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Streszczenie

Wstep: Cytochrom P450 jest rodzing enzyméw katalizujgcych metabolizm endogennych i egzogennych substratéw,
m.in. kwaséw ttuszczowych, steroli, steroidéw ptciowych, glikokortykosteroidéw, witaminy D, leukotrienéw,
prostaglandyn oraz metabolitéw witaminy A. W obrebie genu cytochromu P-450 1A1 opisano wystepowanie dwéch
mutacji punktowych wzmacniajacych jego aktywnos$¢ enzymatyczna: m1 (substytucja T->C w pozycji 6235) oraz m2
(substytucja A—G w pozycji 4889). Warunkuje to ostabienie biologicznego dziatania naturalnych retinoidéw poprzez
ich szybki metabolizm do nieaktywnych zwigzkéw, wptywajac tym samym na jeden z kluczowych elementow
w patogenezie tradziku pospolitego.

Cel pracy: Celem pracy jest okreslenie zwiazku wystepowania mutacji m1 i m2 genu cytochromu P-450 1Al
z wystepowaniem tradziku pospolitego i ciezkoscig przebiegu dermatozy.

Materiat i metody: Przebadano 80 0séb po 20. roku zycia — 40 chorych z objawami lub wywiadem w kierunku tradziku
pospolitego oraz 40 oséb bez objawdw i z negatywnym wywiadem w kierunku dermatozy, stanowigcych grupe
kontrolng. U kazdego chorego okreslono nasilenie zmian tradzikowych, stosujac skale zaproponowang przez Cunliffe’a
i Burke’a. Do oznaczenia polimorfizmu m1 wykorzystano reakcje cyklicznej polimerazy potaczona z analiza polimorfizmu
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP-PCR). W celu oznaczenia polimorfizmu m2 postuzono sie metoda
allelospecyficznej reakcji cyklicznej polimerazy (ARMS-PCR).

Wyniki: Mutacje m1 wykazano u 8 (20%), natomiast m2 u 6 (15%) badanych. Obie mutacje jednoczesnie
zaobserwowano u 6 chorych, co stanowito 75% wszystkich chorych z mutacjami. W grupie kontrolnej mutacje m1
stwierdzono u 4 (10%), natomiast m2 u 3 0s6b (7,5%). Tylko jedna osoba z grupy kontrolnej (2,5%) byta nosicielem
obu mutacji. Pozytywnej korelacji miedzy wystepowaniem mutacji a nasileniem zmian tradzikowych nie wykazano.
Whioski: Dwukrotnie czestsze wystepowanie mutacji m1i m2 genu CYP1A1 u 0s6b z tradzikiem pospolitym oraz
znamiennie czestsze wspotwystepowanie obu mutacji moze swiadczy¢ o znaczeniu polimorfizmu genu CYP1A1
w etiopatogenezie tradziku pospolitego. Konieczne jest natomiast kontynuowanie badan na wiekszej liczbie oséb.

Stowa kluczowe: tradzik pospolity, retinoidy, cytochrom P-450, polimorfizm.

Abstract

Introduction: Cytochrome P-450 (CYP1A1) belongs to the superfamily of catabolic enzymes metabolizing endo- and
exogenous substrates such as: lipid acids, sterols, sexual steroids, glucocorticosteroids, vitamin D, leukotriens and
metabolites of vitamin A. There are two known mutations described in CYP1AL intensifying its activity: m1 — thymine
to cytosine transition (T—C) at position 6235, and m2 — adenine to guanine transition (A—>G) at position 4889. M1
and m2 mutation lead to rising CYP1A1 activity. This mutation leads to diminution of biological action of natural
retinoids by their fast conversion to inactive metabolites. The retinoid deficiency disturbs sebaceous gland activity,
which plays one of the most important roles in aetiopathogenesis of acne.
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Aim: To determine the connection between m1 and m2 CYP1A1l gene mutations and the occurrence and severity of
acne vulgaris.

Material and methods: Forty (40) patients with acne vulgaris symptoms or anamnesis and 40 healthy volunteers
without acne in anamnesis (older than 20 years old in both groups) were clinically evaluated according to Cunliffe
and Burke’s scale. CYP1A1 polymorphism was analyzed by polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment
length polymorphism (RFLP) in case of m1 mutation and allele-specific PCR in case of m2 mutation.

