Artykut oryginalny/Original paper

Zwiazek polimorfizmu 181 lle/Leu podjednostki beta
receptora o wysokim powinowactwie do IgE
z atopowym zapaleniem skory

Association of polymorphism 181 lle/Leu of the high-affinity immunoglobulin E receptor
beta chain gene with atopic dermatitis

Monika Zabtotna, Bogustaw Nedoszytko, Aleksandra Wilkowska, Jolanta Glef, Jadwiga Roszkiewicz

Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Akademii Medycznej w Gdansku,
kierownik Katedry i Kliniki: prof. dr hab. med. Jadwiga Roszkiewicz

Post Dermatol Alergol 2007; XXIV, 1: 11-15

Streszczenie

W powstawaniu atopowego zapalenia skory (AZS) duza role odgrywaja zaréwno czynniki Srodowiskowe, jak i genetyczne.
Podstawowa role w IgE-zaleznej reakcji alergicznej — m.in. poprzez udziat w procesie degranulacji mastocytéw — petni
receptor o wysokim powinowactwie do IgE (FceRI). Dotychczasowe badania wykazaty zwigzek pomiedzy atopia
odziedziczong po matce a genem podjednostki beta FceRI znajdujacym sie na chromosomie 11g13.

Celem badan autoréw niniejszej publikacji byto poréwnanie czestosci wystepowania wariantéw polimorficznych 181
lle/Leu FceRIB wsrdd pacjentoéw z AZS i zdrowych cztonkéw ich rodzin. Stosujac metode allelospecyficznej tancuchowej
reakcji polimerazy (ARMS-PCR), przeanalizowano polimorfizm 181 Ile/Leu FceRI-B u cztonkéw 43 rodzin dzieci z AZS.
W ww. populacji znajdowato sie 81 zdrowych i 91 oséb z AZS.

W 39 z 43 (90,7%) badanych rodzin stwierdzono obecnos¢ wariantu Leul81. Poréwnanie czestosci wystepowania alleli
i genotypow 181 Ile/Leu w obu badanych grupach nie wykazato statystycznie znaczacych réznic. Zaobserwowano
natomiast, iz dzieci z AZS czesciej dziedziczyty wariant receptora z Leu w pozycji 181 od matki niz od ojca.
Przeprowadzone badania wykazaty wysoka czestos¢ wariantu Leul81 w rodzinach dzieci z AZS i sugeruja, ze moze by¢
on zwigzany z chorobg, zwtaszcza gdy jest przekazywany przez matke.

Stowa kluczowe: atopowe zapalenie skéry, gen FceRI-B, polimorfizm 181 Ile/Leu, ARMS-PCR.

Abstract

Genetic and environmental factors are known to play a role in the development of atopic dermatitis (AD). The high
affinity receptor for IgE (FceRI) is considered to play a main role in mast cell degranulation and IgE mediated allergy.
Previous studies reported linkage between maternally inherited atopy and the gene of beta subunit of FceRI located
on chromosome 11q13.

The aim of our study was to compare the frequency of occurrence of the polymorphic variants 181 Ile/Leu FceRI-
between patients with AD and healthy members of their families.

Using amplification refractory mutation system — polymerase chain reaction method (ARMS-PCR) we have analyzed
polymorphism 181 lle/Leu FceRl in 172 members of 43 families with atopic dermatitis children. In the examined
population there were 81 healthy persons and 91 persons with AD symptoms.

The presence of Leul81 variant of FceRI-B gene has been shown in 39 of 43 (90.7%) analyzed families. We have not
found any differences in alleles and genotypes frequency of 181 lle/Leu variants of FceRI-B gene between AD and
healthy members of the families. However, we have found that AD children more frequently inherited Leu181 variant
from mother than from father.

Our results indicate high frequency of Leul81 variant of FceRI-B in families with atopic dermatitis children and suggest
that variant Leu 181 within the FceRI-B gene may be associated with maternally inherited AD.

