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STRESZCZENIE

Atopowe zapalenie skory (AZS) jest jedng z najczestszych dermatoz. Na AZS cierpi
okoto jedna piagta catej ludzkosci, ale czgsto$¢ wystepowania tej choroby jest odmienna
W roznych rejonach $wiata. Patogeneza tej jednostki chorobowej nadal pozostaje niejasna,
chociaz wyniki ostatnich badan podkreslajg znaczenie predyspozycji genetycznych w rozwoju
AZS. Wzrost liczby zachorowan na atopowe zapalenie skory w krajach rozwinigtych, ktory
zbiegl si¢ ze wzrostem uprzemystowienia, sugeruje udziat czynnikow $rodowiskowych
W rozwoju AZS. Pomimo do$¢ dokladnie poznanych mechanizméw immunologicznych AZS,
rola komorek NK w rozwoju tej choroby jest stabo poznana. Najwazniejszymi receptorami
hamujacymi lub pobudzajacymi aktywnos$¢ tych komorek sa czasteczki KIR, ktorych
ligandami sg czasteczki HLA klasy 1. Czasteczki KIR wystepuja tez na powierzchni
niektorych limfocytow T, regulujac ich dziatanie. Obecno$¢ czasteczek HLA klasy 1
na powierzchni komorki i skuteczna prezentacja antygenéw w postaci peptydéw zwigzanych
przez HLA klasy 1 zalezy od dziatania biatek wchodzacych w sklad tzw. maszynerii
prezentacji antygenu (APM). Polimorfizm genow APM: LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1
i ERAP2 wptywa na aktywno$¢ kodowanych przez nie czasteczek i w ten sposOb moze
wplywac na skuteczno$¢ prezentacji antygenow.

Celem mojej pracy byto zbadanie zwigzku genow KIR 1 ich ligandow HLA
oraz polimorficznych wariantow genéow wchodzacych w sktad APM z podatnoscig
na atopowe zapalenie skory 1 przebiegiem klinicznym tej choroby.

Geny receptorow KIR sg glownym czynnikiem wptywajacym na zmiennos$¢ fenotypu
i funkcje komorek NK. Analiza zwigzku aktywujacych i1 hamujacych receptorow KIR
i ich ligandow z ryzykiem zachorowania na AZS wykazata ochronne dziatanie tylko dla genu
KIR2DS1. W przypadku pozostatych genéw KIR oraz epitopow HLA-C (C1 i C2) i epitopow
HLA-B Bw4 i HLA-A Bw4 bedacych ligandami receptorow KIR nie wykazano zwigzku
z AZS. Ponadto zaobserwowano, ze ochronny efekt genu KIR2DS1 w AZS nie zalezy
od obecnosci czy tez braku epitopu C2, ktory jest ligandem dla produktu tego genu.
Wiegkszo$¢ znanych ligandéow dla receptorow KIR, to czasteczki HLA-C. Analiza
ich polimorfizméw wykazala, ze osoby nieposiadajace allelu HLA-C*05 maja ponad
dwukrotnie wigksze ryzyko zachorowania na AZS niz osoby posiadajace ten allel.