Results: The T to C transition (m1) was observed in 20% of patients (8/40), the A to G transition (m2) in 15% of
patients (6/40). Both mutations were detected in 6 patients (75%) of patients with any mutation. There was no
positive correlation between incidence of mutation and severity of acne. The m1 mutation was detected in 10% of
healthy volunteers (4/40), m2 —in 7.5% (3/40). Only one person carries both mutations.

Conclusions: Two times higher incidence of CYP1A1 m1 and m2 mutations and frequently higher coexistence of both
mutations in the group of patients with acne seems to indicate significant role of CYP1Al polymorphism in
aetiopathogenesis of that skin disorder. Further investigations are required to yield more information on this field.
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Wstep

Tradzik pospolity (acne vulgaris) to jedna z najczest-
szych chorob skory. Etiopatogeneza tej dermatozy jest zto-
zona, wieloczynnikowa i nie w petni poznana. Kluczowa
role przypisuje sie zaburzeniom hormonalnym powodu-
jacym przerost gruczotdw tojowych, nieprawidtowemu ro-
gowaceniu mieszkowemu oraz obecnosci Propionibacte-
rium acnes [1]. Udziat czynnikéw genetycznych w rozwo-
ju tej choroby postulowany jest od dawna, co poparte
zostato badaniami genealogicznymi oraz badaniami bliz-
niagt [2-5]. Nadal jednak bardzo niewiele wiadomo o ge-
nach zaangazowanych w rozwéj tradziku pospolitego. W li-
teraturze Swiatowej istnieja pojedyncze doniesienia wska-
zujace na korelacje choroby z kilkoma loci genowymi [6].

Cytochrom P-450 (CYP) jest rodzing enzymdw maja-
cych aktywnos¢ monooksygenazy. Katalizujg one meta-
bolizm substratéw endogennych i egzogennych, m.in.
kwasow ttuszczowych, glikokortykosteroidow, steroli, ste-
roidéw ptciowych, leukotrienéw, prostaglandyn, witami-
ny D oraz witaminy A (retinolu) i jej pochodnych. Enzymy
te odgrywaja réwniez kluczowa role w metabolizmie kse-
nobiotykéw zaréwno w watrobie, jak i skérze. CYP zloka-
lizowany w retikulum endoplazmatycznym komérek nie-
mal wszystkich tkanek najwieksza aktywnosé wykazuje
w watrobie i rdzeniu nadnerczy. CYP1AL jest jednym z naj-
bardziej konserwatywnych filogenetycznie enzyméw CYP,
a takze jednym z nielicznych enzyméw cytochromu, kto-
rych aktywnos¢ wykazano w keratynocytach [7].

Dotychczas zidentyfikowano kilkadziesiat genéw cy-
tochromu P-450. U cztowieka gen cytochromu P-450 1A1
(CYP1A1) zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromo-
somu 15 (15q22-g24) i tworzy go 7 egzonéw oraz 6 intro-
noéw; rejon ten sktada sie z 5810 par zasad (p.z.) [8]. Poli-
morfizm genu cytochromu P-450 1A1 u pacjentéw z tra-
dzikiem jest niezwykle interesujacy z uwagi na kluczowy
udziat CYP1A1 w metabolizmie retinoidéw, ktére zaanga-
zowane sg w regulacje funkcjonowania gruczotéw tojo-
wych. Kwas retinowy poprzez wigzanie sie z receptorami
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jadrowymi RAR i RXR wptywa na transkrypcje DNA sebo-
cytéw, hamujac ich proliferacje, a wewnatrzkomérkowo
zmniejszajac produkcje lipidow poprzez inhibicje enzy-
mow lipooksygenazy, prowadzac tym samym do obnize-
nia produkgji toju [1]. Rola CYP1AT w metabolizmie retino-
idow polega na katalizacji reakcji hydroksylacji kwasu
transretinowego, naturalnego aktywnego metabolitu re-
tinolu, do nieczynnego kwasu 4-hydroksyretinowego, kwa-
su 4-oksoretinowego i innych polarnych zwigzkéw [9]. Na-
turalne pochodne izoenzymu sg morfogenetyczne dla gru-
czotdw tojowych [7]. Li i wsp. wykazali, ze ekspresja CYP1AL
znamiennie spada w przypadku aplikacji retinoidow
na skore [10]. Dotychczas opisano kilka mutacji genu
CYP1AL Najczesciej badanymi sg — m1 (polegajaca na sub-
stytucji T->C w pozycji 6235 w miejscu sasiadujacym z eg-
zonem 7 genu CYP1A1) oraz m2 (polegajaca na substytu-
ji A->G w egzonie 7 w pozycji 4889 genu CYPIAI).