Key words: atopic dermatitis, FceRI-B gene, polymorphism 181 Ile/Leu, ARMS-PCR.
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Atopowe zapalenie skory (AZS) to jedna z najbardzie]
rozpowszechnionych choréb alergicznych skory. Mimo wie-
lu badan, AZS wciaz zalicza sie do choréb o nie do kohca
poznanej etiologii i nie catkowicie wyjasnionym patome-
chanizmie. Podkresla sie, ze na rozwdj choroby oraz jej
przebieg maja wptyw zaréwno czynniki Srodowiskowe, jak
i genetyczne.

Pierwsze badania AZS sugerowaty autosomalny, do-
minujacy model dziedziczenia choroby, obecnie dobrze
udokumentowany jest poglad, ze choroba ta dziedziczy
sie wielogenowo [1-3]. Poszukiwania gendw AZS trwaja
nadal i skupiaja sie na tych, ktére z duzym prawdopodo-
biefstwem sg odpowiedzialne za reakcje alergiczne. W ge-
nomie cztowieka zidentyfikowano do tej pory 6 regionéw
potencjalnie zawierajgcych geny AZS: ATOD1 —3q21, ATOD2
— 1021, ATOD3 — 17q11-q24, ATOD4 — 20p, ATODS — 13q12-14,
ATOD6 - 5g31-g33 [4-6]. Dla 19 gendw wykazano w réz-
nych populacjach asocjacje z AZS. Najwiecej z tych gendw
znajduje sie w regionie 5g31.1-q33 (skupisko genéw ko-
dujacych cytokiny limfocytéw Th2, takie jak interleukiny-
-3, -4, -5, -9 -13, geny kodujace czynnik stymulujacy ko-
lonizacje granulocytéw i makrofagéw — GM-CSF, inhibitor
proteazy serynowej — SPINKS, i podjednostke p40 inter-
leukiny-12). Wéro6d genéw majacych wptyw na wystepo-
wanie AZS wymienia sie ponadto m.in. geny kodujace gen
receptora TLR-2 zaangazowanego w inicjacje mechani-
zmoéw odpowiedzi immunologicznej z udziatem limfocy-
téw Thi (locus 4g32), geny TAP 11 2 (locus 6p21.3), geny
chemokin (RANTES — locus 17g-q12, eotaksyna — locus
17921), geny kodujace enzymy i ich inhibitory (chymotryp-
syne warstwy rogowej SCCE — locus 19g13, chymaze ma-
stocytow CMAL - locus 14911, transferaze glutationowa
GSTP1 - locus 11g13) [7-10]. Z powodu roli, jakg moze od-
grywac w kontroli syntezy IgE, zainteresowanie badaczy
wzbudza réwniez gen dla receptora o wysokim powino-
wactwie dla IgE (FceRI) [11-16].

Receptor FceRI wystepuje na komérkach tucznych, ba-
zofilach, monocytach, komoérkach Langerhansa oraz
na eozynofilach. Zadaniem receptora FceRI jest wigzanie
wolnego IgE. Zwigzanie sie antygenu z kompleksem IgE-
-FceRI prowadzi do aktywacji mastocytéw i uwalniania
mediatoréw preformowanych, takich jak histamina, oraz
syntezy mediatoréw lipidowych, takich jak leukotrieny
i prostaglandyny, odpowiedzialnych za rozwdéj objawéw
alergii. Aktywowane komaérki tuczne wydzielaja takze
cytokiny, m.in. IL-4, IL-13, ktére moga nasila¢ reakcje aler-
giczna i produkcje IgE. Receptor FceRl jest tetramerem zbu-
dowanym z tancucha alfa, tancucha beta i dwoch pota-
czonych mostkami siarczkowymi tancuchéw gamma lub
trimerem zbudowanym z tancucha alfa i dwoch tancu-
chéw gamma. Wyeksponowany na powierzchni komorki
tancuch o odpowiada za interakcje z IgE, natomiast tan-
cuchy B iy warunkuja prawidtowos¢ i stabilnos¢ struktu-
ry receptora oraz zdolnos¢ przekazywania sygnatu do wne-
trza komérki [17]. Szacuje sie, ze tancuch beta 5-7-krot-
nie wzmacnia sygnat aktywacyjny, a wiec zmiany w ilosci
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lub budowie tego tancucha moga mie¢ znaczenie dla
wzmocnienia sygnatu przekazywanego przez receptor
FceRl do wnetrza komérki po zwigzaniu czgsteczek IgE
z alergenem [16].