Repertuar peptydow wigzanych przez dang czasteczke HLA klasy I zalezy nie tylko
od preferencji wigzania peptydow przez dang czasteczke, ale takze od aktywnoSci APM.
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Przeanalizowano trzynascie polimorfizméw wybranych genéw kodujacych biatka maszynerii
prezentujacej antygen: LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1, ERAP2. Wykazano, ze sposrod
badanych polimorfizméw tylko rs26618 w genie ERAP1 byl zwigzany z ryzykiem
zachorowania na AZS. Osoby bedace nosicielami allelu C (C/C i C/T) w poréwnaniu
z homozygotami T/T mialy wyzsze ryzyko zachorowania na atopowe zapalenie skory.
Dodatkowo wykazano, ze w grupie osob nieposiadajacych genu KIR2DS1, heterozygoty C/T
miaty 1,5 razy wigksze ryzyko zachorowania niz osoby posiadajgce genotyp homozygotyczny
T/T. Natomiast u 0sob z genotypem homozygotycznym C/C ryzyko zachorowania byto ponad
2-krotnie wyzsze. Zwigzek polimorfizmu rs26618 z ryzykiem zachorowania na AZS
i dodatkowo z ujemnym wynikiem dla KIR2DS1 wykazany w badanej populacji jest trudny
do wyjasnienia, poniewaz funkcjonalne znaczenie tego polimorfizmu nie bylo dotad opisane,
mimo iz powoduje zamian¢ izoleucyny na metioning w pozycji 276 biatka ERAP1. W celu
zbadania wplywu rs26618 na biologiczng aktywno$¢ aminopeptydazy ERAP1 przetestowano
aktywno$¢ enzymatyczng dwoch wariantow aminopeptydazy réznigcych si¢ tylko w pozycji
276 (lle lub Met) wobec prekursora epitopu HLA-C*05:01. Oba warianty ERAP1 byly
w stanie skutecznie wygenerowa¢ epitop IVDRPVTLV =z prekursorowego peptydu
LIVDRPVTLV. Jednak allotyp z izoleucyng w pozycji 276 byt w stanie wygenerowac ten
epitop okoto 50% szybciej. Oba warianty byty mniej skuteczne w przycinaniu dojrzatego
epitopu do mniejszych peptydow. Kinetyka ich byta 100-krotnie wolniejsza w poréwnaniu
do generowania epitopu, ale z bardzo podobna wydajnoscia przycinania dla obu wariantow.
Dla wszystkich pozostatych badanych wariantow polimorficznych genow kodujacych biatka
wchodzace w sklad AMP nie wykazano zwigzku z podatnoscig na AZS. Natomiast analiza
wplywu polimorfizmu rs2248374 ERAP2, dla ktérego wykazano zwigzek z ekspresja biatka
ERAP2 na polimorfizm rs26618 ERAP1 zwigzany z ryzykiem zachorowania na AZS,
wykazata synergistyczny efekt jedynie dla genotypu ERAP2 rs2248374*A/A - ERAP1
rs26618*C/C. Osoby z tym genotypem mialy ponad trzykrotnie wieksze ryzyko
zachorowania na AZS niz osoby z pozostalymi genotypami.

Przeanalizowano réwniez zwigzek badanych genéw z wybranymi cechami
klinicznymi pacjentow. Zaobserwowano wplyw niektorych wariantow polimorficznych
w genach KIR, HLA, LMP2, TAP1, ERAP1 na wiek diagnozy, stopien zaawansowania
choroby mierzony wspotczynnikiem SCORAD oraz zwigzek z chorobami wspoétistniejgcymi

takimi jak astma czy alergiczny niezyt nosa.
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Wyniki uzyskane w ramach niniejszej pracy wskazuja na zwigzek badanych
wariantow genetycznych - z ryzykiem wystgpienia oraz przebiegiem atopowego zapalenia
skory. Badania ta majg charakter nowatorski i stanowig pierwsze doniesienie na temat udziatu
genow KIR i HLA-C oraz wariantow polimorficznych w regionie genow ERAP (1 i 2)
Zryzykiem wystapienia 1 przebiegiem AZS. Wyniki te nalezy jednak potwierdzi¢
na wigkszych grupach badanych, zarowno w populacji europejskiej jak i innych populacjach.
W zréznicowanych etnicznie populacjach pochodzacych z réznych regionéw geograficznych
moga bowiem istnie¢ dodatkowe czynniki sprzyjajace rozwojowi AZS. Omoéwione wyniki
stanowig rowniez pierwszy dowod na biologiczne znaczenie polimorfizmu rs26618*C>T
(lle276Met).
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SUMMARY

SUMMARY

Atopic dermatitis (AD) is one of the most common dermatoses. About one fifth
of the world's population suffer from AD, but the prevalence of the disease varies in different
parts of the world. The pathogenesis of this disease is still unclear, although recent studies
emphasize the importance of genetic predisposition in the development of AD. The increase
in the incidence rate of atopic dermatitis in developed countries, which coincided
with the increase in industrialization, suggests the involvement of environmental factors
in the development of atopic dermatitis. Despite the quite well-known immune mechanisms
of AD, the role of NK cells in the development of this disease is poorly understood. The most
important receptors that inhibit or stimulate the activity of these cells are KIR molecules,
the ligands of which are HLA class | molecules. KIR molecules are also present
on the surface of a subpopulation of T lymphocytes and regulate their activity. The presence
of HLA class | molecules on the cell surface and the effective presentation of antigens
in the form of HLA class | peptides depends on the activity of proteins belonging to antigen
presenting machinery (APM). The polymorphisms of APM genes: LMP2, LMP7, TAP1,
TAP2, ERAP1 and ERAP2 may have impact on the activity of their protein products an in this
way they may affect the effectiveness of antigen presentation.

The aim of my thesis was to investigate the association between KIR genes and their
HLA ligands and polymorphic variants of APM genes: LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1
and ERAP2 with susceptibility to atopic dermatitis and the clinical course of the disease.

