniano metoda spektrofotometryczng

za pomocg aparatu NanoDrop (Thermo Scientific).
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4.5.5 Izolacja calkowitego RNA z fragmentow skory

Fragment skory homogenizowano w sterylnej probowce z 1 ml
odczynnika Tri Reagent (Sigma-Aldrich). Izolacje catkowitego RNA
przeprowadzano zgodnie z procedurg opracowang przez Chomczynskiego
[Chomczynski, Sacchi, 1987]. Osad RNA przemyto najpierw 96%, a nast¢pnie
70% (v/v) etanolem, suszono na powietrzu i1 zawieszono w jalowej wodzie
traktowanej dietylopirowgglanem (50 pl). Wyizolowane RNA przechowywano
w temperaturze -20°C do momentu dalszej analizy. Stezenie i czystos¢ RNA
oceniano metoda spektrofotometryczng za pomoca aparatu NanoDrop (Thermo

Scientific). Do reakcji RT-PCR uzywano 25 ng RNA.

4.5.6 Elektroforeza agarozowa DNA

Rozdzial elektroforetyczny DNA  przeprowadzano w 4% zelu
agarozowym, w aparacie poziomym w buforze TAE. 3,2 g agarozy rozpuszczono
przez zagotowanie w 80 ml buforu TAE 1x st¢z. a nastgpnie po schlodzeniu
dodano bromku etydyny tak aby koncowe stezenie wynosito 0,5 pg/ml. Zel
wylewano na saneczki aparatu. Elektroforez¢ prowadzono przy staltym natezeniu
pradu o wartosci 50 mA. Zel ogladano przy $wietle ultrafioletowym o dhigosci
fali 312 nm.

4.5.7 Wykrywanie polimorfizmow rs7534334, rs4845529, 1rs149304390,
COSMS529080 w regionie genu LELPI za pomoca analizy PCR-RFLP

Uktad do$wiadczalny do analizy polimorfizméw rs7534334, rs4845529,
rs149304390, COSM529080 w genie LELPI za pomoca enzymow restrykcyjnych
zostat zaprojektowany wedtug sekwencji nukleotydowych fragmentu genu LELPI
otrzymanych z bazy danych NCBI SNP [Ryc. 10].
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rs7534334

CCTCCACCATGTACAACGCT gtgpgectopagactgaaaccatgaact gacaagtaaacgtattcctetgctatocaagactt

ctectggtgtitctggtgagtingatttgtttptrtgtigititacagcactaaaccaccaacaageaatecctgagaagtgaggctagaaceergeacte
fcaacaaccitizagaactgactitcectetgaceecacctgctactiagageeagatocccactictzaageot stacccagataatgecaggetat

gttagageaaagectgagagatecataaatatggtigeagetgtgaaag|( T|gtctaacgecaggaageaggaaagagatggtatgagggag

aaagaggagtagaatattggtgaaaggteeaggaaggeteaggaaaaggeatigtactactitetgttagtecrgttgeataatgetiatgeagaagg
geteteagtacaGGCTGCATGGGTTTAATGCAA

15149304390

cticacctiggaatagagtcteaacaatittagagticaacttaataatatgecteeccagagagetatactgatttianaacaaaatttaaaatgtiartrea
tattgttaaaagasatcasagaaatataaccaattaga|C T|ccaacttgaagtatizgtgaggoacigaaaatecctoteeatatctaggagttaaact
gicegigeagaaatgectagetcagggcaaaacteaacaggagagaaaaggaatteceticigaaaatcacatitigiggeictatcaticagatttica
gagaaattggaatttcgtagaticatctectgatttettcecttacectattarttatcagaacetggatggagacaaaggagtgpocagtictagagtage
ccatgggAACCCACTCATGGCAGGG

rs4845520

ATAAACCCCATATGAGGTTT Ctecatetteaacteatgatetictattcaatasacactigttaaactgaaatgaactgaaggecte
aggictecceagiggeccaagggecaaagecatatitccaataaccacecaagagggtt|/( (. |actctaactaaacteticteagacttaaacecat
atictittagcacaaatetgtteccctgtticeteagetetcatiaaaagtaatactaacaccecaaaacciggtgaaacattgteccaaagagitaaacaa
acgagtgactaatacaaaftetigagtttacatgatagtagatitianaasaagaacaactigeigaaatgCTGAAACTCTCTCCATT
IG

COSM329080

TATTTCTTTIGCAGGGCTCAGA taatcaagaaacaatgtegagtgatgataaaagtaaatcaaatgacoocaagactgagece
aagaacigegatcccaagtgigaacaaaagigtgagtecaaatgecageccagetgittaaagaagetget geaacgetgttcgaaaagtgeceat
gogaaaagtgtecageaccaccecaagtgectgecetgecect] A O] geagteteetteatectgecctocecagecctgeaccaageectgtect
cetaaatgeccticatectgeccacatgetigeecaceteeetgeccicecccagagtgaggeacigiggecactacecaaceccaccaceactgee
acctecaccatgtacaacgeigtgzgeciggagactgaaaccatgaactgacaaglaaacgigiicctetget glgcaagactictectggtattictg
gtogpttttgatitgtittgittgtigttttacageactaaaccaccaaca AGCAATCCCTGAGAAGTGAGG

Ryc. 10. Fragmenty sekwencji genu LELPIzawierajace miejsca wystgpowania SNP.
W sekwencji fragmentu genu LELPI dla czterech badanych SNP, kolorem niebieskim
oznaczono umiejscowienie sekwencji startera sensownego, na zielono startera
antysensownego. Migjsce polimorficzne zaznaczono kolorem czerwonym.
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Genomowy DNA poddawano trawieniu w buforze o optymalnym sktadzie
dla danego enzymu. Catkowita objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl

Reakcje przeprowadzano w cienkosciennych, jatlowych probéwkach.

Poszczegolne sktadniki mieszaniny:

jalowa woda dejonizowana, 2 ul optymalnego dla uzywanego enzymu buforu
reakcyjnego 10x stez., roztwor DNA, enzym restrykcyjny.

Po dodaniu wszystkich sktadnikow mieszaning osadzono przez wirowanie

(10 sek. 12000 obr./min.). Trawienie prowadzono w temperaturze zalecanej przez
producenta, wilasciwej dla dziatania uzytego enzymu restrykcyjnego. Czas
trawienia zalezny byt od ilosci DNA w probie oraz aktywnos$ci enzymu. Produkty
reakcji trawienia DNA enzymami restrykcyjnymi rozdzielano na zZelu

agarozowym.

polimorfizm rs7534334

Produkt PCR wielkosci 506 pz poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego Mwol.
Po rozdziale elektroforetycznym uzyskano fragmenty DNA odpowiadajace
poszczegdlnym allelom. Allel T identyfikowano obecnosciga fragmentu

o wielkosci 506 pz, natomiast allel C za pomoca fragmentéow 339 pz 1 167 pz

[Ryc. 11].

506 pz

homozygotaTT

339 pz 167 pz
homozygota CC i '

Rye. 11. Przewidywany wzor cigcia restrykcyjnego dla polimorfizmu rs7534334 [C/T].

polimorfizm rs149304390

Produkt PCR wielkosci 512 pz poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego BfuClI.
Po rozdziale elektroforetycznym uzyskano fragmenty DNA odpowiadajace
poszczegolnym allelom. Allel C identyfikowano obecnoscig fragmentow
o wielko$ci 512 pz, natomiast allel T za pomoca fragmentéw 226 pz i 286 pz

[Ryc. 12].
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512 pz

homozygota CC
286 pz 226 pz

homozygota GG

Ryec. 12. Przewidywany wzor cigcia restrykcyjnego dla polimorfizmu rs149304390[C/T].

polimorfizm COSMS529080

Produkt PCR wielko$ci 539pz poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego Bfal. Po
rozdziale elektroforetycznym uzyskano fragmenty DNA odpowiadajace
poszczegdlnym allelom. Allel C identyfikowano obecnoscig fragmentéw
o wielkosci 539 pz, natomiast allel A za pomocg fragmentow 319 pz 1 220 pz
[Ryc. 13].

539 pz

homozygota CC
13 pz 220 pz

homozygota AA

Ryc. 13. Przewidywany wzor ciecia restrykcyjnego dla  polimorfizmu
COSMS529080[A/C].

polimorfizm rs4845529

Produkt PCR wielkos$ci 374pz poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego Hinfl .
Po rozdziale elektroforetycznym uzyskano fragmenty DNA odpowiadajace
poszczegdlnym allelom. Allel C identyfikowano obecnoscig fragmentow
o wielkos$ci 374 pz, natomiast allel G za pomoca fragmentéw 226 pz i 148 pz
[Ryc. 14].

homozygotaCC /297

226 pz 148 pz

homozygota GG

Ryec. 14. Przewidywany wzor cigcia restrykeyjnego dla polimorfizmu rs4845529[C/G].

4.5.8 Wykrywanie polimorfizméw rs140466902, rs142724966,
rs144538546 w regionie genu LELPI za pomoca sond typu FRET

Uklad doswiadczalny do analizy polimorfizméw 15140466902,
rs142724966, rs144538546 w regionie genu LELPI za pomoca sond typu FRET,
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zostatl zaprojektowany wedtug sekwencji nukleotydowych fragmentu genu LELP1
otrzymanych z bazy danych NCBI SNP [Ryc. 15]. Zakonserwowanie sekwencji
genu LELPI w genomie ludzkim oraz zbadanie homologii do sekwencji
genomowej innych typdéw organizmow okreslono na podstawie pordéwnania
sekwencji badanej z innymi dostgpnymi w bazie NCBI. Zaprojektowano 3 uktady
amplifikacyjne sktadajace si¢ z dwoch starterow i jednej sondy FRET. Fluorofory
do sond zostaty dobrane zgodnie z wymaganiami aparatu LightCycler 480 firmy
Roche. Do analizy struktur II-rzedowych wykorzystano program Beacon Designer
Online  Edition firmy  PrimerBiosoft. Analiza wykazata, ze Zadne
z wyszczegbdlnionych struktur nie powinny mie¢ wptywu na wydaja amplifikacje
1 specyficznos¢ uktadu. Specyficznos¢ i selektywnos¢ zaprojektowanych uktadow
potwierdzono z wykorzystaniem programu NCBI NucleotideBlast (sekwencje
sond) oraz NCBI PrimerBlast (sekwencje starterdéw). Wstepna analiza sekwencji
badanego fragmentu genu LELPI wykazala homologi¢ do analogicznych
sekwencji w kilku innych organizmach. List¢ gatunkéw wzgledem, ktérych
zaprojektowany ukfad doswiadczalny wykazuje homologie przedstawiono
w tabeli 2.

W obrebie ludzkiego genomu startery oraz sondy zaprojektowane do ukladow
LELPI rozpoznawaly tylko sekwencj¢ genu LELPI. Przeanalizowano wszystkie
mozliwe stabilne struktury IlI-rzedowe tworzone przez oligonukleotydy.
Otrzymane wyniki wykazaly, Zze Zadna ze struktur, ktore mogly powstac
w mieszaninie reakcyjnej nie powinna mie¢ wptywu na wydajno$¢ amplifikacji

1 specyficzno$¢ uktadu doswiadczalnego.
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rs140466902