Gen tancucha beta ma locus na chromosomie 11q13,
natomiast geny taficuchéw alfa i gamma maja swoj locus
na chromosomie 1g23 [12, 18]. Region kodujacy tancuch
beta receptora FceRl, o dtugosci 10 tys. par zasad, sktada
sie z 7 egzondw [19]. Do tej pory opisano pie¢ wariantow
polimorficznych genu, ktére moga wptywac na jego funk-
cje; zmiana sekwencji nukleotydowej w egzonie 6 w ko-
donie 181 powoduje zamiane izoleucyny na leucyne w tan-
cuchu polipeptydowym receptora (181 Ile/Leu), substytu-
cja nukleotydowa w kodonie 183 powoduje zamiane
waliny na leucyne (183 Val/Leu), a mutacja egzonu 7 w ko-
donie 237 powoduje zamiane kwasu glutaminowego
na glicyne (237 Glu/Gly) [20, 21]. W regionach niekoduja-
cych genu opisano polimorfizm identyfikowany przy uzy-
ciu enzymu restrykcyjnego [22-25].

Wykrycie ww. mutacji genu taficucha beta (FceRI-)
stato sie podstawa do przeprowadzenia badan nad zwigz-
kiem dziedziczenia okreslonego wariantu polimorficzne-
go genu z wystepowaniem atopii.

Cel pracy

Celem przeprowadzonych przez autoréw badan byta
ocena sposobu dziedziczenia i poréwnanie czestosci wy-
stepowania wariantéw polimorficznych kodonu 181 genu
tancucha beta receptora FceRI u 0séb chorych na atopo-
we zapalenie skory i zdrowych cztonkéw ich rodzin.

Materiat i metody

Badaniami objeto cztonkéw 43 rodzin dzieci z AZS.
tacznie zbadano 172 osoby w wieku od 2 do 39 lat. W ba-
danej grupie byto 91 0s6b chorych na atopowe zapalenie
skory i 81 0séb zdrowych. Od kazdego pacjenta pobrano
5 ml krwi obwodowej, z ktérej — za pomoca zestawu Blood
DNA Prep Plus firmy A&A Biotechnology — wyizolowano
genomowy DNA.

Polimorfizm kodonu 181 egzonu 6 genu FceRI-p bada-
no metoda allelospecyficznej taficuchowej reakcji polime-
razy (ARMS-PCR) opisanej w pracy Green i wsp. [26].
W wyniku amplifikacji DNA otrzymywano nastepujace
produkty: fragment DNA o dtugosci 159 par zasad odpo-
wiadajacy izoleucynie w pozycji 181, fragment DNA o dtu-
gosci 214 par zasad odpowiadajacy leucynie w pozycji 181
oraz produkt kontrolny o dtugosci 323 par zasad (ryc. 1.

Amplifikacje przeprowadzano w termocyklerze Uno-
-Thermoblock firmy Biometra w nastepujacych warunkach:
1 min/94°C, 2 min/60°C, 2 min/72°C (35 cykli), 10 min/72°C
(elongacja koncowa).

Produkty PCR rozdzielano na 2% zelu agarozowym
i barwiono bromkiem etydyny (Sigma-Aldrich Sp. z 0.0.).
Uzyskane wyniki analizowano i archiwizowano przy uzy-
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ciu programu komputerowego FOTOAnalyst firmy FOTO-
DYNE. Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej
z zastosowaniem testu y*.

Wyniki

Wsréd 91 0s6b chorych na AZS 64 (70,3%) osoby wy-
kazywaty genotyp heterozygotyczny (Ile/Leu), natomiast
27 (29,7%) 0s6b genotyp homozygotyczny (lle/Ile). W gru-
pie 0s6b bez objawoéw atopii 51 0séb (63%) byto hetero-
zygotami lle/Leu, a 30 (37%) 0s6b homozygotami Ile/lle.
W obu poréwnywanych grupach nie wykryto homozygot
Leu/Leu (ryc. 2.).

