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Atopowe zapalenie skory (AZS) to przewlekta, zapalna
choroba naskorka i skory wiasciwej, przebiegajaca z
nasilonym swiadem, typowym umiejscowieniem i
morfologia zmian, wspétistniejacq z innymi chorobami
atopowymi (alergiczny niezyt nosa i spojowek, astma
oskrzelowa) u chorego lub w jego rodzinie.

AZS dotknietych jest 5% wszystkich dzieci i 1-3% osob dorostych



Patogeneza AZS - podstawowa przyczyna hieznana
= Zaburzenia odpowiedzi humoralnej
» zapalenie skéry uwarunkowane aktywacja limfocytow Th2
» podwyzszony poziom IgE
» nadwrazliwo$é na antygeny pokarmowe i $rodowiskowe
Defekty odpowiedzi komérkowej
» | Ts CD8+, Treg CD4+Cd25+, NK,

» | syntezy IFN-gamma i odpowiedzi ha mitogeny, obwodowa
eozynofilia, nieprawidtowa chemotaksja neutrofili

Zaburzenie odpornosci nieswoistej
» | peptydéw przeciwbakteryjnych (HBDp-2, katelicidyny )
» Kolonizacja skory przez S. aureus, M. furfur
Wrodzony defekt ektodermalny
» ! niedobér 6-desaturazy, ceramidéw,
» T iloéci proteaz, | inhibitoréw proteaz
» Nieprawidtowa reakcja naczyn - biaty dermatografizm
» T wytwarzanie potu

Zaburzenia neurowegetywne - \! prdg swiadu



Genetyczna predyspozycja do atopii opisana zostata na
poczqtku XXw.

W roku 1916 Cooke i van der Veer stwierdzili iz ponad
50% pacjentow z alergicznym katarem i astma maja
pozytywny wywiad rodzinny.

1923 rok - Coca i Cooke wprowadzili pojecie atopii:
.Atopia jest to genetycznie uwarunkowana sktonnosé do
chorobowego reagowania na stycznos¢ z pospolitymi
substancjami otaczajqcego Srodowiska, nieszkodliwymi
dla wiekszosci osob w normalnej populacji®.

Zaproponowali takze jednogenowy, autosomalny
dominujacy model dziedziczenia choroby.



Atopowe zapalenie skory to choroba
wieloczynnikowa (poligenowa), w etiopa-
togenezie ktdrej odgrywa role wiele
nieallelicznych gendw oraz wiele
indukujacych ja czynnikow srodowiskowych.

Genetyczna
predyspozycja

Nieprawidtowosc
immunoregulac i

Czynniki
srodowiskowe



Patogeneza AZS

» Zaburzenia genetyczne
» Zaburzenia epigenetyczne

» Efekt dziatania czynnikow
$rodowiskowych




Podtoze genetyczne AZS:

" u okoto 70% pacjentéow z AZS rodzinny wywiad atopowy

" bliznieta monozygotyczne maja 72-86% ryzyko wystagpienia AD w
porownaniu z 21-23% dla bliznigt dizygotycznych

" bliznieta monozygotyczne wychowywane razem lub oddzielnie
wykazuja wieksza zgodnosé objawdw, anizeli bliznieta dizygotyczne
wychowywane razem lub oddzielnie

" Ryzyko wystapienia atopii u dzieci zdrowych rodzicéw wynosi ok.
5-15%,

"jezeli jeden z rodzicéw choruje ryzyko wystapienia AZS u ich
dzieci wynosi 56%, jezeli oboje choruja ryzyko wzrasta do 80%

"jezeli choruje matka, to ryzyko wystapienia AZS u dziecka wynosi
57%, podczas gdy w przypadku choroby ojca ryzyko jest mniejsze
(46%).



Genetyczne cechy AD:

Dziedziczenie poligenowe - wiecej niz jeden gen
ma wptyw na powstanie AD

HeterogennosS¢ genetyczna - u réznych chorych
choroba moze by¢ wywotywana przez mutacje w
roznych allelach

Niepetna penetracja - u nosicieli genu brak
objawow choroby

Fenokopia - choroba moze byé wywotywana
wytacznie przez czynniki Srodowiskowe
Pietnowanie genomowe rodzicielskie (imprinting) -
u chorych z AD zachodzi ekspresja alleli
dziedziczonych od jednego z rodzicow.



Patogeneza AZS

» Zaburzenia genetyczne
» Zaburzenia epigenetyczne

» Efekt dziatania czynnikow
Srodowiskowych




Czynniki genetyczne

Odporn.
hieswoista

Odpowiedz
komadrkowa

Odpowiedz
humoralna

. Czynniki
Alergeny / drazniqgce
. . Atopia u
Infekcje Klimat/ Stres matki
zan. $rod.