AGAGTCTATAGCATGGAAGCARGAATARGTGRARAGGAAGCAGAGT TAAGGGTGGAGAGATTAAGRARTGCTATCTCAAACTCATA
CRAGGATGAGGGCGGCCCTARATGRGAAGATGAT CTAGAGCCTGARTGCATCTCAGGGAAGACTTICTTAAGTACAAGGATAAGCT
GIRAAGAAGCCTGTAGGTATCCTCTCCCACCTACRATGCATCTCATATTICTITGE : R CGH
TR TCATAAAAGTAMATCARATCA AN GACTGAGCCCRRGRACTGCGATCCCRAGTCTGARCARRAGTGTCGAGTCCARATGE
CAGCCCAGCTGTTTARRGAAGCTGCTGCAACGCTGTTTCGRARRAGTGCCCATGEGRARAAGTGTCCAGCACCACCCARGTGCCTGEC
CTGCCCCTCGCAGTCTCCTTCATCCTGCCCTCCCCAGCCCTGCACCAAGCCCTGTCCTCCTARAATGCCCTTC

rs142724966

TGTAGETATCCTCTCCCACCTACAATGCATCTCATATTTICTTTGCAGGGCTCAGATARATCAAGARACAATGTCGAGTGATGATAAR
AGTARRTCAARTGACCCCAAGACTGAGCCCAAGARCT GOGATCCCARGTGTGAACRARAGTGTGAGTCCAAATGCCAGCCCAGCTG
TTTAAAGAAGCTGCTGCARCGCTGTTTCGARRAGTGCCCATGGGRAARRCTCETCCAGERLTS RAGT recceraM
CCTGLCCTCCCCAGCCCTGCACCARGCCCTGTCCTCCTARATGCCCTTCATCCTGCCCACATGCTTGCCCACC
TCCCTGCCCTCCCCCAGRGTGAGGCACTGTGGGCACTACCCARCCCCACCACCACTGCCACCTCCACCATGTACAACGCTGTGLGE
CTGGAGACTGARRCCATGRRACTGRCRACTAAACGTGTTCCTCTGCTGTGCAAGACTICTCCTGGTGTTTICTG

rs144538546

AT AR TAAT AT GCCTCCCCAGRGAGCTATACTGAT TTTARRACARAA TTTAARATGTTATTTTIATATTGTTARARAGRARTCAR
AGRARTATAACCAATTAGATCCAACTTGAAGTATTGTGAGGGACTGRARATCCCTGTCCATATCTAGGAGTTARACTGTCCGTGCA
GAAATGCCTAGCTCAGH IR TC AR WEGAGAGRARRRGGARTT ITCTGARRATCACATTTTCT TCTATCATTCRGR
T TCAGAGAR R T TGEARTTTCGT LT TCATCTCCTGAT TTCTTCCCTTACCCTATTAT TTATCAGARCCTGGAT GGAGRCARAGG
AGTGGECAGTTCTAGAGTAGCCCATGEEAACCCACTCATGGCAGGGATTAAR T TACTTTCCCTCCCATGECCTCTAGTAAAGRRAG
CAATTCTCARAGGT TCAGGGRARACTTAGGTGGGACACAGGATTGRRAGCAGT GTCCTAGGCCCCCARGTCTGCTAGTGTACCTCCCAT
CTATCTTCAGRGGARCAGGARGTGGCCTTAGAGGRAGCGARACTTCTATTGTGCCATGAATGCCTTGAGCRAATC

Ryc. 15. Fragmenty sekwencji genu LELPI w obrebie ktorych wystepuja badane
za pomocg sond typu FRET miejsca polimorficzne.

W sekwencji fragmentu genu LELPI dla trzech badanych SNP, kolorem niebieskim
oznaczono sekwencje komplementarne dla startera sensownego, na fioletowo dla startera

antysensownego, a dla sondy kolorem czerwonym.
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Tabela. 2. Specyficznos¢ i selektywnos¢ zaprojektowanych ukladéw doswiadczalnych
(oceniono za pomoca programu Beacon Designer Online Edition).

specyficznosé
SNP w obrebie specyficznos$¢ do innych gatunkow
Homo sapiens
gatunek startery | sonda A | sonda B
Pongoabelii - X X
Aotusnancymaae - X X
Macacanemestrima - X X
Cercocebusatys - X X
Mandrilluslecopha - X -
eus
15140466902 | envelope-like | Pan troglodytes X X -
proline-rich 1 Papioanubis - X -
(LELPI) Pan paniscus - X -
Chlorocebussabeus - X X
Macacamulatta - X X
Macacafascicularis - X X
Colobusangolensis - - X
Rhinopithecusroxel - X
lana
Gorillagorilla - - X
Pan troglodytes X X -
Pan paniscus X X -
Gorillagorilla X X -
15142724966 | envelope-like | Macacanemestrima - - X
proline-rich I | Pongoabelii X -
(LELPI) Nomascusleucogen X - -
Vs
Colobusangolensis X - -
15144538546 | envelope-like
proline-rich 1 - - -
(LELPI)
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4.5.9 Amplifikacja fragmentow DNA metoda PCR

Reakcje PCR prowadzono z zastosowaniem specyficznych starterow
zaprojektowanych do analizy polimorfizmu pojedynczego nukleotydu [Tab. 3]
1 wykorzystaniem komercyjnie dostgpnej gotowej mieszaniny reakcyjnej (2xPCR
Master Mix RAPID, A&A Biotechnology). Reakcje przeprowadzano
w cienko$ciennych, jalowych probowkach, przy uzyciu termocyklera Eppendorf
Personal. Do kazdej serii doswiadczenia dolgczono kontrole ujemng (dodanie
wody zamiast matrycy).

Sklad mieszaniny reakcyjnej o catkowitej objetosci 20 ul:

2 x PCR RAPID 10 ul
genomowy DNA matrycowy 5 ul (100 ng/ul)
starter 1 (10 uM) I ul
starter 2 (10 uM) 1wl
woda dejonizowana 3ul

Profil termiczny reakcji PCR:

denaturacja wstepna 3min. temp. 96°C

30 cykli amplifikacji

- denaturacja 3min. temp. 96°C

- przylaczenie starterow 1min., temp. optymalna dla danej pary

- wydhuzanie czasu w zalezno$ci od dhugosci spodziewanego produktu, $rednio
Imin. na kazde 1000 pz, temp. 72°C

- wydhuzanie koncowe 3min. temp. 72°C
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Tabela 3. Startery uzywane w reakcjach PCR

gen

B starter sekwencja produkt
LELPI LELR 5-TTGCATTAAACCCATGCAGCC -3’
rs7534334 LELF 5’-CCTCCACCATGTACAACGCT -3’ 506 pe
LELPI 149R 5’- CCCTGCCATGAGTGGGTT-3
rs149304390 149F 5’- AGTACCCCACGCACTGAGCAG-3’ S12 pz
LELPI 529R 5’-CAAATGGAGAGAGTTTCAG -3’
rs4845529 529F 5’-ATAAACCCCATATGAGGTTTC -3° ST pe
LELPI CR 5’-CCTCACTTCTCAGGGATTGCT -3’
COSM529080 CF S-TATTTCTTTGCAGGGCTCAGA -3’ S pe
LELPI AGR 5’-GGACTCACACTTTTGTTCACAC -3°
rs140466902 AGF 5’-GTATCCTCTCCCACCTACAATG -3° 149 pz
LELPI ACR 5’-TAGGAGGACAGGGCTTGGTG -3°
rs142724966 ACF 5’-AGCTGTTTAAAGAAGCTGCTGC -3° 142 pz
LELPI ATF 5’-TCTAGGAGTTAAACTGTCCGTG -3°
rs4845529 ATR 5’-GAAGAAATCAGGAGATGAACCA -3’ 154p2
LELPI F 5’-GAGGCACTGTGGGCACTAC -3°
NM_001010857.1 | R 5’-ACAGCGTTGTACATGGTGGA -3’ 62 pz
RT-PCR
TBP Universal ProbeLibrary Reference Gene Assay Roche, Human

TBP Gene Assay

4.5.10 Amplifikacja fragmentow DNA metoda lancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-PCR) i genotypowanie
z uzyciem sond molekularnych

Do amplifikacji fragmentéw DNA metoda RT-PCR wykorzystano
komercyjnie dostgpny mix (JumpStart Taq Ready Mix for Quantitative PCR,
Sigma-Aldrich). Reakcje przeprowadzano w 96-dotkowych ptytkach, przy uzyciu
aparatu LightCycler 480 firmy Roche. Dla kazdej probki nastawiano dwie
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oddzielne reakcje [z sondg A i sondg A’, Tab.4]. Do kazdej serii do§wiadczenia

dotaczono kontrolg ujemna (dodanie wody zamiast matrycy).

Sklad mieszaniny reakcyjnej o catkowitej objetosci 10 ul:

genomowy DNA matrycowy 2 ul (100 ng/ul)

sonda 1 (10 uM) 0,25 ul
sonda 2 (10 uM) 0,25 ul
MgClL (25 mM) 0,8 ul
mix reakcyjny (Sigma) Sul
starter 1 (10 uM) 0,5 ul
starter 2 (10 uM) 0,5 ul
woda dejonizowana 0,7 wl

Profil termiczny reakcji RT-PCR (program Multi Color HybProbe Red 640, Light
Cycler 480 Roche):

- denaturacja 10 min. temp. 94°C (1 cykl)
- amplifikacja (50 cykli):
- denaturacja 10 sek. temp. 94°C
- przylaczenie starterow 20 sek., temp. optymalna dla danej pary
- wydluzanie czasu w zaleznosci od dlugosci spodziewanego produktu,
15 sek. temp. 72°C
- topienie produktu (1 cykl):
- 2 min. temp. 94°C
- 2 min. temp. 40°C
- temp. 80°C
- chtodzenie (1 cykl) 30 min. temp. 37°C
Do identyfikacji produktow DNA 1 genotypow uzywano analizy krzywej
topnienia (ang. Tm calling, LightCycler 480 Software, Roche).
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Tabela 4. Sondy molekularne stosowane w reakcjach PCR.

. . temperatura
gen sonda sekwencja w kierunku 5°-3° S
SNP °C]
LELPI1 AG-A | AGGGCTCAGATAATCAAGAAACAGTGT - 3'-
rs140466902 fluoresceina 62
AG-A’ | AGGGCTCAGATAATCAAGAAACAATGT - 3'-
fluoresceina Re
AG-B | 5'-LC640-
AGTGATGATAAAAGTAAATCAAATGACCCC 63
AAG-fosforylowana
LELPI AC-A | ATGAAGGAGACTGCGAGGGGCA-3'-
rs142724966 fluoresceina o
AC-A’ | ATGAAGGAGACTGCGAGGGTCA-3'-
fluoresceina 02
AC-B | 5'-LC640-
AGGCACTTGGGTGGTGCTGGACAC- 68
fosforylowana
LELPI AT-A | GGCAAAACTCAACAGGAGAGAAAAGGA-3'-
rs144538546 fluoresceina 0
AT-A’ | GGCAAAACTCAACTGGAGAGAAAAGGA-3'-
fluoresceina 0
AT-B | 5'-LC640-
TCCCTTCTGAAAATCACATTTTGTGGC- 68
fosforylowana

4.5.11 Ilosciowa ocena ekspresji genu LELPI metoda lancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (RT- PCR)

Do ilo$ciowej oceny ekspresji genu LELPI metoda RT-PCR wykorzystano
komercyjnie dostgpng mieszaning reakcyjng (Path-ID Multiplex One-Step RT-
PCR Kit, Applied Biosystems) umozliwiajaca przeprowadzenie reakcji odwrotnej

transkrypcji  oraz amplifikacji podczas jednej reakcji PCR. Reakcje
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przeprowadzano w 96-dotkowych ptytkach, przy uzyciu aparatu LightCycler 480
firmy Roche. Do kazdej serii doswiadczenia dofagczono kontrolg ujemng (dodanie

wody zamiast matrycy).

Poziom ekspresji badanego genu zostal znormalizowany wzgledem transkryptu

genu referencyjnego TBP (ang. TATA-binding protein gene), [Tab. 3.].

Sklad mieszaniny reakcyjnej o catkowitej objetosci 10 ul:

RNA matrycowy 2 ul (=25 ng/reakcje)
mieszanina enzymow I

sonda nr 77 Roche (10 uM) 0,1 ul

sonda referencyjna do TBP (10 uM) 0,1 ul

mix reakcyjny Sul

(Applied Biosystems)

starter 1 (10 uM) 0,5 ul

starter 2 (10 uM) 0,5 ul

startery do TBP 0,1 ul

woda dejonizowana 0,7 Wl

Profil termiczny reakciji Real-Time PCR:

- odwrotna transkrypcja 10 min. temp. 48°C (1 cykl)

- denaturacja 10 min. temp. 95°C (1 cykl)

- amplifikacja (55 cykli):

- denaturacja 15 sek. temp. 95°C

- przylaczenie starterow 45 sek., temp. 60°C

- chtodzenie (1 cykl) 30 sek. temp. 40°C

Do oceny ekspresji genu LELPI uzywano zaawansowanej, wzglednej analizy
ilo§ciowej (ang. Advance Relative Quantification, LightCycler 480 Software,
Roche).

4.5.12 Ocena poziomu bialka LELP1 w skorze

Probki skory zwazono, nastgpnie plukano w zimnym roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanem (PBS) i homogenizowano w PBS
zawierajacym 0,5% detergent (IgepalCA-630) (1:2) na lodzie. Homogenaty

poddawano dwoém cyklom zamrazania i rozmrazania w celu dezintegracji blon
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komorkowych. Homogenaty wirowano przez 5 minut (5000 x g). Otrzymane
supernatanty byty wykorzystywane do pomiaru poziomu biatka LELP1
z wykorzystaniem testu immunoenzymatycznego (ELISA), zgodnie z instrukcja
producenta (Antibody-Protein ELISA kit, MyBioSource, Inc). 1los¢ badanego
biatka w probce byta odczytywana z krzywej standardowej 1 przeliczana na gram

tkanki.