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie zwigzku wystepowania
mutacji m1i m2 genu cytochromu P-450 1A1 z wystepo-
waniem tradziku pospolitego oraz ciezkoscig przebiegu
dermatozy.

Materiat i metody

Badaniem objeto 80 0séb po 20. roku zycia — 40 cho-
rych z objawami lub wywiadem w kierunku tradziku po-
spolitego oraz 40 0sob bez objawoéw i z negatywnym wy-
wiadem w kierunku dermatozy, stanowigcych grupe kon-
trolng. U kazdego chorego okreslono nasilenie zmian
tradzikowych, stosujgc 6-stopniowg ilosciowo-jakosciowa
skale zaproponowang przez Burke’a i Cunliffe’a [11] (tab. 1.

Od kazdej badanej osoby pobierano 5 ml krwi obwo-
dowej, z ktérej przy uzyciu zestawu Blood Mini firmy
A&A Biotechnology izolowano genomowy DNA.

Do oznaczenia polimorfizmu m1 wykorzystano reak-
cje cyklicznej polimerazy potaczonga z analiza polimorfi-
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zmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP-PCR)
w warunkach opisanych przez Paraskevaidisa i wsp. [12].
Mutacja m1 prowadzi do powstania sekwencji nukleoty-
dowej rozpoznawanej przez enzym restrykcyjny Msp 1.
W przypadku substytucji T— C w pozycji 6235 uzyskiwa-
no produkty trawienia o dtugosci 206 i 129 par zasad, na-
tomiast w przypadku braku mutacji — produkt o dtugo-
$ci 335 par zasad (ryc. 1).

W celu oznaczenia polimorfizmu m2 postuzono sie
metoda allelospecyficznej reakcji cyklicznej polimerazy
(ARMS-PCR) (ryc. 2.) [12].

Wyniki poddane zostaty analizie statystycznej z za-
stosowaniem testu y’.

Wyniki

Mutacje ml w grupie 0séb chorych wykazano
u 8 (20%), natomiast m2 u 6 (15%) badanych. Obie muta-
cje jednoczesnie zaobserwowano u 6 chorych, co stano-
wito 75% wszystkich chorych z mutacjami. W grupie kon-
trolnej mutacje m1 stwierdzono u 4 (10%), natomiast m2
u 3 0sob (7,5%). Tylko jedna osoba z grupy kontrolnej
(2,5%) byta nosicielem obu mutagji (tab. 2.). Korelacji mie-
dzy wystepowaniem mutacji a nasileniem zmian tradzi-
kowych nie wykazano.

Dyskusja

Wptyw czynnikéw genetycznych na wystepowanie
i przebieg tradziku pospolitego sugerowany jest od daw-
na. Goulden i wsp. wykazali, ze 50% pacjentéw z tradzi-
kiem wieku dorostego (postadolescent acne) ma w ro-
dzinie co najmniej jednego krewnego | stopnia z obja-
wami choroby [2]. PéZniejsze badania, obejmujace 204
osoby z tradzikiem, 144 osoby zdrowe oraz ich krew-
nych | stopnia (odpowiednio 1203 i 856 0sdb), potwier-
dzity dziedziczny charakter dermatozy. Tradzik wystepo-
wat 4 razy czesciej u krewnych oséb chorych niz u krew-
nych oséb zdrowych [3]. Obserwacje kliniczne wykazuja,
ze dziedziczona jest szczegélnie sktonnos¢ do ciezszych
postaci tradziku [6].

Udziat CYP w metabolizmie kancerogendw, takich jak
policykliczne aromatyczne weglowodory i zwigzki nitrowe
oraz arylaminy, jest powodem poszukiwania zwiazku poli-
morfizmu genu CYP1A1 z nowotworami. Asocjacje takg wy-
kazano w przypadku raka ptuc, przetyku, okreznicy oraz
gruczotu krokowego [13-15]. Publikacje dotyczace polimor-
fizmu gendw CYP w chorobach skéry sa nieliczne. W litera-
turze Swiatowej dostepna jest jedynie jedna pozycja z 1998
r., poswiecona polimorfizmowi genu CYP1AL w tradziku po-
spolitym [12]. Paraskevaidis i wsp. [12] badali czestos¢ wy-
stepowania mutacji m1im2 w populacji chorych na tradzik.
Przeanalizowali 96 chorych i 408 0s6b stanowigcych gru-
pe kontrolna. Wykazali statystycznie czestsze wystepowa-
nie mutacji m1 w grupie chorych (8,33% w grupie cho-
rych, 6,99% w grupie kontrolnej). W przypadku mutacji m2
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Tabela 1. Szesciostopniowa ilosciowo-jakosciowa skala oceny
stanu klinicznego pacjentéw z tradzikiem zaproponowana
przez Burke’a i Cunliffe’a [11]