Czynniki sSrodowiskowe



Geny (70%)

e
LT

Srodowisko
(30%)




Patogeneza AZS

» Zaburzenia genetyczne
» Zaburzenia epigenetyczne

» Efekt dziatania
czynnikow
Srodowiskowych




Zaburzenia epigenetyczne w AZS

» Niezgodnosc objawéw u blizniat MZ (25%)
> Regulacja ekspresji genéw (metylacja CpG, acetylacja,
fosfor'yfac ja histonow)
Metylacja promotora wytacza gen
Dziedziczymy wzorzec metylacji po rodzicach (imprinting)
» Doktadnos$¢ procesu metylacji 97-99,9%
» Nowa metylacje 3-5%

» Dietq, a metylacja (zrédtem -CH3 wit B12, kwas foliowy)
» Retrowirusy, retrotranspozony

» iRNA (rybozymy?)

» Defekt biatek chaperonowych (HSP-90)



Patogeneza AZS

» Zaburzenia genetyczne
» Zaburzenia epigenetyczne

» Efekt dziatania czynnikow
Srodowiskowych




Metodyka badania genetycznego podtoza chorob wieloczynnikowych:
Analiza mikrosatelitarnego DNA:
krdtkie powtorzenia tandemowe [STRP] .

badania dziedziczenia markerdw (tfransmission disequilibrium test
-TDT).

Badanie sprzezen i analiza genow kandydatow podatnosci na atopie
badania sprzezen w rodzinach z AZS
Badania polimorfizmow/mutacji genow kandydatow

-Badania funkcjonalne SNPs - (wptyw na ekspresje genu, funkcje
biatka)

Badania genetyczne chorob ze wspétistnieniem azs

Analiza ekspresji genow z zastosowaniem mikromacierzy



Jednonukleotydowe polimorfizmy (SNPs)

Genom cztowieka: 2.7-2.9 mld pz
Liczba gendw: 25 000-35 000
1.42 milliondw SNPs: 1 SNP/ 1.9 kb
1 SNP w sekw. kodujacej/
1.08 kb

» 93% loci genowych ma co najmniej 1 SNP
» 59% loci genowych >5 SNPs
» 39% loci genowych >10 SNPs



» Badania sprzezenia w rodzinach z AZS
wyznaczyty 19 regionéw na 12
chromosomach zawierajacych geny
podatnosci na AZS



Reerence Study sample Phenotvpes Regions of
population highest linkape
Leeetal. Eompean 199 fannhes with =2 AD 3921 (p=B42x10°")
20HH) [235] affected siblings Allergic 321 {p=6.7=10 |
sensilizalion
Cookson et al.  British 148 nuclear GBumihies recruited AD 1g21 {p=0.0005)
2001 [28] via childien with active AD 17925 {p=0.0004)
AD plus asthma 20p (p=0.0003)
Yoserum lgE o Deg-tel (p-0.0007)
S31 (p-0004)
Bradlev et al.  Swedish 109 fannhes (197 affected full-sib AD 3p24-22 (p0.001)
2002 [26] pairs, 9 affected hal Bsib pais) Spl3 (p=<0.005)
6q16 (p<001)

Haagerp et al. Danish
2004 [27]

23 affected sib-par fioilies

AD plus
specific IgE

Extreme AD

Seventy soone

of AD

AD plus
specific IgE

10p13-12 (p<0.01)
18g21 (p<0.001)

4q24-26 (p<0.005)

6p (p<0.005)

1p32 (p<001)

18p (p<0.005)

2121 (p<0.005)

Tpl4 (pr<0.005)
13q14 (p<74107%)
15q14-15 (p<T 4x107%)
1721 (p<7.4%107%

g4 (p<7. 4x107%)

Ip26-24 (p=0.001)

4p15-14 (p=0.0126)
18q11-12 (p=0004)
18q11-12 (p=0.004)

19 regionow - 1p32,
1921, 3q14, 3q21,
3p24-22, 4p15-14,
4q24-26, 5p13,
5q31, 6p, 6916,
7pl14, 13q13, 15q14,
16q, 17q21, 18p,
18q11-12, 21q21,

4 regiony w co
najmniej dwoch
badaniach -

3q, 3p, 17q, 18q



Zdefiniowano 6 regionow genomu

cztowieka potencjalnie zawierajqcych
geny AZS (OMIM):

ATOD1 - 3q21
ATODZ2 - 1q21
ATOD3 -17qll-q24
ATOD4 - 20p

ATODS - 13ql2-q14
ATOD6 - 5q31-q33

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=OMIM



Ile jest genow AZS?