4.5.13 Metody statystyczne

Wszystkie otrzymane wyniki oraz informacje o cechach kliniczno-
patologicznych pacjentow zostaty skatalogowane w bazie danych (program Excel
Microsoft) 1 poddane analizie statystycznej (STATISTICA Version 10.0 StatSoft,
Tulsa, USA).

Obserwowane czgstoSci  genotypéw  testowano pod katem odchylenia
od rownowagi Hardy'ego-Weinberga. Sprawdzenia, czy rozklad badanej cechy
jest zgodny z rozkladem normalnym dokonano testem Shapiro-Wilka. Rozkiad
genotypéw w badanych grupach poréwnywano testem y°. Gdy liczebnosci
oczekiwane w tabeli 2 x 2 byly nizsze niz 5, zamiast testu x> uzyto test dokladny
Fischera. Dla poréwnania dwoéch prob niezaleznych, dla danych w skali
porzadkowej  zastosowano  nieparametryczny  test =~ Manna-Whitneya.
Do przeprowadzenia wielokrotnych poréwnan uzyto test ANOVA Kruskala-
Wallisa. Natomiast, aby dokona¢ dokladnej oceny, ktére proby roznig si¢ migdzy
sobg istotnie postuzono si¢ testem post-hoc Dunn’a. Dla pordéwnania danych
dotyczacych skory zmienionej z niezmieniong chorobowo u tego samego pacjenta
poshuzono si¢ testem nieparametrycznym Wilcoxona dla dwoch par zaleznych.

Wystepowanie korelacji pomiedzy dwiema zmiennymi oraz okreslenia kierunku
zmian dokonano na podstawie wspdtczynnika korelacji Spearmana (przyjmujac
wartosci: =0 brak korelacji, r~1 pela korelacja). Warto$¢ p<0,05 uznano
za statystycznie istotng. Stosujac analize regresji logistycznej obliczono warto$¢
wspoélczynnika ilorazu szans (ang. odds ratio, OR) oraz ryzyko wzgledne (ang.
relative risk, RR) wraz z 95% przedziatami ufnosci (ang. confidence intervals,
Cl). W celu oceny powigzan alleli w roznych loci wykonano analize¢

nierownowagi sprzezen (ang. linkage disequilibrium, LD), przyjeto wartosci =0
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loci sa w rownowadze sprzezen, r’=1 loci sa w nierobwnowadze sprzezeh
1dziedziczg si¢ wspolnie. Obliczenie wartosci wspotczynnika D’ pozwolito
na poréwnanie roznic mi¢dzy obserwowang czestoscig wystepowania haplotypoéw
do czestosci oczekiwanych. Jezeli dwa loci sa niezalezne (wystepuja

w rownowadze sprzg¢zen i nie dziedziczg si¢ wspolnie) wartos¢ D’=0.

4.6 Programy i bazy danych, z ktorych korzystano w pracy

Beacon Designer Online Edition (http://www.premierbiosoft.com)
Bgee: Gene Expression Evolution (http://www.bgee.org/)

Court lab

(http://www tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%201ab%20%20HW%20calcu
lator.xls)

Ensemble Genome Browser (http://www.ensembl.org)

HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/)

LightCycler 480 Software, Roche

NCBI Nucleotide-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

NCBI Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
NCBI SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp)

NEBcutter V 2.0 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/)

Phyre? (http:// www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index)
PROMO 3.0 (http://www.alggen.Isi.upc.es/recerca/menu_recerca.html)
UniProt (http://www.uniprot.org/)
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5. Wyniki

5.1 Modelowanie molekularne

W celu okreslenia mozliwych konsekwencji biologicznych wystgpienia
badanych polimorfizméw w sekwencji kodujacej genu LELPI przeprowadzono
modelowanie molekularne przy uzyciu programu Phyre’ [Met. 4.6]. Analize
rozpoczeto od modelowania przewidywanej struktury drugorzedowej biatka
LELPI. Przeprowadzone analizy wskazaty, ze prawdopodobna drugorzgedowa
struktura biatka LELP1 moze zawiera¢ pie¢ a-helis poprzedzielanych odcinkami
peptydowymi o nieuporzadkowanej strukturze [Ryc. 16]. Z posréd réznych typdw
struktur drugorzgdowych biatek, a-helisy sg najbardziej regularnymi i najczesciej
wystepujacymi  strukturami.  Ponadto  a-helisy maja duze znaczenie
w prawidlowym uksztattowaniu domen wigzacych DNA, takich jak motyw helisa-

skret-helisa, zamek leucynowy czy motyw palca cynkowego.

n m ] an L] ' L]

IETTEIRI MSS00K S K 5 NOP K TEPKNCDPK CE QK CE SKCQPS CLK K L L QR CF EKCAWEKCPAR P K CL
Sacond .
L AV — AAVAAMAM ——AAA
—_— ‘ , » : " . " .

[ Sequence [0 CPPOP CTKPCPPKC P 5 S CP HACPPRC

Secondary
structure W

Rye. 16. Przewidywana struktura drugorzedowa LELP1 (wygenerowana przez program
Phyre?).

Kolejnym etapem modelowania molekularnego bylo opracowanie
przewidywanej struktury trzeciorzedowej LELP1 [Ryc. 7]. W nastepnym etapie
przeprowadzono  analiz¢  bioinformatyczng  sekwencji  genu  LELPI
z wprowadzonymi zmianami wynikajacymi z wystgpienia poszczegdlnych
polimorfizméw. Zaobserwowano, ze badane polimorfizmy w rézny sposdb
zmieniaja trzeciorzedowa strukture bialka, co moze prowadzi¢ do zaburzenia

biologicznej funkcji LELP1 [Ryc. 17, 18, 19].
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Ryc. 17. Przewidywana zmiana struktury trzeciorzedowej dzikiego LELP1 (A) na skutek
wystgpienia wariantu polimorficznego rs140466902[G] (B) w kodonie startu transkrypcji.
Wystapienie SNP prawdopodobnie prowadzi do zaniku struktury trzeciej o-helisy
(wygenerowane przez program Phyre’, procent ufnosci modelu: 96,7%).

Znaczenie kolorow takie jak w opisie dla Ryc. 7.

Rye. 18. Przewidywana zmiana struktury trzeciorzgdowej dzikiego LELP1 (A) na skutek
wystapienia wariantu polimorficznego z rs142724966[A] (B) w 61 kodonie. Wystapienie
SNP prawdopodobnie skutkuje zanikiem struktur o-helikalnych (wygenerowane przez
program Phyre’, procent ufno$ci modelu: 53%). Znaczenie kolorow takie jak w opisie dla

Ryce. 7.

55



Ryec. 19. Przewidywana zmiana struktury trzeciorzedowej dzikiego LELP1 (A) na skutek
wystapienia wariantu polimorficznego COSM529080[A] (B) w 63 kodonie. Wystapienie
SNP prawdopodobnie skutkuje zanikiem struktur o-helikalnych i catkowita zmiang
uporzadkowania struktury trzeciorzedowej biatka LELP1(wygenerowane przez program

Phyre’, procent ufnosci modelu: 75,5%). Znaczenie kolorow takie jak w opisie dla Ryc.

7.
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5.2 Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizmu rs140466902 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu rs140466902 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) i w grupie kontrolnej
(n=104) okreslono przy pomocy reakcji Real-Time PCR z wykorzystaniem sond

molekularnych w uktadzie FRET [Met. 4.5.8].
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Rye. 20. Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia z analizy
Tm polimorfizmu rs140466902. Kolorem niebieskim oznaczono wynik reakcji z sonda
specyficzng dla allelu G, na zielono oznaczono wynik reakcji z sondg specyficzna dla
allelu A (prébka o genotypie AA).

Wszystkie analizowane probki charakteryzowaly si¢ ostrym i wyraznym
pikiem z produktu DNA o Tm przy 62°C (identyfikacja allelu G) oraz pikiem
z produktu DNA o Tm przy 66°C (identyfikacja alleluA), [Ryc. 20]. U calej grupy
badanej (n=256) stwierdzono genotyp AA [Tab. 5].
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5.3 Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizmu rs142724966 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos$¢ wystepowania polimorfizmu rs142724966 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) i w grupie kontrolnej
(n=104) okreslono przy pomocy reakcji Real-Time PCR z wykorzystaniem sond

molekularnych w uktadzie FRET [Met. 4.5.8].
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Rye. 21. Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia z analizy
Tm polimorfizmu rs142724966. Kolorem czerwonym oznaczono wynik reakcji z sonda
specyficzng dla allelu A, na niebiesko oznaczono wynik reakcji z sondg specyficzng dla
allelu C (probka o genotypie CC).

Wszystkie analizowane probki charakteryzowaly si¢ ostrym i wyraznym
pikiem z produktu DNA o Tm przy 63°C (identyfikacja allelu A) oraz pikiem
z produktu DNA o Tm przy 69°C (identyfikacja allelu C), [Ryc. 21]. U calej
grupy badanej (n=256) stwierdzono genotyp CC [Tab. 5].
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5.4 Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizmu rs144538546 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu rs144538546 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) 1 w grupie kontrolnej
(n=104) okreslono przy pomocy reakcji Real-Time PCR z wykorzystaniem sond

molekularnych w ukladzie FRET [Met. 4.5.8].
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Ryc.22. Przykladowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia z analizy
Tm polimorfizmu rs144538546. Numerem 1 oznaczono wynik reakcji z sonda
specyficzng dla allelu T, a numerem 2 oznaczono wynik reakcji z sondg specyficzng dla
allelu A (prébka o genotypie AA).
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Ryc. 23. Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia z analizy
Tm polimorfizmu rs144538546. Numerem 1 oznaczono wynik reakcji z sonda
specyficzng dla allelu T, a numerem 2 oznaczono wynik reakcji z sonda specyficzng dla
allelu A (probka o genotypie AA). Numerem 3 oznaczono wynik reakcji dla heterozygoty

AT.
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147 (97%) probek wsrdd grupy pacjentéw z AZS oraz 90 (87%) probek
wsrod grupy kontrolnej charakteryzowalo si¢ ostrym i1 wyraznym pikiem dla
produktu DNA o Tm przy 63°C (identyfikacja allelu T) oraz pikiem z produktu
DNA o Tm przy 69°C (identyfikacja allelu A), [Ryc. 22]. W obrebie tej grupy
badanych (n=237) stwierdzono genotyp AA. Natomiast wariant heterozygotyczny
AT 15144538546 LELPI zidentyfikowano u 5 (3%) osob chorych i 14 (13%)
zdrowych ochotnikdw [Ryc. 23]. Wykazano, ze genotyp AA rs144538546
wystepuje 1,6-krotnie czgsciej w grupie osob z AZS 1 jest to warto$¢ istotna
statystycznie (p=0,0023). Allel A rs144538546 wystepuje 1,5-krotnie czesciej
u pacjentdow w porownaniu do grupy kontrolnej (p=0,0028). Ponadto genotyp AA
1 allel A 4-krotnie zwigkszaja szans¢ wystgpienia choroby (AA: OR=4,573,
p=0,0047, RR=1,118, p=0,0074; A: OR=4,312, p=0,0057, RR=1,054, p=0,008).

Analiza statystyczna wykazata zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem
rs144538546 LELPI a poziomem $wigdu w grupie osob z AZS (p=0,03), [Ryc.
24].
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Ryec.24. Zwigzek migdzy genotypem LELPI (rs144538546) a poziomem $wigdu
u pacjentow z AZS (analizowano testem ANOVA Kruskala-Wallisa).
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5.5 Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu rs7534334 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystgpowania polimorfizmu rs7534334 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) i w grupie kontrolnej

(n=104) okreslono przy pomocy metody PCR-RFLP [Ryc. 25, 26].

506 pz 501 pz
404 pz
331 pz
242 pz
190 pz
147 pz
111 pz

Ryc. 25. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR rs7534334
(Sciezki 1-5). Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Rozdziat prowadzono w 2% zelu
agarozowym.

501 pz
404 pz
331 pz

242 pz
190 pz
147 pz
111 pz

Rye. 26. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu trawienia genomowego DNA

Ja

(Sciezki 1,3-5) enzymem Mwol. Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Na $ciezce 1
wynik trawienia DNA homozygoty CC, na $ciezce 3 wynik trawienia DNA homozygoty
TT, na $ciezkach 4 1 5 wynik trawienia DNA heterozygoty CT. Rozdzial prowadzono
w 4% zelu agarozowym.