Czestosc allela z izoleucyna w pozycji 181 wynosita:
64,8% w grupie 0s6b chorych i 68,5% w grupie 0s6b bez
objawow AZS. Czestosc allela z leucyna wynosita nato-
miast odpowiednio: 35,3% i 31,5% (ryc. 3.).

Na podstawie przeprowadzonych badan nie stwier-
dzono statystycznie istotnych réznic w czestosci wyste-
powania okreslonych genotypow i alleli genu FceRI-B w po-
rownywanych grupach.

Przeprowadzona analiza dziedziczenia wariantu poli-
morficznego z leucyna w badanych rodzinach wykazata,
iz wystepuje on w 39 z 43 rodzin. Jedynie w 4 badanych
rodzinach nie wykryto tej mutacji. Stwierdzono takze, iz
atopowe zapalenie skory wystepowato 2-krotnie czesciej
wtedy, gdy chore dzieci dziedziczyty mutacje Leu po mat-
ce (9/39 rodzin), a nie po ojcu (4/39 rodzin). Réznica ta
nie nosi jednak cechy znamiennosci statystyczne;j.

Oméwienie wynikéw

Niniejsza praca jest pierwsza, w ktérej podjeto prébe
okreslenia czestosci wystepowania wariantéw polimor-
ficznych 181lle/Leu FceRIB w populacji polskiej. Dotych-
czas opisano w niej zwigzek polimorfizmu w intronie 2
genu FceRIP z atopig, nie stwierdzono natomiast zwigz-
ku miedzy atopig a polimorfizmem 237Glu/Gly FceRI [25].

Zaobserwowana przez autoréw wysoka czestos¢ wy-
stepowania mutacji Leu odbiega od podawanej przez wigk-
sz05¢€ badaczy w populacji 0s6b zdrowych i chorych na AZS.
Najbardziej zblizona jest do zanotowanej u pacjentéw
z astma w populacji kuwejckiej (72%) [27] oraz w rodzi-
nach z atopia w populacji japonskiej [22]. Shirakawa i wsp.
wykryli wariant polimorficzny 181 Ile/Leu w 10 z 60 (17%)
badanych rodzin, przy czym mutacja pojawiata sie zdecy-
dowanie czesciej u 0s6b z podwyzszonym poziomem IgE.
Czestosc wystepowania heterozygot lle/Leu w tych rodzi-
nach wynosita 50% i byta silnie sprzezona z atopia [22].

Fakt obecnosci wariantu polimorficznego 181 lle/Leu
w 39 z 43 analizowanych przez autoréw rodzin moze
wskazywac na sprzezenie tej mutacji z atopia.

Na podstawie przeprowadzonych badan autorzy nie
stwierdzili r6znic w czestosci wystepowania zaréwno okre-
Slonych genotypdw, jak i alleli genu FceRI w grupie oséb
chorych i w grupie 0séb zdrowych. Wynika to najprawdo-
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159 p.z. - lle
214 p.z. - Leu
323 p.z. — kontrola

Ryc. 1. Elektroforeza agarozowa produktéw ARMS-PCR: he-
terozygoty lle/Leu (159 par zasad — lle, 214 par zasad — Leu,
323 pary zasad — produkt kontrolny)
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Ryc. 2. Porbwnanie czestosci wystepowania genotypéw genu

FceRI-B u 0s6b chorych na AZS i 0séb zdrowych
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Ryc. 3. Poréwnanie czestosci wystepowania alleli genu
FceRI-B u 0séb chorych na AZS i 0s6b zdrowych
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podobniej z faktu, iz praca dotyczyta wytacznie oséb z AZS
oraz cztonkoéw ich rodzin. W zwigzku z tym planuje sie po-
szerzenie badan o analize polimorfizmu 181 lle/Leu w gru-
pie kontrolnej obejmujacej osoby zdrowe, bez wywiadu
rodzinnego wskazujacego na choroby atopowe.

Z przeprowadzonej analizy dziedziczenia wariantu po-
limorficznego 181 Ile/Leu receptora wynika, iz atopowe za-
palenie skory wystepowato 2-krotnie czesciej wtedy, gdy
chore dzieci dziedziczyty wariant Leu po matce (9/39 ro-
dzin), a nie po ojcu (4/39 rodzin). Wyniki te sa zgodne z do-
niesieniami innych autoréw i moga potwierdza¢ matczy-
ny wptyw odziedziczania wariantu Leu receptora na wy-
stapienie u dzieci AZS [11, 20, 28, 29].