34 A
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24 geny warunkujace triade chordb
atopowych (alergia, astma, AD)

Arylamine N-
acetyltransferase 15. IRF-1 .
p2 adrenergic receptor 16. Lymphotoxin-a
CCR3 17. MCP-1

4 19. PAF acetyl hydrolase
el 20. RANTES
FceRIp 21. SPINK5
Glutathione S transferase 22. TGF-pl
Histamine N- 23. TLR4
methyltransferase 24 TNF-a
IFN-y
IL-4
IL-4Ra
IL-9
IL-10

TL-13



Badana cecha
kliniczna:

AZS
© = Astma
BHR
StezenieIgE O

TN

Liczba eozynofili O

Regiony chromosomowe
zawierajqce geny podatnosci
na AZS i inne choroby atopowe

Dane z badan populacji:
Australijskiej , Hutterites,
Niemieckiej, Szwedzkiej,
Japonskiej, Francuskiej i Brytyjskiej
= (Sengler i wsp. 2001)




Table 2 Candidate pene studies for AD; genes that have been associated with AD in al least one study

Giene Ciene natie Location  Variant Phenotvpe Population Association? Reference
TLRZ Toll-like receptor 2 4q32 Arg753GIn Severe AD German  Yes [82]
IRF2 Interferon regulatory factor 2 4435 467 GiA AD Japanese  Yes [B7]
CSF2 Colonyv-stinulating factor 2 Sq31 077 AC AD British Yes [B8]
3606 T/C, AD at 12 and Canadian  Yes 8]
W|EOT 24 months
L4 Interleukin-4 Sq31 590 OT AD Japanese  Yes [94]
Extrinsic AD German Yes [64]
AD Australian No [@1]
Intrinsic AD Japanese  No [62]
ILi3 Interleukin-13 5931 Argl30GIn AD Canadian ~ Yes [51]
AD Japanese  Yes [52]
AD German Yes [53]
11T AD Dutch Yes [54]
AD Japanese  No [52]
ILs Interleukin-3 5931 703 COT Blood essinophilin Japanese  Yes [92]
in AD
cCoid Monocvie diffzrentiation 5931 15907 AD {interaction Amencan Yes [BOH]
antigen CD14 with dog
ownership)
AD Cerman MNo [93]
ILIZB Interleukin-12B Sq31-33 1188 AC AD, Psoriasis Japanese  Yes [94]
SPINKS  Bering proiease inhibitor, Glu420Lys AD British Yes [74]
Kazal-type 5 AD Japanese  Yes [75]
AD Japanese  Yes [76]
Asthima with AD German Yes [77]
Disease severity  Japanese  Yes [78]
and food allergy
in AD
FCERIE  High affinity IgE receptor, beta chain - 1lgl3 Rsalin?, Rsalex? AD British Yes [95]
GSTPI Gilutathione S-transferase, P1 Igl3 Ilel05Val AD Russian Yes [96]
Haplotvpes AD Russian Yes 97
PHFII Plant homeodonmain Zink 13q14 TiC intron3, Childhood AD Australian Yes 98]
finger 11 protein a3 UTR
CMAI Mast cell chymase I14q11 BstX1 AD Japanese  Yes [99]
AD Japanese  Yes 143
AD Japanese  No [101]
AD Halian Mo [102]
1903 G/A IgE levels in AD  Bntish Yes [103]
IL4RA Irterlenkin 4 receptor o chain lopl2 GlnS5 1A Severe AD Ameican  Yes [59]
Adult AD Japanese  Yes [60]
AD {interaction British Yes [61]
with infection)
Intrinsic AD Japanese Mo [62]
3223 C'T Extrinsic AD German Yes [64]
AD Japanese  Yes [65]
CARDIS  Caspase recruitment domain- l6ql2 2722 GIC AD German  Yes [104]
cortaining protein 15
RANTES  Regulated upon activation, normally I7qll-q12 -403 A/G AD Crerman Yes [105]
T cell expressed + secreted AD Hungarian Mo [106]
EQTAXIN Eotaxin 17921 426 C'T, IgE levels in AD  Japanese  Yes [107]
IBLANG
TR Transfomming growth Getor B 1 Iagl3l Arg25Pro AD British Yes [108]
SCCE Stratum corneum chymotnplic enzvme 19913 AACCins AD British Yes [109]

AD Atopic dematitis, fgf immunoglobulin E

Sprzezenie z AZS
wykazano do tej pory
dla 19 gendw na 8
réznych chromosomach
( Hoffjan i Epplen
(2005)



Geny AZS:

» Gen receptora dla IgE (FcRIB)

» Geny cytokin, czynnikow wzrostu i ich receptordow
* Il-4, IL-13, IL-5, IL-12B, IL-18
* IL-4R, II-13R
°* TNFa, TGF-beta, GM-CSF, CTLA4, CSF2

» Gen odpornosci nieswoistej (TLR-2, TLR-9, CARD15, CD14)
» Geny chemokin (RANTES, eotaksyna)

» Geny kodujqce czynniki transkrypcji
®* STAT-6, interferon regulatory factor (IRF2), PHF11 (biatko z p. cynk), Tbet

v

Geny kodujace receptory dla hormonow (B2AR, glukokortykoitykoidow)
Geny kodujace biatka strukturalne naskorka, enzymy i ich inhibitory
filagryne

chymotrypsyne w. rogowej (SCCE),

chymaze mastocytow (MCC)

Inhibitor proteaz serynowych (SPINK5)

transferaze glutationowa (6STP1)

cz. aktywujace kaspaze (CARD4, CARD15)

v



Gen receptora FCRI-B o wysokim powinowactwie
dla IgE

AZS, a FCRI-B:

» wysoka ekspresja na komérkach APC:
KL i IDEC

» APC majq utatwiong prezentacje antygendow
» FCRI-B dziedziczony po matce



Gen receptora FCRI-p o wysokim powinowactwie dla IgE

Locus Gen Nazwa Fenotyp Populacja Asocjacja?