Genotypy okreslono w calej grupie badanej (n=256). Genotyp CC
zaobserwowano u 46% chorych na AZS (n=70) i 31% o0s6b zdrowych (n=32).
Genotyp CT zaobserwowano u 44% chorych (n=67) i 56% zdrowych (n=58).
Genotyp TT zaobserwowano u 10% chorych (n=15) 1 13% zdrowych (n=14),
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[Tab. 5]. Allel T wystgpowat u 32% chorych na AZS (n=97) 1 41% zdrowych
(n=86). Allel C wystepowal u 68% chorych (n=207) 1 59% zdrowych (n=122).
Poréwnanie genotypu LELPI 157534334 z cechami klinicznymi wykazato,
ze genotyp CC (p=0,003) i allel C (p=0,001) byly zwigzane z podwyzszonym
poziomem IgE w surowicy [Ryc. 27, 28]. Ponadto pacjenci z genotypem TT
prezentowali tagodniejszy przebieg choroby w poréwnaniu z osobami o genotypie

CT, charakteryzujacymi si¢ ciezszym przebiegiem AZS (p=0,018).
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Ryc. 27. Zwigzek miedzy genotypem LELPI  (rs7534334) a wystepowaniem
podwyzszonego poziomu IgE w surowicy (powyzej 100 IU/ml) u pacjentow z AZS
(analizowano testem chi-kwadrat).
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Ryc.28. Zwiazek migdzy genotypem LELPI (rs7534334) a poziomem catkowitego IgE
w surowicy (IU/ml) u pacjentéw z AZS (analizowano testem ANOVA Kruskala-

Wallisa, z testem post-hoc Dunna).

Genotyp CC 1 allel C LELPI 1s7534334 byly zwigzane
z wspotwystepowaniem astmy u oso6b chorych na AZS (odpowiednio p=0,03
1p=0,01), [Ryc. 29]. Wykazano takze istotny statystycznie zwigzek genotypu CC
1 allelu C LELP-1 rs7534334 z eozynofilia (odpowiednio p=0,002 i p=0,001),
Polimorfizm rs7534334 LELPI okolo 2,5-krotnie zwigkszal szans¢ wystapienia
AZS (p=0,043, OR=2,41, RR=1,5).
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Ryec. 29. Zwiazek migdzy genotypem LELPI (rs7534334) a wspotwystgpowaniem astmy
u pacjentow z AZS (analizowano testem chi-kwadrat).
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5.6 Czestotliwo$¢ wystepowania polimorfizmu rs149304390 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu rs149304390 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) 1 w grupie kontrolnej
(n=104) okreslono przy pomocy metody PCR-RFLP [Ryc. 30, 31].

512 pz 501 pz
404 pz
331 pz
242 pz
190 pz
147 pz
111 pz

Ryc. 30. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR rs149304390
(Sciezki 1-5). Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Rozdziat prowadzono w 2% zelu
agarozowym.

501 pz
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Rye. 31. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu trawienia genomowego DNA
(Sciezki 1-4) enzymem BfuCl. Na $ciezkach 1-4 wynik trawienia DNA homozygoty TT.
Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Rozdziat prowadzono w 4% zelu agarozowym.

Przeprowadzone analizy pokazaly, ze u calej grupy badanej (n=256) wystgpowal

genotyp TT [Tab. 5].
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5.7 Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu rs4845529 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystgpowania polimorfizmu rs4845529 w regionie genu
LELPI u oséb z atopowym zapaleniem skory (n=152) 1 w grupie kontrolnej

(n=104) okreslono przy pomocy metody PCR-RFLP [Ryc. 32, 33].

501 pz
404 pz
331 pz
242 pz
190 pz
147 pz
111 pz

374 pz

Ryc. 32. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR rs4845529
(Sciezki 1-3, 5-7). Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Rozdziat prowadzono w 2%
zelu agarozowym.

1 2 Wz 5 6 7
501 pz
404 pz
331 pz 374 pz
242 pz 226 pz
190 pz
147 pz
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111 pz

Rye. 33. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu trawienia genomowego DNA
(ciezki 1,2,5-7) enzymem Hinfl. Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Na Sciezce
1 wynik trawienia DNA homozygoty CC, na $ciezkach 2, 5, 7 wynik trawienia DNA
heterozygoty GC, na $ciezce 6 wynik trawienia DNA homozygoty GG. Rozdziat
prowadzono w 4% zelu agarozowym.

Genotypy okreslono w calej grupie badanej (n=256). Genotyp CC
zaobserwowano u 36% chorych na AZS (n=55) 1 26% zdrowych (n=27), [Tab. 5].
Genotyp CG zaobserwowano u 50% chorych (n=76) i 52% zdrowych (n=54).
Genotyp GG zaobserwowano u 14% chorych (n=21) 1 22% zdrowych (n=23).

65



Allel C wystepowat u 61% chorych na AZS (n=186) 1 52% zdrowych (n=108).
Allel G wystepowat u 39% chorych (n=118) 1 48% zdrowych (n=100).

Analiza regresji logistycznej wykazata, ze allel C rs4845529 zwigkszat
okolo 1,5-krotnie szans¢ wystgpienia AZS (OR=1,46, p=0,0377, RR=1,178,
p=0,042). Zaobserwowano istotny zwigzek allelu C rs4845529 z poziomem IgE
w surowicy u 0sob chorych (p=0,032), [Ryc. 34].
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Ryc. 34. Zwiazek migdzy allelami genu LELPI (rs4845529) a poziomem catkowitego
IgE w surowicy (IU/ml) u pacjentow z AZS (analizowano testem ANOVA Kruskala-
Wallisa, z testem post-hoc Dunna).
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5.8 Czestotliwos$¢ wystepowania polimorfizmu COSMS529080 w regionie genu
LELPI

Czestotliwos¢ wystepowania polimorfizmu COSM529080 w regionie genu
LELPI u os6b z atopowym zapaleniem skory (n=152) i w grupie kontrolne;j
(n=104) okreslono przy pomocy metody PCR-RFLP [Ryc. 35, 36].

539 pz
501 pz
404 pz
331 pz

111 pz

Ryc. 35. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR COSM529080
(Sciezki 1-6). Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Rozdziat prowadzono w 2% zelu
agarozowym.
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Ryec. 36. Przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu trawienia genomowego DNA
(Sciezki 1-5) enzymem Bfal. Sciezka wz zawiera wzorzec masowy. Na $ciezkach 1-5
wynik trawienia DNA homozygoty CC. Rozdzial prowadzono w 4% zelu agarozowym.

Przeprowadzone analizy pokazaty, ze u calej grupy badanej (n=256) wystepowat

genotyp CC [Tab. 5].
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Tabela 5. Czgstotliwos¢ wystepowania genotypow i alleli genu LELPI u pacjentow

z atopowym zapaleniem skory i w grupie kontrolnej, z analizg regresji logistycznej dla

badanych polimorfizméw. Kolorem czerwonym zaznaczono wartosci istotne
statystycznie (p<0,05).
czestotliwos¢ czestotliwos¢
T genotyp W grupie W grupie > - R +95% CL b
/allel pacjentow kontrolnej
z AZS (n=152) (n=104)
CcC 70 (46%) 32 (31%)
TT 15 (10%) 14 (13%) 0,046 2,415 1,022 5,707 0,043
rs7534334 CT 67 (44%) 58 (56%)
207 (68%) 122 (59%) 0,0022 1,5 1,043 2,170 0,029
97 (32%) 86 (41%)
AA 147 (97%) 90 (87%)
TT 0 0 0,0023 4,573 1,594 13,125 0,0047
rs144538546 AT 5 (3%) 14 (13%)
) ) 0,0028 4312 1,530 12,173 0,0057
T 5 (2%) 14 (7%)
CC 55 (36%) 27 (26%)
GG 21 (14%) 23 (22%) 0,085 1,617 0,934 2,801 0,0863
rs4845529 CG 76 (50%) 54 (52%)
C 186 (61%) 108 (52%)
0,037 1,46 1,022 2,085 0,0377
118 (39%) 100 (48%)
TT 152 (100%) 104 (100%)
CC 0 0 - - - - -
rs149304390 CT 0 0
304 (100%) 208 (100%)
0 0 ' ' ' ' '
AA 152 (100%) 104 (100%)
CC 0 0 - - - - -
rs140466902 AC 0 0
304 (100%) 208 (100%)
C 0 0 _ _ _ ) )
@ 152 (100%) 104 (100%)
AA 0 0 - - - - -
rs142724966 CA 0 0
C 304 (100%) 208 (100%)
0 0 _ _ _ _ _
cC 152 (100%) 104 (100%)
AA - - - - - - -
COSM529080 CA - R
C 304 (100%) 208 (100%)
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5.9 Analiza nierownowagi sprzezen polimorfizmoéow w regionie genu LELP]

Dla wszystkich badanych polimorfizméw wartosci obserwowane
pordwnywano z warto$ciami oczekiwanymi na podstawie prawa Hardy’ego-
Weinberga, zuzyciem testu chi-kwadrat lub dokladnego testu Fishera.

Analize nierbwnowagi sprz¢zen przeprowadzono dla trzech polimorfizméow
w regionie genu LELPI (rs7534334, rs144538546, rs4845529), dla ktérych
wykazano istotny statystycznie zwigzek z wystgpieniem atopowego zapalenia
skory.

Oceng, czy obserwowane czgstosci genotypow byty w rdwnowadze Hardy’ego-
Weinberga przeprowadzono poshigujac sie¢ kalkulatorem statystycznym
opracowanym przez M. Court [Court M. 2005-2008, Met. 4.6].

Badane polimorfizmy (rs7534334, rs144538546, rs4845529) znajdowaly sie
w rownowadze Hardy’ego-Weinberga (p>0,05), [Tab.6].

Badane polimorfizmy nie byly ze soba skorelowane (r>=0), [Tab. 7].

Tabela 6. Poréwnanie czestosci genotypow (rs7534334, rs144538546, rs4845529)
obserwowanych z warto§ciami oczekiwanymi na podstawie prawa Hardy’ego-

Weinberga.
SNP (pozycja na wartosci wartosci
. genotyp . p
chromosomie 1) obserwowane oczekiwane
CcC 70 70,5
rs7534334
CT 67 66 0,86
(1:153205376)
TT 15 15,5
AA 147 147
rs144538546
AT 5 4,9 0,84
(1:153203922)
TT 0 0
CcC 55 56,9
rs4845529
CG 76 72,2 0,52
(1:153201885)
GG 21 22,9
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Tabela 7. Analiza nierownowagi sprz¢zen przeprowadzona dla badanych polimorfizméw
w regionie genu LELPI (rs7534334, rs144538546, rs4845529).

SNP SNP locus D r’
rs7534334 i;g
- 0,028 0,015
rs4845529 B1=C
B2=G
Al=C
rs7534334 AD=T
rs144538546 Al=A 0 0
A2=T
rs4845529 E;(C;
— 0 0
rs144538546 Bl=A
B2=T
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5.10 Poziom transkryptu genu LELPI w skorze

Dla ilosciowej oceny ekspresji genu LELPI w badanych tkankach
wykorzystano technik¢ tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
[Met. 4.5.11], [Ryc. 37]. Analiz¢ przeprowadzono w 64 fragmentach skory
pochodzacych z 19 biopsji skory zmienionej chorobowo, 19 biopsji skory
niezmienionej chorobowo od osdéb z atopowym =zapaleniem skory oraz

26 biopsji pochodzacych od zdrowych ochotnikéw, [Met. 4.2.2].
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Ryec. 37. Przyktadowy wykres fluorescencji.

Numerem 1 oznaczono wynik reakcji RT-PCR z RNA wyizolowanym ze skory
niezmienionej chorobowo, nr 2; zmienionej chorobowo, nr 3; skory osoby zdrowe;j,

nr 4; proba ujemna (woda zamiast matrycy).

Poziom mRNA LELPI byl istotnie statystycznie wyzszy w skorze
pacjentow z AZS w poréwnaniu do poziomu w skoérze osdb zdrowych (p<0,05).
Tendencja ta byla obserwowana rowniez po podzieleniu wynikow
na trzy grupy: skora zmieniona (n=19), skora niezmieniona (n=19), kontrola

(n=26), (p<0,05), [Ryc. 38].
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LELP1/TBP mRNA
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Ryc. 38. Wzgledny poziom ekspresji genu LELPI. Poziom mRNA znormalizowano
do poziomu ekspresji genu referencyjnego TBP. Analize przeprowadzono testem
ANOVA Kruskala-Wallisa.