Zjawisko przekazywania cech atopii z allelami matczy-
nymi mozna ttumaczy¢ molekularnym mechanizmem
pietnowania genomowego (ang. imprinting). Genomowe
pietno rodzicielskie polega na wytaczeniu poprzez mety-
lacje DNA ekspresji jednego z dwdch alleli danego genu.
Proces ten zachodzi juz na etapie rozwoju zarodkowego,
a jego efekt moze utrzymywac sie w komaérkach soma-
tycznych przez cate zycie organizmu. W przypadku AZS
mamy prawdopodobnie do czynienia z imprintingiem oj-
cowskim, a to znaczy, ze gen lub geny otrzymane od ojca
ulegaja inaktywacji i nie podlegaja ekspresji (w komor-
kach aktywne sa geny matczyne). Fakt, ze atopowe zapa-
lenie skory wystepuje czesciej u dzieci, ktérych matki ma-
ja objawy atopii, moze by¢ zwigzany takze z oddziatywa-
niem systemu immunologicznego matki na system
immunologiczny dziecka w czasie zycia ptodowego lub
tez w okresie karmienia piersia [11, 30].

Polimorfizm genu FceRIB w pozycji 181 oraz jego zwig-
zek z chorobami atopowymi stanowig przedmiot inten-
sywnie prowadzonych badan, jednak opublikowane do tej
pory prace dotyczgce tego zagadnienia daty niejedno-
znaczne wyniki, co moze by¢ spowodowane zbyt mata li-
czebnoscig badanych grup, jak rowniez réznicami miedzy-
populacyjnymi. W czesci prac stwierdzono wyrazny zwia-
zek pomiedzy dziedziczeniem wariantu 181 lle/Leu
receptora a zachorowalnoscig na atopie. Green i wsp. prze-
prowadzili analize czestosci wystepowania wariantu po-
limorficznego 181 Ile/Leu w grupie biatych i ciemnosko-
rych astmatykéw zamieszkujacych Afryke Potudniowa
oraz w odpowiadajacych im kolorem skéry grupach kon-
trolnych. Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze wa-
riant 181 Ile/Leu predysponuje do atopii tylko osoby z bia-
tej populacji [26]. Z pracy Hill i wsp. przeprowadzone;j
na populacji australijskiej oraz Li i Hopkina obejmujacej
60 rodzin brytyjskich réwniez wynika, Ze allel Leu w pozy-
cji 181, zwtaszcza odziedziczony po matce, stanowi czyn-
nik ryzyka wystapienia choroby atopowej [29, 28].

Trzeba zaznaczyc¢, ze w niektorych populacjach (m.in.
dunskiej, wtoskiej, austriackiej) nie wykryto wariantu po-
limorficznego 181 Ile/Leu [31-37].

Funkcjonalna rola polimorfizmu genu FceRI-B nie zo-
stata poznana. Sugeruje sie, ze zmiana aminokwaséw
w pozycji 181 u alergikow sprzyja tatwiejszej aktywacji ko-
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morek tucznych oraz bazofilow i wydzielaniu przez nie
mediatorow, m.in. IL-4 [20].

Niejednoznaczne wyniki prac dotyczacych zwiazku ge-
nu FceRI-B z chorobami atopowymi wskazuja na to, ze by¢
moze w dziedziczeniu sktonnosci do atopii odgrywa role
wiecej niz jeden gen znajdujacy sie w regionie 11q13.

Podsumowujac, przeprowadzone przez autoréw ba-
dania wykazaty wysoka czestosc¢ allela Leu 181 w rodzi-
nach dzieci z AZS, co sugeruje, ze ten wariant polimorficz-
ny moze by¢ zwigzany z chorobg, zwtaszcza gdy jest prze-
kazywany przez matke. W celu potwierdzenia tej hipotezy
autorzy planuja przeprowadzenie poszerzonych badan
z udziatem grupy oséb zdrowych, bez wywiadu rodzinne-
go wskazujacego na choroby atopowe.
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