11913 FCRI-B Receptor IgE AD GB +
lle181Leu Austr +
Gly237Glu PL +

Badania wtasne:

Analiza 43 rodzin dzieci z AZS wykazata:

- wysoka czestos¢ wariantu Leul81 w rodzinach dzieci z AZS (91%

rodzin).

- wykazano, iz znacznie czesciej jest on przekazywany chorym

dzieciom przez matke (Zabtotna i wsp. 2007)




Analiza zwigqzku AZS
z mutacjami genow
kodujacych biatka

strukturalne naskorka



1g21 - ATOD2 (PSORS4)

37 genow kompleksu EDC - epidermal differentiation
complex

Pos. 148.7 MB ——
_ Lipid ervelope —— S100A10
- Corrified syl —— S100A11
__"__ = LOMifled anvelops
E—— THHL1
A Extrusion of lipids from Pos. 149-0 MB ———— HRNR
lamellar granules s
*
N - LCESA
\\ =" LCE3E
LCEZB
A% LCESD LCE3C LCE3A
- ‘l\ Filaggrin, laricrin, frichohyalin, LCE2D LCE2C LCEZB
E & stratum comeum { irvolucrin, 8PRAs, 5100 proteina Pos. 149-5 MB LCE4A . LCE2A
kil - . LecetF LCE1C
= - Keratin-2a LCE1D LCE1B
E Granular layer { LCE1A
£ - Kerstin-1,-10 ls\;'LRFm SPARIA SPRR1B
el N —
— inaus layear .‘ . o @ 9 & O SPRR3
g B ye { o o0 SPRR2D
: SPRAZA
i . @ & 0 0 00 0 0 0 0 SPRAZE SPRR2F S SPRReB
2 : SPRR2G
i Bagal layer Keratin-5, -14
L Gal (8 G =
{ AN BN BN BN BN BN BN BN AN BN N | Pos. 150-0 MB ——
Basal membrane | —— LOR PGLYRP3
i PGLYRP4 - s100Ag
S - S100A12
B
S100A4 510043
S100A2
o0 oo S100A16
Wzrost ekspresji Spadek ekspresi — s N\ swoome
Pos. 150-5 MB —— S100A13

S100 A8 (psoriazyna) loricyna

. . PPRP-1A i 1B - receptory dla
:;glg A8 kalgranulina A| filagryna peptydoglikanéw bakt G(s)




Palmer i wsp. Nat. Genet. (2006)

M Uta C] ew g en |e kOd UJ acym _ 10-12 fila_ni%ri\rtepeats
filagryne: | £
= zwiekszajq ryzyko T
WySta_p i e n ia AZS i a Stmy (5'UTR) ‘4.%'" ’ \\ Exon 3 \\\ { )
stopowe ANV
- WyStQ puJa- u 40/0 OSO, b RSO1X  2282deld 3702delG

3321delA 52554X

zdrowych oraz u 33% o0sob
z AZS (52/189)

= odpowiedzialne sg takze za
powstanie "rybiej tuski"

Mutacje R501X, 2282del4 -
brak syntezy filagryny
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Mutacje R501X, 2282del4 - brak syntezy filagryny
Europa
Osoby zdrowe:

AZS

3-5% populacji

9- 33% chorych

Polska (Kowalewski i wsp 2007)
2282del4 - 3,73% heterozygot
R510X - 0,98% heterozygot




Mutacje R501X, 2282del4 zwiqzane sq z:

= postaciq .zewnatrzpochodnq® (extrinsic)”
AZS

= ciezkimi postaciami AZS
= wczesnym wystepowaniem objawow (<2rz)



» Analiza zwigzku wystepowania
AZS z mutacjami genow
kodujacych proteazy naskorkowe?