Poziom ekspresji LELPI nie korelowatl istotnie z cechami klinicznymi

pacjentow. Zaobserwowano staba korelacje miedzy poziomem mRNA LELPI

w skorze niezmienionej a poziomem catkowitego IgE w surowicy (r~=0,318),

zwiazek ten byl jednak nieistotny statystycznie (p>0,05), [Tab. §].

Tabela. 8. Wartosci wspotczynnika korelacji Spearmana (r;) pomigdzy poziomem
ekspresji genu LELPI w skorze pacjentow z AZS a cechami klinicznymi.

transkrypt Ziom
LELPI catkowite IgE eozynofilia SCORAD pozIo
swigdu
skora 0,318 0,421 0,192 0,045
niezmieniona p=0,228 p=0,357 p=0,477 p=0,862
skora 0,274 0,328 0,073 -0,177
zmieniona p=0,270 p=0,391 p=0,774 p=0,479
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5.11 Poziom bialka LELP1 w skorze

Dla oceny poziomu biatka LELP1 w badanych tkankach wykorzystano test
immunoenzymatyczny ELISA [Met. 4.5.12]. Analiz¢ przeprowadzono
w 26 biopsjach skory (6 fragmentow skory zmienionej chorobowo 1 6 fragmentow
skory niezmienionej chorobowo od oséb z atopowym zapaleniem skory oraz

14 biopsji pochodzacych od zdrowych ochotnikow) [Met. 4.2.2], [Tab. 9].

Tabela. 9. Ilos¢ biatka LELP1 zmierzona w biopsjach skory oséb zdrowych (K1-K14),
skéry zmienionej chorobowo u pacjentow z AZS (Z1-726), oraz skory niezmienionej
chorobowo pacjentéw z AZS (NZ1-NZ6).

biopsje skéry | LELP1 pg/g mokrej tkanki
K1 0,36
K2 0,18
K3 0,6
K4 0,6
K5 0,48
K6 0,24
K7 0,3
K8 0,24
K9 0,54
K10 0,18
K11 0,12
K12 0,12
K13 0,6
K14 0,18
Z1 0,48
72 0,48
73 0,6
74 0,18
z5 0,48
76 0,96
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biopsje skéry | LELP1 pg/g mokrej tkanki
NZ1 2,7
NZ2 0,72
NZ3 1,26
NZ4 0,36
NZ5 0,96
NZ6 0,48

Analiza statystyczna wykazala, ze poziom biatka LELP1 w skérze osob
z atopowym zapaleniem skory jest istotnie statystycznie wyzszy niz w biopsjach
skory pobranych od 0s6b zdrowych (p<0,05). Tendencja ta byla obserwowana
roOwniez po podzieleniu wynikoOw na trzy grupy: skora zmieniona (n=6), skora
niezmieniona (n=6), kontrola (n=14), (p<0,05), [Ryc. 39]. Poréwnujac poziom
biatka w skérze zmienionej i niezmienionej 0sob z AZS, zaobserwowano istotnie
nizszy poziom LELP1 w skorze objetej wypryskiem niz w skorze niezmienionej

chorobowo (p=0,027), [Ryc. 39].

3 p=0,043
2.8

2.4

2_0 p= D.. oo7
p=0,027

1.6
o mediana

1.2 O 25%-75%
0.8 T min-max

biatko LELP1 [pg/g mokrej tkanki)

0.4 J_ s o

skara skara kontrola
zmieniona  niezmieniona

Rye. 39. Wzgledny poziom biatka LELP1 w skorze osob z AZS i w grupie kontrolne;.
Analize przeprowadzono testem ANOVA Kruskala-Wallisa.
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Zaobserwowano wysoka ujemng korelacje migdzy poziomem biatka LELPI
w skorze niezmienionej chorobowo a poziomem catkowitego IgE w surowicy (rs=
-0,664) oraz wskaznikiem SCORAD (rs=0,522). Stabg korelacj¢ miedzy
poziomem biatka LELP1 w skorze niezmienionej chorobowo a poziomem $wigdu
(rs=0,279) oraz eozynofilig (rs=0,286), [Tab. 10].

Zaobserwowano rowniez wysoka korelacje miedzy poziomem biatka LELP1
w skorze zmienionej chorobowo a poziomem $wigdu (rs=0,686) oraz przecietng
korelacje z eozynofilig (rs=0,491) 1 wskaznikiem SCORAD (rs=0,338), [Tab. 10].
Zwiazki te byly jednak nieistotne statystycznie (p>0,05).

Tabela. 10. Warto$ci wspotczynnika korelacji Spearmana (r;) pomiedzy poziomem
biatka LELP1 w skorze pacjentow z AZS a cechami klinicznymi.

bialko . . poziom

LELP1 calkowite IgE eozynofilia SCORAD $wiadu
skora - 0,664 0,286 0,522 0,279
niezmieniona p=0,150 p=0,614 p=0,288 p=0,591
skora 0,000 0,491 0,338 0,686
zmieniona p=1,000 p=0,428 p=0,512 p=0,132
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5.12 Wspoélwystepowanie badanych zmian molekularnych

Nie stwierdzono istotnych statystycznie zaleznos$ci miedzy badanymi
polimorfizmami w regionie genu LELPI a wzglednym poziomem ekspresji genu
ipoziomem biatka LELP1 w fragmentach skory pobranych od o0sob
z AZS (p>0,05). Dane dotyczace genotypow polimorfizmow istotnie zwigzanych
z AZS, wzglgdnym poziomem mRNA 1 biatka w biopsjach skory zebrano w tabeli
nr 11. Dane dotyczace genotypow polimorfizmow istotnie zwigzanych z AZS
oraz wzglednym poziomem mRNA zebrano w tabeli nr 12.

Przeprowadzajac analize korelacji miedzy badanymi czynnikami
molekularnymi wykazano istotng statystycznie, dodatnig korelacj¢ miedzy
poziomem mRNA a ilo$cig biatka LELP1 w fragmentach skory, w calej grupie
badanej (r,=0,65, p=0,0028), [Ryc. 40].
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Ryc. 40. Wykres rozrzutu wzglednego poziomu mRNA LELPI/TBP i poziomu biatka
LELP1 w biopsjach skornych (n=26). Korelacje okreslono na podstawie wspotczynnika
korelacji Spearmana (r=0,65, p=0,0028).
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Tabela. 11. Zestawienie genotypow (rs7534334, rs4845529, rs144538546 LELPI),
warto$ci poziomu mRNA LELPI i ilosci biatka LELP1 u oséb z grupy badanej,
od ktorych pobrano fragmenty skory (K — kontrola, Z — skéra zmieniona chorobowo,
NZ — skora niezmieniona chorobowo).

biopsje LELP1 pg/g wzgledny
) rs7534334 | rs4845529 | rs144538546 mokrej poziom mRNA
SkOEy tkanki LELPI
K1 CT CG AA 0,36 0,34
K2 CT CG AA 0,18 0,95
K3 CcC CG AA 0,6 0,21
K4 cC CG AA 0,6 1,11
K5 cC CcC AA 0,48 2,23
K6 CT CG AA 0,24 0,5
K7 - - - 0,3 0,98
K8 - - - 0,24 0,93
K9 cC cC AA 0,54 0,91
K10 TT GG AT 0,18 0,25
K11 CT CcC AA 0,12 0,73
K12 CT CG AA 0,12 0,42
K13 cC cC AT 0,6 1,17
K14 TT GG AA 0,18 0,39
Z1 CT CG AA 0,48 1,22
Z2 CT CC AA 0,48 3,26
Z3 CT CG AA 0,6 1,42
74 CT CG AA 0,18 1,25
Z5 CT CG AA 0,48 2,58
Z6 CT CG AA 0,48 2,58
NZ1 CT CG AA 2,7 75
NZ2 CT CcC AA 0,72 19,02
NZ3 CT CG AA 1,26 24,67
NZ4 CT CG AA 0,36 2,43
NZ5 CT CG AA 0,96 15,8
NZ6 CT CG AA 0,96 15,8




Tabela. 12. Zestawienie genotypow (rs7534334, rs4845529, rs144538546 LELPI)
z warto$cig wzglednego poziomu mRNA LELPI u o0séb z grupy badanej, od ktérych
pobrano fragmenty skory (K — kontrola, Z — skora zmieniona chorobowo, NZ — skoéra
niezmieniona chorobowo).

biopsje skory | rs7534334 | rs4845529 | rs144538546 wzgledny poziom
mRNA LELPI1
K1 CT CG AA 0,34
K2 CT CG AA 0,95
K3 CcC CG AA 0,21
K4 CcC CG AA 1,11
K5 CcC CcC AA 2,23
K6 CT CG AA 0,50
K7 - - - 0,98
K8 - - - 0,93
K9 CcC CcC AA 0,91
K10 TT GG AT 0,25
K11 CT CcC AA 0,73
K12 CT CG AA 0,42
K13 CcC CC AT 1,17
K14 TT GG AA 0,39
K15 CT CG AA 0,21
K16 CcC CcC AA 0,79
K17 CT GG AA 1,72
K18 CT CC AA 1,97
K19 TT GG AA 1,24
K20 CcC CC AT 0,27
K21 CcC CcC AA 1,99
K22 - - - 2,53
K23 - - - 0,17
K24 CcC CcC AA 0,91
K25 TT CG AT 0,32
K26 TT GG AA 0,39
Z1 CT CG AA 1,22
z2 CT CcC AA 3,26
Z3 CT CG AA 1,42
74 CT CG AA 1,25
Z5 CT CG AA 2,58
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wzgledny poziom

biopsje skory | rs7534334 | red845529 | rstaasagsas | S0
76 CT cG AA 2,58
— =7 G AA 321
— o oc AA 0,41
= = oc AA 0,89
Z10 cC cc AA 210
Z11 cc cc AA 02
Z12 CT CG AA 01
Z13 T GG AA 2
Z14 cc G AA 270
Z15 ccC CG AA 103
716 CT CG AA >
Z17 CT CG AA 0.83
Z13 ccC CG AA b1
Z19 CT GG AA .
NZI CT CG AA »
NZ2 cT cC AA 19,02
NZ3 cT cG AA 24,67
NZ4 cT cG AA 2,43
NZ5 cT cG AA 158
NZ6 cT cG AA 158
NZ7 cT cG AA 5,69
NZ8 cC cC AA 0.41
NZ9 cT cC AA 133
NZ10 CC cc AA 37
NZI1 CC cc AA 102
NZI12 CT CG AA 291
- — e A 11,65
NZ14 cC CG AA 13.69
NZ15 cC CG AA 088
NZ16 CT CG AA >3
T = e AA 19,01
NZ18 CC CG AA 642
NZ19 CT GG AA 0.70
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6. Dyskusja

W swojej pracy przeanalizowatam czgstotliwo$¢ wystepowania siedmiu
zmian genetycznych (rs140466902, rs142724966, rs144538546, COSM529080,
1149304390, rs4845529 oraz 1s7534334) w regionie genu LELPI u o0soéb
chorujagcych na atopowe zapalenie skory 1 w grupie osoéb zdrowych oraz
przeprowadzitam analize zwigzku miedzy obecnoscig tych polimorfizmow
a niektérymi parametrami klinicznymi AZS. LELP1 jest niedawno poznanym,
matym bialkiem bogatym w proling, wystepujagcym w kopercie rogowej
korneocytu, o ktorego funkcji 1 dystrybucji tkankowej wiadomo niewiele.

Otrzymane przeze mnie wyniki wskazuja, ze trzy zmiany genetyczne
(rs7534334, rs4845529, rs144538546) zwigzane sg z wystgpieniem atopowego
zapalenia skory.