Stopiefi Obraz kliniczny

| zaskérniki, do 30 grudek na jednej stronie ocenianej okolicy

Il zaskérniki, grudki, do 3 cyst na jednej stronie ocenianej
okolicy

Il zaskorniki, grudki, od 3 do 10 cyst na jednej stronie ocenianej
okolicy

IV acne phlegmonosa i acne conglobata

V acne phlegmonosa i acne conglobata z cechami rozpadu

VI tradzik z objawami ogélnymi

129 p.z.
206 p.z.
335pz.

Ryc. 1. Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentéw restryk-
cyjnych po trawieniu enzymem Msp |; WM — wzorzec ma-
sowy, ¥ — heterozygoty wtl/m1, na pozostatych éciezkach
- homozygoty wtl/wtl (brak mutacji)

WM wt2/m2  wit2/wt2 wt2/wt2 wt2/wt2 wt2/wt2 wt2/wt2 wt2/wt2 wit2/wt2 wt2/m2

Ryc. 2. Elektroforeza agarozowa produktéw ARMS-PCR dla
substytucji A>G w pozycji 4889 genu CYP1AL; WM — wzo-
rzec masowy, wt2/wt2 — homozygoty niezmutowane,
wt2/m2 — heterozygoty

Tabela 2. Czestos¢ wystepowania poszczeg6lnych
genotypéw CYP1A1 w badanych grupach (wtl, wt2 — ang.
wild type, typ dziki, niezmutowany; m1, m2 — mutacja 1,
mutacja 2)

wtl/wtl  wtl/ml  wt2/wt2 wt2/m2
chorzy 32 (80%) 8 (20%) 34 (85%) 6 (15%)
z tradzikiem
grupa 36 (90%) 4 (10%) 37 (92,5%) 3 (7,5%)
kontrolna

zwigzku takiego nie stwierdzono (3,13% w grupie cho-
rych; 3,06% w grupie kontrolnej). W opracowanym przez
autoréw niniejszej pracy materiale mutacje m1 wykazano
u 20% chorych, a m2 u 15%, 2-krotnie czesciej niz w grupie
kontrolnej (odpowiednio 10 i 7,5%). Statystycznie istotna
réznice stwierdzono w przypadku czestosci wystepowania
obu mutacji jednoczesnie (15% w grupie chorych; 2,5%
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w grupie kontrolnej). Przedstawione przez autorow wstep-
ne wyniki badan sugeruja zwiazek polimorfizmu genu
CYP1A1 z wystepowaniem tradziku pospolitego.

Wedtug Petersena i wsp. oraz Kawajiri i wsp. [16, 17]
mutacje m1i m2 moga prowadzi¢ do zwiekszonej aktyw-
nosci enzymatycznej CYPIAL Mutacja m1 jest najprawdo-
podobniej markerem zmian w miejscu regulatorowym ge-
nu, zwiekszajac jego ekspresje, natomiast m2 warunkuje
wzrost aktywnosci enzymu. Wzrost aktywnosci CYP1A1L
moze ostabiac biologiczne dziatanie naturalnych retino-
idow poprzez ich szybki metabolizm do nieaktywnych
zwigzkdw, co indukuje nieprawidtowe réznicowanie sebo-
cytéw i hiperkeratynizacje kanatéw wyprowadzajacych gru-
czotéw tojowych. Procesy te wigza sie scisle z patogeneza
tradziku. Obecnosé mutacji moze mie¢ takze wptyw na od-
powiedZ pacjentéw z tradzikiem na leczenie retinoi-
dami. By¢ moze mutacje przyczyniaja sie do swoistej opor-
nosci na leczenie doustng izotretinoing, obserwowang
w niektorych przypadkach, oraz do réznej odpowiedzi
na miejscowo stosowane retinoidy. Problem ten wymaga
dalszych badan uwzgledniajacych pacjentéw z postacia-
mi tradziku niepoddajacego sie wspomnianemu leczeniu.
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