AZS - genetycznie uwarunkowany defekt naskédrka

wzrost ilosci proteaz wytwarzanych przez:

- Staphylococcus aureus

- roztocza kurzu domowego

- warstwe rogowa naskoérka

- komérki tuczne (tryptaza, chymaza)
niedobdr inhibitoréw proteaz (SPINK5)
niszczenie korneodesmosomow

- zniszczenie bariery skérnej

- watwienie wnikania alergendw

- zewngtrzpochodna indukcja alergii i atopii

aktywacja przez proteazy receptora -2 w neurocytach
(Swiad)

niedobdr 6-desaturazy, ceramidow

spadek ekspresji filagryny, loricyny



Egzogenne proteazy
ﬁ -Staphylococcus aureus

1

-Dermatophagoides pteronyssimus

Inhibitory >

proteaz: Endogenne proteazy:

SKALP - SCCE (stratum corneum chymotryptic
enzyme)

SLP1

- SCTE (stratum corneum tryptic enzyme)

- MCC i MCT ( mast cell chymase and
tryptase)

LEKT1

- katepsyny i inne



AZS, a geny proteaz

Locus Gen | Nazwa Fenotyp | Populacja | Asocjacja
?
19q13 SCCE |Chymazaw. |AD JJJI ++/--
rogowe] IgE GB .
14q11 MCC | Chymaza AD J.J,J,D, |++-+
mastocytow | IgE I,GB +




» Mutacje genu SPINK5 kodujacego
inhibitor proteaz serynowych sq
przyczyna zespotu Nethertona

» Niektore warianty polimorficzne genu
SPINKD5 wystepuja czesciej u chorych z
AZS



Zespot Nethertona

Dziedziczenie AR, w wiekszosci dotyczy
dziewczynek.

Triada ob jawoéw:

-zmiany skorne o cechach wrodzonej uogdlnione;
erytrodermii z obfitym ztuszczaniem naskorka w
okresie noworodkowym i niemowlecym, a w
pozniejszym okresie zmiany grudkowo-rumieniowo-
ztuszczajace z cechami rybiej tuski linijnej
okrazajacej Cornela (ichtyosis linearis circumflexa)

- atopowe zapalenie skéry z podwyzszeniem
poziomu IgE

- wtosy bambusowe, co prowadzi do ich ztaman
(trichorexis invaginata)



Comel-Netherton syndrome

Cechy kliniczne NTS

(A)Rybia tuska okrazajaca
(Ichthyosis linearis circumflexa)

(B) Uogdlniona erytrodermia z
obfitym ztuszczaniem naskorka

€) Trichorrhexis invaginata. Witosy
.bambusowe”.




b. Netherton Syndrome

W Przyczyng NTS mutacje
* genu SPINK5- pro-

SPCs

spce biatko LEKT-1 ma mniej
domen inaktywujacych
"eo  Efekty

B «w»  -wzrost aktywnosci proteaz
P 5 serynowych

-degradacja desmozyny

%bo - zluszczanhie naskorka

SPC - subtilisin-like proprotein conwertase

ool QO
@ . : : . ©
@ & & & CP - carboxypeptidase
SCCE /STTE - striatum corneum
§> chymotrypsine/ trypsine- like enzyme

@ Q DG-1 - desmoglein 1




Walley i wsp 2001, Nature Genetics 29:, 175-178

- Wariant 6lu420Lys wykazuje znaczqce sprzezenie z AZS, IgE i

Atopiq

- Odziedziczenie wariantu 6lu420Lys i Asn368Ser po matce wiqze
sie z podwyzszonym ryzykiem wystqpienia atopii, AD lub
podwyzszonym poziomem IgE

a 148 nuclear families with aiopic dermatitis: parent-of-origin effects included in model

Marker

Glud420—-Lys
Glu420—-Lys
Glu420—-Lys
Glu420—-Lys
Asn368—-Ser
Asn368—Ser
Asn368—-Ser

Phenotype

Atopy
AD
IgE**
Asthma
Atopy
AD

IgE*©

Table 2 » Weinberg tests of association

Transmissions (T:NT)2

Disease allele Maternal

Lys420 46:28
Lys420 44:31
Lys420 46:28
Lys420 29:16
Asn368 49:27
Asn368 47:28
Asn368 49:28

Paternal

32:45
33:47
32:45
23:25
36:42
36:43
36:42

P

0.005
0.009
0.005
0.070
0.023
0.024
0.030

RmP

4.04
3.92
4.25
3.1

3.47
3.67
3.95

b 66 nuclear and 7 extended families in replication panel: parent-of-origin effects included in model

Marker

Glu420-Lys
Glu420—-Lys
Glu420—-Lys
Glu420—Lys

Phenotype

Atopy
AD

IgE€
Asthma

Transmissions (T:NT)2

Disease allele Maternal

Lys420 15:8
Lys420 10:1
Lys420 14:7

Lys420 11:4

Paternal

18:6
15:3
18:7
17:10

P

0.008
0.002
0.012
0.040

RmP

2.63
3.32
2.35
1.43




Badania innych autordw potwierdzity zwiqzek substytucji
Glu420Lys w genie LEKT1 z AZS

Kato i wsp. (2003):Association of SPINK5 gene polymorphisms with
g‘go igédger'ma‘ri‘ris in the Japanese population. Brit. J. Derm. 148.

Nishio i wsp (2003) Association between polymorphisms in the
SPINK5S 4gene and atopic dermatitis in the Japanese. Genes
Immun. 4(7):515-7.