Wiedza dotyczaca roli LELP1 w patogenezie chorob atopowych jest
znikoma. Przed rozpoczeciem mojej pracy literatura przedmiotu ograniczata si¢
do jednego badania wskazujagcego na zwigzek rs7534334 LELPI
z podwyzszonym poziomem IgE w surowicy u pacjentow z astma atopowa [4].
W swojej pracy wykazalam zwigzek CC 157534334 oraz CC 1rs4845529
z podwyzszonym poziomem IgE w surowicy pacjentow z AZS. Ponadto genotyp
CC 1 allel C LELPI rs7534334 byly zwigzane z wspOtwystgpowaniem astmy
u 0s6b chorych na AZS. Rozwoj astmy atopowej jest wynikiem szeregu patologii
w ukladzie immunologicznym, ale takze moze by¢ zwigzany z modyfikacja
ekspresji genow kodujacych biatka koperty rogowej. W odrdznieniu do moich
wynikow poprzednie badania przeprowadzone przez zesp6t Sharma i wsp. [66]
nie wykazaty zwigzku rs7534334 z astma. Badania te przeprowadzono
w hinduskich rodzinach obcigzonych chorobg (111 astmatykow) oraz
w niezaleznych, prospektywnych badaniach kliniczno-kontrolnych (165 chorych
1166 oso6b zdrowych). Badana grupa obejmowata pacjentow z astmg atopowa,
a analiza tekstu publikacji wskazuje, ze przypuszczalnie w grupie pacjentoOw nie
bylo os6b z czysta postacia AZS. Natomiast wsrod pacjentow przebadanych
w mojej pracy 73% chorych stanowili pacjenci z AZS, a 27% chorych miato AZS

z towarzyszaca astmg. Mozna przypuszczaé, ze obserwowane w tych dwoéch
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badaniach réznice mogly wynika¢ z odmiennych struktur badanych grup. Zwigzek
157534334 LELP] z astmg moze by¢ znamienny tylko wsrdd chorujgcych na AZS
z wspolttowarzyszaca astmg. Podobne zaleznosci obserwowano dla filagryny,
ktorej mutacje R5S01X oraz 2282del4 byly silnymi czynnikami ryzyka AZS oraz
astmy, ale astmy rozwijajacej si¢ w zwigzku z AZS [24, 67]. Dane literaturowe
wskazuja, ze znaczacy procent pacjentow z atopig wykazuje podwyzszony
poziom IgE w surowicy oraz cierpi z powodu alergii na czynniki srodowiskowe.
Niektorzy badacze twierdzg, ze mutacje (R501X, 2282del4) w genie FLG maja
zwigzek z astmg jedynie u pacjentdw chorujacych rowniez na atopowe zapalenie
skory [68, 69]. Natomiast polskie badania osob chorujacych na AZS wskazuja, ze
mutacje (R501X, 2282del4) w genie FLG sg niezaleznym czynnikiem ryzyka
rozwoju astmy atopowej [70]. Filagryna jest obecnie najszerzej przebadanym
biatkiem sposrod biatek koperty rogowej. Jednakze znaczenie zmian w FLG w
rozwoju chorob drog oddechowych jest wcigz niejasne i1 podlega intensywnym
badaniom. Postuluje si¢ rowniez, ze nadmierna penetracja alergenow do
organizmu 1 proces zapalny w drogach oddechowych w astmie, moga by¢
zwigzane z polimorficznymi wariantami genéw kompleksu EDC, kodujacymi
male biatka bogate w proling (SPRRs), do ktorych nalezy LELP1. Natomiast
ekspresja gendw kodujacych biatka koperty rogowej nie zawsze ogranicza si¢ do
skory. Przyktadem moze by¢ filagryna, ktorej obecno$¢ obserwuje si¢ rOwniez w
czg$ci przedsionkowej nosa [71]. Z kolei dystrybucja tkankowa LELP1 nie jest
poznana i w piSmiennictwie brak jakichkolwiek informacji na ten temat a
informacje pochodzace z baz danych sa niepetne i1 niejednoznaczne. Zatem
obecnos$ci biatka LELP1 w komoérkach nablonka nie mozna obecnie wykluczy¢,
tym bardziej, ze ekspresj¢ genow SPRR2A4 1 SPRR2B nalezacych do tej same;j
rodziny co LELPI obserwuje si¢ w plucach, gdzie ich ekspresja podlega indukcji
w odpowiedzi na ekspozycje na alergeny [72-75]. Indukcja tych genow zalezy od
IL-13 1 STAT-6. Natomiast biatko STAT-6 jest podstawowym czynnikiem
transkrypcyjnym dla IgE. Dlatego mozna przypuszczaé, ze ekspresja LELPI moze
by¢ rowniez regulowana przez te same czynniki co IgE np. STAT-6 [76].
Przypuszcza si¢ takze, ze biatka SPRR w nabtonku oddechowym moga odgrywac

role sygnalizacyjna, co moze wskazywac na ich znaczenie w rozwoju nadmierne;]
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wrazliwosci organizmu na kontakt z antygenem oraz skutkowa¢ wystapieniem
astmy atopowej [73]. Biorac pod uwage kontrowersje dotyczace zwigzku mutacji
FLG 1 nieokre$lonej dotad roli LELPI w patogenezie astmy, wydaje si¢ ze
niezbedne sg dalsze badania dla wyjasnienia zwigzku LELPI z astmg. Badania te
planuje prowadzi¢ we wspolpracy z osrodkiem naukowym w Parmie, we
Wioszech, gdzie genotypowaniu poddam prébki pochodzace od pacjentow z
tamtejszej Kliniki Alergologii. Planuje okresli¢ czestos¢ polimorfizmow w genie
LELPI upacjentow z astmg 1 pacjentow z atopowym zapaleniem skory
z wspotwystepujacg astma.

Analiza sekwencji genu LELPI oraz obszarow flankujacych (£ 1 kpz) przy
uzyciu programu bioinformatycznego Phyre” wskazuje, ze miejsce wystepowania
polimorfizmu rs7534334 znajduje si¢ w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez
czynnik transkrypcyjny Pax5 [Ryc. 8]. W obrebie sekwencji GCGTCTAACGC
lezacej 255 pz ponizej genu LELPI znajduja si¢ dwa miejsca wigzania Pax$5, ktore
sa wzgledem siebie przesunigte 1 czgsciowo si¢ naktadajg. Biatko Pax5, nalezy
do rodziny czynnikoéw transkrypcyjnych Pax (ang. pairedbox family) skladajacej
si¢ z dziewigciu wysoce konserwatywnych bialek (Pax 1-9) [77]. Bialka Pax tacza
si¢ z DNA za pomoca domeny PD skladajacej si¢ z dwodch subdomen; N -
koncowej (NTD) i1 C-koncowej (CTD). Kazda z tych subdomen zawiera
konserwatywny motyw helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix, HTH) [78].
Zdolno$¢ wigzania DNA przez obie subdomeny jest inna. Domena CTD
charakteryzuje si¢ zdolnos$cig do wigzania DNA w miejscach o niskiej zgodnosci
z sekwencja konsensusowa, natomiast domena NTD rozpoznaje efektywnie tylko
specyficzne sekwencje nukleotydowe [79, 80]. Badania strukturalne biatka Pax5
pokazaly, ze sila wigzania sekwencji nukleotydowych o niskiej zgodnos$ci
z sekwencja konsensusowg przez domene CTD jest 10 razy stabsza niz wigzanie
specyficznych sekwencji przez domeng NTD, ktéra z kolei nie rozpoznaje
niespecyficznych sekwencji [79]. Mozna zatem przypuszczaé, ze zdolno$é
wigzania Pax5 do sekwencji GCGTCTAACGC bedzie zalezala od wariantu
polimorficznego rs7534334.

Sposob regulacji Pax5 nie jest do konca poznany. Wyniki ostatnich badan

pokazaly, ze acetylotransferaza p300 oddzialuje z C-koncem biatka PaxS5,
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w wyniku czego dochodzi do acetylacji szeregu lizyn w obrgbie domeny PD,
co skutkuje znaczagcym wzmocnieniem aktywnos$ci transkrypcyjnej PaxS [81].
Przeprowadzona przeze mnie analiza bioinformatyczna wykazata, ze 2 pary zasad
ponizej rs7534334 znajduje si¢ miejsce rozpoznawane przez acetylotransferaze
histonow p300 [Ryc. 8]. Mozna zatem przypuszczaé, ze rodzaj wariantu
polimorficznego rs7534334 moze mie¢ wplyw na wigzanie Pax5 z DNA oraz
oddziatywanie tego biatka z acetylotransferazg p300 i w efekcie moze wplywaé
na aktywnos$¢ transkrypcyjng Pax5. Przeprowadzone dotad badania wykazaty,
ze biatko Pax5 posiada rowniez zdolnos¢ do tworzenia kompleksoOw z czynnikami
transkrypcyjnymi nalezagcymi do rodziny biatek Ets (np. Ets-1, Net-1, Elk-1, SAP-
1). Biatka te wigzg si¢ do DNA poprzez domeng¢ ETS oraz do biatka Pax5
w obrebie domeny PD [82]. Badania strukturalne wykazaty, ze utworzenie
kompleksu Pax5/Ets-1 prowadzi do zmian konformacyjnych w biatku Ets-1
indukujacych zmiany w obrebie domeny ETS i zwigkszajacych powinowactwo
do DNA [82]. Mozna spekulowaé, ze podobny mechanizm aktywacji czynnika
transkrypcyjnego przez Pax5 moze rdwniez wystepowaé w obrebie genu LELP].
Jak zaznaczylam na rycinie 8 w bezposrednim sasiedztwie (oddzielone jednym
nukleotydem) sekwencji rozpoznawanej przez Pax5 zlokalizowane jest
potencjalne miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego TFIIB. Jednak dla
wyjasnienia ewentualnego wptywu poszczegdlnych wariantdow polimorficznych
rs7534334 na formowanie si¢ i aktywno$¢ ewentualnego kompleksu czynnikow
transkrypcyjnych w omawianym rejonie polimorficznym LELPI niezbedne
sg dalsze szczegdlowe badania.

W obrgbie genow kompleksu EDC zauwaza si¢ zrdéznicowanie etniczne
w czgstosci wystepowania zmian genetycznych [70, 83-85]. Réwniez analizy
przeprowadzone przez zespot Seldini i wsp. wykorzystujace panel SNP
w calym genomie ludzkim wskazaty na znaczace réznice migdzy populacjami
p6étocnych i potudniowych Europejczykow [86]. Jest to istotne zagadnienie
w badaniach majacych na celu znalezienie nowych markeréw molekularnych
choréb. Zaleznos$ci te obserwuje sie takze dla zmian w obrebie genu kodujacego
filagryng. Zwigzek mutacji typu stop (R501X, 2282del4) w genie FLG

z rozwojem atopowego zapalenia skory jest jednym z najsilniejszych zwigzkow
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genotypu z fenotypem obserwowanym w wieloczynnikowych, ludzkich
chorobach genetycznych 1 wskazuje na znaczenie defektu bariery skornej
w rozwoju chorob alergicznych. Mediana czgstosci wystgpowania mutacji FLG
wynosi 7,7% w ogoélnej populacji w Europie 1 3% w Azji [87]. Ponadto
w populacji europejskiej istniejg roznice regionalne, zmiany w genie FLG
sg czegstsze u osOb pochodzacych z pdinocnej Europy niz u Europejczykow
z potudnia [87]. Przeprowadzone w Polsce, wieloosrodkowe badanie wykazato,
ze wsrdd polskich atopikow 0,8% jest nosicielem mutacji R501X FLG [70].
Podobne wyniki otrzymano rowniez w badaniach populacji chorwackiej gdzie
czestotliwos¢ wystepowania tej zmiany byta rowniez na bardzo niskim poziomie
(0,2%) [84]. Natomiast powszechne wystepowanie czterech mutacji typu stop
w FLG (2282del4, R501X, R2447X, S3247X) wykazano w populacjach:
angielskiej, irlandzkiej, niemieckiej, holenderskiej [88-91]. Dane te moga
wskazywac, ze w populacjach o niskim odsetku nosicieli mutacji w FLG, zmiany
genetyczne w obrgbie innych biatek koperty rogowej moga odgrywaé¢ dominujaca
role w patogenezie AZS. Ciekawe w tym kontekscie wyniki uzyskatam
w badaniach przeprowadzonych przeze mnie podczas stazu naukowego
w Laboratorium Genetycznym w Lizbonie w Portugali [92]. Badaniem obje¢to 384
osoby, w tym z populacji portugalskiej 129 pacjentow z astmg 1 110 osob
zdrowych oraz z populacji polskiej 45 pacjentdéw z AZS z wspotwystepujaca
astmg 1 100 zdrowych osob.

Analiza przeprowadzona dla alleli rs7534334 LELPI wykazata, ze allel T
zwigzany byl z ryzykiem wystgpienia astmy w populacji portugalskiej
w odréznieniu do populacji polskiej, w ktorej allel C wystepowatl znaczaco
czegsciej u chorych na AZS z wspotwystepujaca astma.
Jest to pierwsze migdzypopulacyjne badanie dotyczace zwiazku polimorfizmu
LELPI z wystepowaniem chorob atopowych — AZS 1 astmy.