Kusunoki i wsp. (2005): SPINK5 polymorphism is associated with
disease severity and food allergy in children with atopic
dermatitis. J Allergy Clin Immunol. 115(3):636-638.

Kabesch i wsp. (2004) Association between polymorphisms in serine
protease inhibitor, kazal ‘ryge 5 and asthma gheno’ryfes in a large
German population sample. Clin Exp Allergy. 34(3):340-5.
Asocjacja z AZS + Astma, nie z AZS samodzielnie.

J ongeEier (2005): Polymorphisms in SPINK5 are not associated with
asthma in a Dutch population. J Allergy Clin Immunol. 115(3):486-
92. (brak ekspresji w ptucach)



» Analiza zwigzku AZS z mutacjami genow
cytokin i ich receptorow, ktore prowadza do
podwyzszenia ich ekspresji, lub zwiekszenia
ich aktywnosci?



Faza ostra Faza przewlekia

Allergens

Inflammatory Signals

IL-16 f 5 IL-&

; . : THF -
ﬁgg + MCP-1 - IL-1
3 ! MIF-1cx

%00

Nowak i wsp (200 | | Blood



Cytokiny w patogenezie AZS

Cytokina Funkcja w AZS
Faza ostra
TSLP Aktywacja KD, réznicowanie Tho/ThZ,

(limfopoetyna)
IL-4

synteza przez KC - TARC, MDC
Synteza IgE, przetqczenie klas

IL-13 Synteza IgE, aktywacja MC

IL-31 Th2, zapalenie, promocja AD, (IL-31RA+OncostatR(LIF)

IL-5 Indukcja wzrostu i hamowanie apoptozty eozynofili,

IL-17 Synteza IL-6, IL-8,

IL-16 Chemotaksja limfocytéw CD4, KD,

Faza przewlekta

IFNy Synteza MCP1, RANTES

IL-12 Roznicowanie ThO/Thl

IL-18 Roznicowanie ThO/Thl, indukcja syntezy IFNy

TNFa Indukcja stanu zapalnego,

GM-CSF Chemotaksja eozynofili, dojrzewanie KD, proliferacja KC
IL-11 Synteza kolagenu I

TGF-p Dziatanie przeciwzapalne




Geny cytokin i receptorow

Locus Gen Fenotyp Populacja Asocjacja?
5q31 IL-4 Ciezkie AD D,PL ++
ATODé6
IL-13 AD C,J.D,DK,J,PL |+
+
IL-12B AD/PS J +
IL-5 Eozynofilaw |J +
AD
IL-2 AD USA, PL +
D -
TSLP A D +
11922 IL-18 AD D +
16p12 IL4R AD J, USA,GB + o+
J +

D




Badania zespotu Kliniki
Dermatologii AM w Gdansku

» AZS wykazuje zwiqzek z
wariantami promotora o
zwiekszonej transkrypcji:

= IL-4 (Nedoszytko i wsp. 2006) v 7o
= IL-13 (Glefi i wsp 2007) 60
» IL-2 (Ryduchowska i wsp 2007)

bocc
UCT
BTT

= TNF-a (Nedoszytko i wsp 2006) ||

» U chorych z AZS wystepuja o/

okreslone warianty genéw TAP 1w

(Wilkowska i wsp. 2004, Nedoszytko i 0
wsp 2006). K (N=60) AZS (N=90)

IL-4



http://www.amg.gda.pl/

Subpopulacje limfocytéw T (Nedoszytko 2007,)

. 6l. cz
Cytokina .- | Efektorowa . .
Typ stym. ‘rr';crl.ns cytokina Funkcja Patologiczny efekt
. . Ch. autoimmun.
IFN-y, IL-2, Sfym odp korr)orkoweJ alergie kontaktowe,
Thi IL-12 T-bet elim. patogendw
TNFa y AD
zewnatrzkomdrkowych
Stym odp humoralnej, :
Th2 IL-4 GATA-3 IL-4, IL-13, elim patogenéw Astma,, aler'g|e IgE
IL-5 ) zalezne
wewnatrzkomdrkowych
TGF- p1
Th3 IL-14,IL-4 ? TGF-p1 luszczyca
Anty IL-12
IL-17 IL-6, Ch autoimmunol.
Th17 Efl_:éﬁ Lplus RORyt TNF o, IL- prozapalna Luszczyca, MS, ch
22 Crohna, RA
IL-10, IFN- IMMUNOSUPRESJA
Trl " TGF-p1 Thii Th2 AD, tuszczyca
_ Immunosupresja
Treg | TGF b 1 T6F-p1 p-zapalne
CD4+ minus Foxp3 IL-10 hamowanie CD4+ i AD, Luszczyca
CD25+ IL-6 W

CD8+




Zaburzenia funkcji limfocytow Treg (CD4+CD25+Fox+GITR+) w AZS:
- limfocyty Treg tracq zdolnos¢ do immunosupresji po stymulaci

superanfyge]umi_S_uuMLlau_I_qu 2004
- mutacja g fﬁ\ do

braku limfoc; \§ I D -
krynopatii i b
atopowego z¢ O sp
2001). @

T —
- atopia u m A } po
stymulacji Tl

Eyvmplomatic unconirellsd
dizeaszs

A




»Analiza zwigzku AZS z mutacjami
gendw kodujacych czynniki
transkrypcyjne



Macrophage CDBx' DC
A b

i o s, Delayed-type
f: ) L IFM-y | hypersensitivity
b | 5 IL-2
' LT | Macrophage
) activalion
Maive
T helpar cell

IFM-y IL-10

“ \- /
- 7
i -M.--"r L=

L5 | Humoral imesunity

J IL-13 Eosinophils
The
Epithelial cell - Eplthelial
- a basemeant
- membrang

by Ken Bagwchamp J OW. fnvast



AZS a czynniki transkrypgji

Locus |Gen Nazwa Fenotyp Populacja | Asocj
acja?

4932 |STAT6 |Cz. transkr. | AD/AS D.J +
akt. Th2

13q14 |PHF11 | PHD finger |AD Au +
protein

4935 |IRF2 Interferon |AD J, +
regulatory
factor

4935 | Tbet TH1 AD,IgE,A |USA +




Kabesh i wsp.(2006) - w populacji 1120 dzieci z astmaq analiza
czestosci polimorfizmow:

IL-4 598 C/T.
IL-13 1112 ¢C/T
IL-4R 148 A/G
STAT6 2829 C/T.

W pordwnaniu z ryzykiem obliczariym dla jednego genu ryzyko
astmy i podwyzszenia poziomu IgE zwigksza sie gdy liczone
jest dla czterech badanych genow.

Ryzyko astmy rosnie -10,8x

Ryzyko podwyzszenia IgE - 16,8x

Geny wykazujq dominujqcy i addytywny efekt
=geny kumulatywne



» Analiza zwiqzku AZS z mutacjami
gendw kodujacych geny chemokin



Chemokiny

Chemokina Komérka docelowa
Eotaksyna eozynofil

IL-16

IL-16 Limfocyt Th2
CCL-1 Limfocyt Tc2
CCL-2 (MCP-1)

CCL-5 (RANTES)
CCL17 (TARC)
CCL18 (MIP-4)
CCL22(MDC)
CCL-27 (CTACK)




Geny chemokin

Locus Gen Fenotyp Populacja | Asocjacja?
17q11 RANTES (CCLS5) |AD D +

H -
17921 EOTAKSYNA IgE w AD J +

(CCL11)




AZS a odpornosc nieswoista
Receptory Toll-like
(PPR - pattern recognition receptors)

N

9
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W AZS obserwuje sie ostabienie
mechanizmow odpornosci nieswoiste)

Obnizona ekspresja peptydow przeciwbakteryjnych
LL37
HBDZ2, HBD3
dermicydyny w pocie
Obnizona ekspresja iNOS
Obnizona ekspresja receptoréow PPR
MBL
sCD-14
IL-4 hamuje ekspresje TLR-2 i CD14 na KL, KC
Obnizenie ekspresji sCD14 w ptynie owodniowym i mleku sprzyja AD

Zaburzenie funkcji neutrofili (obniz. zd. fagocytozy, syntezy rodnikow tlenu,
chemotaksi)

Wzrost czestosci infekcji :
S. aureus (90% skora, wzrost ilosci bakterii w kale)
Malassezia furfur (Pitirosporum orbiculare) (60%)
Wirusowych (HSV, moluscum contagiosum v, vaccinia v)
Niedobér w jelicie Bifidobacterium - komensali jelitowych
stym. powstawanie limf. Th-1



ASZ — defekty odpornosci nieswoistej
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RECEP-
TOR

TLR 1

TLR 2

TLR 3

TLR 4

TLR 5

TLR 6

TLR 7

TLR 8

TLR 9

TLR 10

LIGAND

sktadniki bakteryjnej sciany
komdrkowe |

sktadniki bakteryjnej sciany
komdrkowej, takze sktadniki
Sciany drozdzy i
mykobakterii, HSP60. 70

ds RNA

LPS i kwas lipotejchojowy, HSP

flagellina

sktadniki bakteryjnej sciany
komorkowej, ssSRNA

mate syntetyczne czasteczki
wirusowe,

mate syntetyczne czasteczki
wirusowe HIV

niemetylowane CpG,
Ig6-chromatyna

?

Wplyw na ekspresje¢
cytokin

TNFa, TL-12

TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
NO (KC, KD)
IL-4,IL-5, IL-6, IL-13 (Mc)

IFN-B

TNFo, IFN-B
IL-1,IL-6, IL-10,, IL-13, NO

TNFa, IFN-
IL-1,IL-6, IL-10, IFN-y, NO

TNFa,

TNFa, IFN-B, IFN-y, GM-CSF
IL-1,IL-6,IL-6,IL-12,IL-18,
IL-10,

TNFa, IFN-B, IFN-y, GM-CSF
IL-1,IL-6,IL-6,IL-12,1IL-18,
IL-10,

IFN-o , IFN-B, IFN-y, IL-6,
IL-12

?