Wyniki do$wiadczen przedstawione w niniejszej pracy wskazuja takze
na zwiazek polimorfizmu rs144538546 LELPI z poziomem $wigdu u pacjentow
z AZS. Chorzy z genotypem AA LELP] charakteryzowali si¢ nizszym poziomem
swigdu w poréwnaniu do homozygot TT. W pismiennictwie nie ma doniesien

na temat zwigzku polimorfizmu rs144538546 z AZS oraz z cechami klinicznymi
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pacjentow. Analizy bioinformatyczne wykazaty, ze rs144538546 wystepuje
w obregbie promotora genu LELPI oraz miejsca wigzania dla czynnika GR-alfa.
Dodatkowo wystgpienie allelu T moze skutkowa¢ zmiang miejsca wigzania dla
tego czynnika transkrypcyjnego. Receptor glukokortykoidowy (GR) jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ktory ulega aktywacji przez zwigzanie liganda oraz
indukuje ekspresj¢ wielu genow [93]. W skorze myszy pozbawionych genu
kodujacego GR rozwijal si¢ stan zapalny i zauwazalne byly nieprawidlowosci
w funkcjonowaniu bariery skoérnej [94, 95]. Myszy wykazywaly zaburzenia
w tworzeniu si¢ koperty rogowej. Ponadto w obrazie mikroskopowym barwionym
immunohistochemicznie nie wykryto sygnatu dla filagryny 1 lorykryny [94].
W innym badaniu utrata funkcji GR prowadzita rowniez do niepelnego
wyksztalcenia si¢ naskérka, o czym S$wiadczyl brak filagryny, lorykryny
1 inwolukryny [95]. W badaniach in vitro, w ktorych hodowle keratynocytéw
traktowano  glukokortykosteroidami (GC) zaobserwowano zahamowanie
wczesnego roznicowania naskorka z  jednoczesna aktywacja koncowego
réznicowania. Po 48 godzinach hodowli z GC dochodzito do indukcji LCE2B
(ang. late cornified envelope protein 2B) [96]. Wyniki te dostarczajg informacje
o znaczeniu receptora glukokortykoidowego w rozwoju AZS. Rozpatrujac
konsekwencje wystapienia rs144538546 nie mozna jednoznacznie stwierdzic,
jakie mechanizmy molekularne reguluja ekspresje LELPI. Poznanie
przypuszczalnego wpltywu GR-alfa na aktywacj¢ LELPI pozostaje tematem
otwartym 1 wymagajacym dalszych badan.

W badaniach opartych na pomiarze transepidermalnej utraty wody u osob
charakteryzujacych si¢ nadmiernie wrazliwa skorg zaobserwowano zaburzenia
w budowie bariery naskorkowej [97]. Wykazano, ze u 0s6b z AZS intensywnos¢
$wigdu zalezy od ilo$ci utraconej wody ze skory. Im wyzszy wspotczynnik
transepidermalnej utraty wody tym silniejszy $wiad odczuwali pacjenci [98].
Zwigzek zmniejszonego nawodnienia skory, jej nadmiernej suchos$ci
z przewleklym $wiadem, ktory jest jednym z dominujacych objawow w AZS
pozostaje niejasny. Najprawdopodobniej nie jest on ograniczony jedynie do roli

filagryny w prawidlowym wyksztalceniu si¢ koperty rogowe;.
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W pracy wykazatam wyzszy poziom mRNA LELPI oraz wyzszy poziom
biatka LELP1 w skoérze oso6b chorujacych na AZS w pordéwnaniu
do kontroli. Tendencja ta byla obserwowana rowniez po podzieleniu wynikow
na trzy grupy: skora zmieniona, skoéra niezmieniona, kontrola. Otrzymane wyniki
byly dos$¢ zaskakujace. Liczne doniesienia literaturowe wskazuja na obnizony
poziom ekspresji gendéw EDC (FLG, FLG2, CRNN, LOR) w skorze atopikow [99,
43, 34]. Bazujac na tych danych spodziewalam si¢, ze ekspresja LELPI begdzie
obnizona w skorze atopowej a poziom biatka LELP1 bedzie nizszy w skorze
pacjentow z AZS w porownaniu do poziomu tego biatka w skérze osob zdrowych.
Roéwniez hipoteza na temat patogenezy AZS oparta jest na obnizonym poziomie
biatek koperty rogowej, ktory prowadzi do nieprawidlowosci w budowie bariery
naskorkowej, nadmiernym wnikaniu alergendéw w glebsze warstwy skory
1 indukcji stanu zapalnego oraz nadmiernej alergizacji chorych [1, 4]. Wydaje sig,
ze wzrost poziomu LELP1 w skorze atopowej w poréwnaniu do skory osob
zdrowych moze by¢ spowodowany specyficznymi oddzialywaniami pomiedzy
gesto usieciowanymi bialkami budujacymi koperte rogowa korneocytow.
W analizie ekspresji 23 tysigcy gendw w biopsjach skornych od osob z AZS
wykazano wzrost ekspresji SPRRIA, S10048, S10047 przy réwnoczesnym
obnizeniu ekspresji FLG oraz LOR [31]. Zespot Jarzaba i1 wsp. rowniez
zaobserwowal, ze wzrost ekspresji genu SPRRI w naskorku koreluje
z obnizeniem poziomu lorykryny w fragmentach skory objetych wypryskiem
atopowym [51]. Mate biatka bogate w proling petnig role czasteczek sieciujacych
1 wigzg si¢ z lorykryna, ktora stanowi gtéwny budulec koperty rogowej [100].
Takze w badaniach przeprowadzonych przez zespot prof. Tadeusza Pawelczyka
wykazano wyzszy poziom mMRNA RPTN w skorze atopowej [dane nie
opublikowane]. W badaniach Jansena i1 wsp. spadkom poziomu filagryny
iinwolukryny, towarzyszyt wzrost poziomu LOR w skdérze osob z AZS
w porownaniu do kontroli. Przy czym w grupie chorych na AZS ilo$¢ tego biatka
byla znaczaco wyzsza w skorze objetej wypryskiem [101].

Przypuszcza si¢, ze w obrebie wyspecjalizowanej struktury jaka jest koperta
rogowa, mozliwe jest wystepowanie mechanizméw kompensujacych niski poziom

jednego biatka, podwyzszeniem poziomu drugiego. Najnowsze badania
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z wykorzystaniem myszy z usuni¢tym genem kodujagcym lorykryne dowodza,
ze biatlka LCE1 oraz SPRR2, do ktorych nalezy LELPI1 ulegaja nadprodukcji
1 inkorporacji w kopert¢ rogowa w celu wyrownania niedoboréw LOR [102].
Autorzy tych badan sugeruja, ze biatlka LCEl petnig funkcje kompensacyjna
ze wzgledu na podobny do lorykryny sktad aminokwasowy 1 obecnosé
analogicznych motywoéw strukturalnych glicyna/seryna. Biatka SPRR2, podobnie
jak LELPI1 nie posiadajag motywu Gly/Ser ale charakteryzuja si¢ duzg zawartoscia
reszt aminokwasowych Pro/Lys. Dzigki takiej budowie aminokwasowej biatka
te nadajg kopercie rogowej elastycznos¢ [102].
Nadekspresja gendéw kodujacych biatka wazne w procesie roznicowania naskorka
wystepuje takze w ptaskonablonkowym raku skory oraz w ptaskonabtonkowym
raku krtani [103, 104]. Najbardziej znaczacy wzrost ekspresji odnotowano dla
SPRR (1A, 1B, 2B, 2C, 3), LCE3D oraz genow SI100 [103]. W raku krtani
rowniez zaobserwowano nadekspresje genu LCE3D, kodujacego biatko z rodziny
do ktorej nalezy LELPI [104]. Wartym, podkreslenia jest fakt, Ze atopia moze
wplywac na ryzyko wezesnego rozwoju plaskonablonkowych nowotworow [105].
Mozliwe, ze podwyzszone ryzyko zachorowania na nowotwor zwigzane jest takze
ze wzrostem ekspresji LELPI u 0s6b z atopowym zapaleniem skory. Zagadnienie
to wymaga dalszych, szczegdétowych badan.

W  swojej pracy porownatam takze poziom biatka LELP1
w skorze chorych na AZS pobranej z obszaréw objetych zmianami chorobowymi
1 obszarow wolnych od tych zmian. Poziom LELP1 w skorze objetej wypryskiem
byt istotnie nizszy niz w skorze niezmienionej chorobowo. Dane literaturowe
potwierdzaja, ze poziom biatek zaangazowanych w prawidlowe funkcjonowanie
bariery naskorkowej jest obnizony w skorze zmienionej u 0sob z AZS [106-108].
Takie same zaleznos$ci obserwowaliémy w badaniach wiasnych zespotu, gdzie
wykazali§my obnizony poziom bialek FLG, FLG2 oraz SPRR3 w skorze
zmienionej w porownaniu do skory niezmienionej [109]. Nalezy zwrdci¢ uwagg,
ze skora pozornie niezmieniona u chorych na AZS charakteryzuje si¢
zaburzeniami procesu roznicowania keratynocytow oraz odmienng odpowiedzig
immunologiczng w stosunku do skory oséb zdrowych [110, 111]. Widoczna jest

takze zmieniona dystrybucja biatek w naskorku [101]. Dlatego tez, zauwaza si¢
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rozny wzor ekspresji 1 niejednakowy poziom bialek poroéwnujac skore osob
zdrowych do chorych jak 1 dwa fragmenty tkanki pobrane od pacjenta z AZS.

W swojej pracy doktorskiej zaobserwowatam rowniez zalezno$ci miedzy
poziomem biatka LELP1 w skoérze niezmienionej chorobowo a poziomem
calkowitego IgE w surowicy, wynikami SCORAD oraz z poziomem $wigdu.
Zaleznosci te byly jednak nieistotne statystycznie przypuszczalnie ze wzgledu
na zbyt malg liczbe analizowanych fragmentow skoéry. Jednakze odwrotna
zalezno$¢ migdzy LELP1 a poziomem IgE w surowicy sugeruje, ze defekt bariery
skornej moze promowa¢ odpowiedz Th-2 komoérkowa, wydzielanie cytokin
1rozwdj stanu zapalnego. W badaniach oceniajacych profil 33 cytokin w ptynie
srodmigzszowym u oséb z przewlektym AZS wykazano wzrost poziomu IL-13
u nosicieli mutacji w FLG [112]. Trend ten nie byl obserwowany w skorze nie
objetej wypryskiem, co moze wskazywac na to, ze zmiany w sekwencji filagryny
nie indukujg bezposrednio nadprodukcji interleukin, ale moga wzmacnia¢ obecny
juz stan zapalny w skorze. Fakt, Ze cytokiny takie jak IL-13 oraz IL-31 obnizaja
ekspresje filagryny, potwierdza wzajemny wptyw ukladu immunologicznego
1 bariery skornej w rozwoju AZS [113, 114]. Potwierdzaja to réwniez badania
in vitro. W hodowlach komoérkowych po 12 godzinnej stymulacji interleuking
17A zaobserwowano obnizenie poziomu mRNA profilagryny oraz obnizenie
poziomu bialka filagryny w keratynocytach [115]. Co ciekawe, w tym
doswiadczeniu nie wykazano zmian w ekspresji filagryny 2 i biatek z rodziny
S100, co moze wskazywa¢ na odmienny mechanizm regulacji ekspresji tych
genow. Interleukiny wptywaja na wiele procesOw komorkowych, ktére moga
mie¢ znaczenie w roznicowaniu komorek naskorka oraz w formowaniu koperty
rogowej. Niektorzy naukowcy uwazaja, ze do zaburzen funkcji bariery skornej
w AZS 1 rozwoju wtdrnego zapalenia dochodzi na skutek niedostatecznej
produkcji filagryny i wzmocnionej odpowiedzi Th2 komoérkowej [116, 117].
Niewykluczone, ze analogiczne mechanizmy reguluja poziom LELP1 w skorze
0s0b z AZS.

W swojej pracy nie stwierdzilam istotnych statystycznie zaleznosci migdzy
badanymi polimorfizmami w regionie genu LELPI a wzglgdnym poziomem

ekspresji genu i poziomem biatka LELP1 w badanych fragmentach skory. Wydaje
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sie, ze zmiany w sekwencji genu LELP] oraz poziom mRNA wraz z poziomem
biatka powinny by¢ rozpatrywane jako niezalezne determinanty molekularne
zwigzane z AZS. Jednak najbardziej prawdopodobna przyczyna braku zaleznosci
migedzy obecnoscig badanych polimorfizméw (a zwlaszcza 157534334
11s144538546) a poziomem ekspresji LELPImogla by¢ mata liczba
analizowanych probek i1 niskie zréznicowania genotypéw LELPI u pacjentow,
od ktorych pobrano biopsje skérne.