EFEKT

Obrona p-bakt

Obrona p-bakft, grzyb.
akt. MC,
Thi
Th2

Obrona p-wirus.

Obrona p-bakt, p-
wirus. P-grzyb,
apoptoza

dojrzewanie KD

Obrona p-bakft, p-
wirus. P-grzyb

Thl, dojrzewanie
KD,akt. Eozyno,
NK

TH-1, dojrzewanie KD

TH-1, dojrzewanie KD



AZS a geny odpornosci nieswoistej

Locus Gen Funkcja Fenotyp Populacja | Asocj
acja?

4q32 TLR-2 |[LPS-R Ciezkie AD |D +

3p21.3 TLR-9 |Niemetylow. |AD (TIAD) GB,D +

CpG (n.leki)

3p21.3 CD-14 |LPS-R AD GB,Cz,De |+++

8p23 HBD-2 |Peptyd p-bakt | A USA +

16q12 CARD15 |Rozp bakt AD D +

/NOD2 |6G(+), PG




Novak i wsp. Allergy 2007

» Polimorfizm -1237 C/T promotora genu
TLR9 wykazuje asocjacje z AD (intrinsic
AD=brak TIgE)

» Warunkuje powstanie miejsca wigzania
NFKB

» Genotyp TT zwiqzany z podwyzszonq
ekspresja TLR9

» Hiperaktywacja TLR9 prowadzi do AD
niezaleznej od IgE?



Toll-like receptors (TLR)- stymulacja wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej w wyniku ekspozycji na mikroorganizmy poprzez Toll-like-
receptor 2 (TLR2) moze zmniejszac ryzyko alergii w dziecinstwie.

Gram- bacteria (LPS)

% "IEH'AI

Flagellin

Gram+ bacteria
(peptidoglycan,
Lipopeptide)

)

Mycoplasma TLR o
(lipopeptide) : L
o :.:.T e
6 B TLR6™ TLR10 a
M -‘ LRE‘ RNA virus
? RNA virus (dsRNA,
N P f TLRS (ssRNA) polyl:C)
: #% Bacteria

il b .
AR s 5
£ ) ST DNA virus (CpG DNA)
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MNature Reviews | Immunology
Niektore geny AZS wykazuja wspélna lokalizacje z
genami astmy, tuszczycy i niektorych chorob
autoimmunologicznych (SLE, ch. Crohna i inne).



- Wspdlna lokalizacja gendw AZS i szeregu chorédb o
podtozu immunologicznym wskazuje, iz genetyczna
komponenta choroby nie jest swoista ani dla tkanki
czy choroby lecz jest zwigzana z ogdlnym
zaburzeniem mechanizméw regulujacych procesy
immunologiczne.

- Klinicznie odmienne choroby autoimmunologiczne
moga by¢ kontrolowane przez wspélne geny
podatnosci na chorobe

Becker K.G6. Diabetes, 1999, 48:1353-58.
Becker i Barnes , JID, 2001 117:1325-27.
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Podsumowanie

AZS jest chorobg wielogenowg (wieloczynnikowaq).
Do tej pory nie zostat zidentyfikowany gen (geny) AZS
Zidentyfikowano 6 regionéw zawierajacych geny AZS

ATODI1 - 3q21
ATODZ2 - 1921
ATOD3 - 17q11-q24
ATODA4 - 20p
ATODbS - 13ql12-q14
ATOD6 - 5q31-q33

Dla 19 gendéw wykazano w réznych populacjach asocjacje z AZS
Gtowne geny AZS:
Geny IL-4, IL-13 i ich receptorow
Gen SPINK-5
Gen filagryny
Gen STAT-6
® Geny PPR (TLR2, TLR4, CD-14)
Czes¢ regionow chromosomowych zawierajacych geny podatnosci na AZS

jest wspalnych dla AZS, astmy, tuszczycy i innych chordb
autoimmunologicznych.



Perspektywy badan genetycznych w AZS

» Brak wieloosrodkowych metanaliz
» Brak analiz odziedziczania haplotypow

» Brak wytypowanie polimorfizmow genow
zwiekszajacych podatnosc

» Analiza haplotypow
. Geny cytokin:TNF, IL-12B, IL-4, IL-13, IL-23
s Geny receptorow: IL-12R, IL-4/13R
1 Receptory odp. niesw. (TIR -2,-4,CD-14, PGR)




IL-4

—
IL-13
IL-4
IL-2
IFN-y
TNF-a
IL-1
Thi
IL-6 +
IL-6 TGFp1
IL-12 IL-23
IL-23 .
;7 —V
Thp TGFp1 Thi7

TGFp1
IL-10

Treg
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