W ostatnich latach zwraca si¢ rOwniez uwage na wzajemny wplyw biatek
koperty rogowej 1 tak zwanych polaczen Scistych miedzy komorkami
w warstwie ziarnistej naskoérka (ang. tight junction, TJS) w prawidlowym
funkcjonowaniu bariery skoérnej [118-120]. Funkcje tych potaczen speiniaja
wyspecjalizowane biatka takie jak cytoplazmatyczne biatka wigzace aktyne oraz
trans membranowe biatka adhezyjne a wsrdd nich klaudyny (Cldn) [121]. Zespot
Sugawara 1 wsp. wykazal, Zze myszy z delecja genu Cldnl (Cldnl )
charakteryzowaty si¢ nieprawidlowa budowg warstwy rogowej naskorka [122].
W badaniach przeprowadzonych na ludzkich keratynocytach z delecja Cldnl
zaobserwowano wyrazne obnizenie poziomu transglutaminazy 1 i inwolukryny,
biatek biorgcych udzial w tworzeniu si¢ koperty rogowej oraz wzrost ekspresji
mRNA lorykryny [123]. Nakai 1 wsp. wykazali obnizong ekspresje receptora
naskorkowego czynnika wzrostu, E-kadheryny oraz okludyny w odpowiedzi
na obnizenie poziomu biatka lorykryny i filagryny w skérze myszy FIg”,
stosowanych jako model atopowego zapalenia skoéry [124]. Natomiast badania
japonskich naukowcoéw przeprowadzone na myszach z delecja genu FLG
wykazatly, ze niedobor filagryny w warstwie rogowej nie wplywa bezposrednio
na morfologi¢ i funkcj¢ TJS [125]. Badacze sugeruja, ze chroniczny proces
zapalny w skorze, wywolany posrednio przez brak filagryny w naskorku
iprzerwanie bariery skornej moze prowadzi¢ do nieprawidlowych podziatow
keratynocytow oraz zaburzenia funkcji TJS. Rowniez doswiadczenia
przeprowadzone z udziatem pacjentow chorych na AZS wskazuja na wzajemne
oddziatywanie bariery TJS 1 koperty rogowej. De Benedetto i wsp. w biopsjach
skornych zaobserwowali znaczaco nizszy poziom ekspresji mRNA genow

kodujacych biatka klaudyne 1 oraz klaudyng 23 jedynie w grupie pacjentow
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z AZS. Co ciekawe ekspresja klaudyny 1 byta zmniejszona w skérze nie objetej
wypryskiem [126]. Jest wysoce prawdopodobnym, ze LELPI, tak jak FLG
oddziatluje z biatkami TJS a zmiany w jego budowie moga skutkowac
zaburzeniami w funkcjonowaniu bariery skornej 1 uktadu immunologicznego.

W jaki sposob zmiany ilo$ci biatka zaangazowanego w rdéznicowanie
keratynocytéw w naskérku moze przyczyni¢ si¢ do ujawnienia fenotypu AZS?
Jakie mechanizmy molekularne zwigzane s3 z rozwojem dermatozy jaka jest
AZS? Pytania te wcigz pozostajg otwarte. Poznanie i zrozumienie zlozonych
mechanizméw patogenezy atopowego zapalenia skory jest niewatpliwie
wyzwaniem oraz stanowi olbrzymi obszar badan. Bariera skérna jest niezwykle
skomplikowanym systemem, zbudowanym z licznych, powigzanych ze soba
elementow. Wplyw czynnikow genetycznych, immunologicznych oraz
srodowiskowych moze doprowadzi¢ do deregulacji funkcji  bariery
a w konsekwencji do wystgpienia cech klinicznych choréb atopowych, w tym
AZS. Aktualnym zadaniem jest zatem poszukiwanie nowych genéw, zwigzanych
z ryzykiem wystapienia choroby w celu okreslenia roli poszczegdlnych
elementow molekularnych w etiopatogenezie AZS. Znalezienie odpowiedzi
na pytanie, czy istnieje zwigzek miedzy cze¢stotliwoscia wystepowania danego
wariantu genu a ryzykiem zachorowania na AZS pomoze w lepszym zrozumieniu
patogenezy tej choroby. W przyszlo$ci moze poshuzy¢ do opracowania swoistych
biomarkeréw podatnosci zachorowania na choroby atopowe, w tym AZS oraz
do opracowania bardziej precyzyjnej klasyfikacji stopnia ci¢zkosci choroby,
co zwigkszy efektywno$¢ leczenia. Mozna przypuszczaé, ze istnieja specyficzne,
populacyjne markery genetyczne chordb alergicznych 1 dlatego warto jest

je poszukiwac.
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7. Obserwacje

1.

Wystgpienie wariantu polimorficznego 1s4845529[C], rs144538546[A]
11s7534334[C] w regionie genu LELPI ma zwigzek z rozwojem
atopowego zapalenia skory (AZS) oraz z ryzykiem wystgpienia choroby.

Polimorfizm 1s4845529[C] w regionie genu LELPI jest zwigzany

z podwyzszonym stezeniem catkowitego IgE w surowicy.

Polimorfizm rs144538546[A] w regionie genu LELPI jest zwigzany

z poziomem §wigdu odczuwanym przez pacjentow z AZS.

Wariant polimorficzny 1rs7534334[C] w regionie genu LELPI jest
zwigzany z niektorymi cechami klinicznymi AZS do ktérych naleza:
cigzkos¢ przebiegu choroby, podwyzszone stezenie catkowitego IgE

w surowicy, eozynofilia oraz poziom $§wiagdu.
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8. Whnioski

1.

Jednym z czynnikéw zwigzanych z wspolwystgpowaniem astmy 1 AZS
jest obecnos$¢ wariantu polimorficznego rs7534334[C] w regionie genu

LELPI.

Zmiany zachodzace w skorze os6b chorych na AZS zwigzane

sg ze wzrostem ekspresji genu LELP] oraz poziomu biatka LELP1.

. Niektore polimorfizmy w obrebie genu LELPI, po potwierdzeniu

otrzymanych w niniejszej pracy doktorskiej wynikéw na wiekszej grupie
chorych, moga by¢ wykorzystane jako molekularne markery

diagnostyczne w AZS.

Ze wzgledu na roznice etniczne w czg¢stosci wystepowania zmian
genetycznych zwigzanych z atopowym zapaleniem skoéry poszukiwanie
markerow molekularnych AZS nalezy prowadzi¢ odrebnie dla r6znych

populacji.
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9. Spis tabel

10.

11.

12.

Charakterystyka grupy badane;.

Specyficznos¢ 1 selektywnos¢ zaprojektowanych uktadow
doswiadczalnych.
Startery uzywane w reakcjach PCR.

Sondy molekularne stosowane w reakcjach PCR.

Czestotliwos¢ wystepowania genotypoéw 1 alleli genu LELPI u pacjentow
z atopowym zapaleniem skory i w grupie kontrolnej, z analizg regresji
logistycznej dla badanych polimorfizmow.

Poréwnanie czestosci genotypow (rs7534334, rs144538546, rs4845529)
obserwowanych z warto$ciami oczekiwanymi na podstawie prawa
Hardy’ego-Weinberga.

Analiza nierbwnowagi sprzezen przeprowadzona dla badanych
polimorfizméw w regionie genu LELPI (rs7534334, rs144538546,
rs4845529).

Wartos$ci wspolczynnika korelacji Spearmana (rs) pomig¢dzy poziomem
ekspresji genu LELPI w skorze pacjentow z AZS a cechami klinicznymi.
Ilo§¢ biatka LELP1 zmierzona w biopsjach skory osob zdrowych (K1-
K14), skory zmienionej chorobowo u pacjentéw z AZS (Z1-726), oraz
skory niezmienionej chorobowo pacjentéw z AZS (NZ1-NZ6).

Wartos$ci wspolczynnika korelacji Spearmana (rs) pomig¢dzy poziomem
biatka LELP1 w skorze pacjentow z AZS a cechami klinicznymi.
Zestawienie genotypow (rs7534334, rs4845529, rs144538546 LELPI),
wartosci poziomu mRNA LELPI i ilosci biatka LELP1 u oséb z grupy
badanej, od ktérych pobrano fragmenty skory.

Zestawienie genotypow (rs7534334, rs4845529, rs144538546 LELPI)
z warto$cia wzglednego poziomu mRNA LELPI u oséb z grupy badanej,
od ktorych pobrano fragmenty skory.
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10. Spis rycin

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

Budowa naskorka.

Sie¢ prawdopodobnych interakcji biatko-biatko w obrebie kompleksu
EDC.

Struktura genu LELPI.

Sekwencja nukleotydowa genu LELPI.

Sie¢ prawdopodobnych oddzialywan LELP1 z innymi biatkami
budujacymi koperte rogowa.

Sekwencja aminokwasowa biatka LELPI.

Przewidywana struktura trzeciorzedowa LELP1.

Miejsca wigzania czynnikow transkrypcyjnych (TFIIB, Pax5) oraz
acetylotransferazy histonow (p300) w regionie polimorfizmu rs7534334.
Polozenie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu w regionie genu
LELPI.

Fragmenty sekwencji genu LELPI zawierajace miejsca wystgpowania
SNP.

Przewidywany wzoér cigcia restrykcyjnego dla  polimorfizmu
rs7534334[C/T].

Przewidywany wzor cigcia restrykcyjnego dla  polimorfizmu
rs149304390[C/T].

Przewidywany wzor cigcia restrykcyjnego dla  polimorfizmu
COSM529080[A/C].

Przewidywany wzor cigcia restrykcyjnego dla  polimorfizmu
rs4845529[C/G].

Fragmenty sekwencji genu LELPI w obrgbie ktorych wystepuja badane
za pomocg sond typu FRET miejsca polimorficzne.

Przewidywana struktura drugorzedowa LELP1.

Przewidywana zmiana struktury trzeciorzedowej dzikiego LELP1 (A)
na skutek wystapienia wariantu polimorficznego rs140466902[G] (B)

w kodonie startu transkrypcji.
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18.

19.

20.

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Przewidywana zmiana struktury trzeciorzedowej dzikiego LELP1 (A)
na skutek wystgpienia wariantu polimorficznego rs142724966[A] (B)
w 61 kodonie.

Przewidywana zmiana struktury trzeciorzedowej dziekiego LELP1 (A)
na skutek wystgpienia wariantu polimorficznego COSM529080[A] (B)
w 63 kodonie.

Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia
z analizy Tm polimorfizmu rs140466902.

Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia
z analizy Tm polimorfizmu rs142724966.

Przyktadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia
z analizy Tm polimorfizmu rs144538546.

Przykltadowy wykres krzywej topnienia oraz wykres piku topnienia
z analizy Tm polimorfizmu rs144538546.

Zwiazek miedzy genotypem LELPI (rs144538546) a poziomem $wigdu
u pacjentow z AZS.

Przykladowy rozdzial elektroforetyczny produktu reakcji PCR
rs7534334.

Przykltadowy  rozdziat  elektroforetyczny = produktu  trawienia

genomowego DNA ($ciezki 1,3-5) enzymem Mwol.

Zwiazek migdzy genotypem LELPI (rs7534334) a wystepowaniem
podwyzszonego poziomu IgE w surowicy (powyzej 100 IU/ml)
u pacjentow z AZS .

Zwigzek miedzy genotypem LELPI (rs7534334) a poziomem
catkowitego IgE w surowicy (IU/ml) u pacjentow z AZS.

Zwiazek miedzy genotypem LELPI (rs7534334)

a wspolwystgpowaniem astmy u pacjentow z AZS.

Przykladowy rozdzial elektroforetyczny produktu reakcji PCR
rs149304390.

Przyktadowy  rozdziat  elektroforetyczny  produktu  trawienia

genomowego DNA enzymem BfuCl.
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32.

33.

34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

Przyktadowy rozdziat -elektroforetyczny produktu reakcji PCR
rs4845529.

Przyktadowy  rozdziat  elektroforetyczny  produktu  trawienia
genomowego DNA enzymem Hinfl.

Zwiazek miedzy allelami genu LELPI (rs4845529) a poziomem
calkowitego IgE w surowicy (IU/ml) u pacjentow z AZS.

Przyktadowy rozdziat -elektroforetyczny produktu reakcji PCR
COSM529080.

Przyktadowy  rozdziat elektroforetyczny  produktu  trawienia
genomowego DNA enzymem Bfal.

Przyktadowy wykres fluorescenciji.

Wzgledny poziom ekspresji genu LELP].

Wzgledny poziom biatka LELP1 w skorze osob z AZS i w grupie
kontrolne;.

Wykres rozrzutu wzglednego poziomu mRNA LELPI/TBP i poziomu
biatka LELP1 w biopsjach skérnych.
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