KIR genes are the major factor influencing phenotype variability and NK cells
function. The analysis of the association between activatory and inhibitory KIR receptors
and their ligands with the risk of developing AD showed a protective effect only
for the KIR2DS1 gene. There was no difference in the frequency of HLA-C epitopes
(C1 and C2) and HLA-B Bw4 and HLA-A Bw4 epitopes between the examined groups.
Moreover, the association of the KIR2DS1 gene with lower risk of AD was independent
of the presence or absence of C2 epitope which is a ligand for the product of this gene. Most
of the known ligands for KIR receptors are HLA-C molecules. The analysis of their
polymorphisms showed that people who do not have the HLA-C*05 allele have more than two
times higher risk of developing AD than people who have this allele.

The repertoire of peptides bound by a given HLA class | molecule depends not only

on the peptide binding preferences of a given molecule but also on the APM activity.

11
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Thirteen polymorphisms of selected genes coding for proteins in the antigen presenting
machinery were analyzed: LMP2, LMP7, TAP1, TAP2, ERAP1, ERAP2. It has been shown
that among the studied polymorphisms, only rs26618 in the ERAP1 gene was associated
with the risk of developing AD. Individuals who were carriers of the C allele (C/C and C/T)
compared to T/T homozygotes had a higher risk of developing atopic dermatitis. In addition,
it has been shown that subjects without the KIR2DS1 gene and being the C/T heterozygotes
had 1.5 times higher risk of developing the disease than individuals possessing homozygous
T/T genotype. Moreover, individuals with the C/C homozygous genotype, had over 2 times
higher risk of developing the disease. The association of SNP rs26618 with the risk
of developing AD only in KIR2DS1-negative subject is difficult to explain, because
its biological function has not been described, although it encodes an isoleucin to methionin
change in position 276 of the ERAPL protein. In an effort to understand the functional
relevance of the ERAP1 aminopeptidase rs26618 (lle276Met) polymorphism, we tested
the activity of two variants of aminopeptidase (with 11e267 or Met267) against a N-terminally
extended precursor LIVDRPVTLYV of the HLA-C*05:01 epitope IVDRPVTLV. Both ERAP1
variants were able to efficiently generate the epitope, although the isoleucine allotype
at position 276 was able to generate this about 50% faster. Both variants were quite inefficient
in further trimming of the mature epitope to shorter peptides. Their Kinetics were up
to 100- fold slower compared to epitope generation, but with very similar performance rates
for both variants. No association between other tested polymorphic variants of genes encoding
proteins belonging to AMP and susceptibility to AD was demonstrated. On the other hand,
the analysis of the influence of the rs2248374 ERAP2 polymorphism which affects
the expression of the ERAP2 protein on the rs26618 ERAP1 polymorphism associated
with the risk of AD, showed a synergistic effect only for the rs2248374*A/A - ERAP1
rs26618*C/C genotype. Individuals with this genotype had over three times higher risk
of developing AD than those with the other genotypes.

The associations between the studied genes and selected clinical data of patients were
also analyzed. The influence of some polymorphic variants in the KIR, HLA, LMP2, TAP1,
ERAP1 genes on the age of diagnosis, the severity of the disease measured by the SCORAD
coefficient and the association with comorbidities such as asthma or allergic rhinitis
was observed.

The obtained results showed that genetic variants of genes investigated here may
be considered as potential risk factors of atopic dermatitis. The studies are innovative since
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SUMMARY

itis the first report on the contribution of the KIR and HLA-C genes and variants
of ERAP(1 and 2) genes to the risk of AD. However, these results should be confirmed
on larger European and other populations. In fact, in ethnically diverse populations
from different geographic regions, the additional factors favoring the development of AD
may exist. In addition, my result is the first evidence of biological function of rs26618*C>T

(lle276Met) polymorphism.
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WYKAZ SKROTOW

WYKAZ SKROTOW

APM (antigen-presenting machinery) - maszyneria prezentacji antygenu

AZS (atopic dermatitis) - atopowe zapalenie skory

BLS (bare lymphocyte syndrome) - zesp6t nagich limfocytow

B2M (2 microglobulin) - beta 2-mikroglobuliny

DDC (dermal dendritic cells) - skorne komorki dendrytyczne

EDC (epidermal diferentation complex) - kompleks réznicowania naskorka

ERAP1 i ERAP2 (endoplasmatic reticulum aminipeptidase 1 and 2) - aminopeptydazy
siateczki §rodplazmatycznej 112

FceR1 (high-affinity Immunoglobulin E receptor) - receptor o wysokim powinowactwie
do IgE

FLG (filaggrin) - filagryna

GWAS (genom-wide association study) - badania asocjacyjne calego genomu

HLA (human leukocyte antigen ) - antygeny gtownego uktadu zgodnosci tkankowej

HSC (hematopoetic stem cell) - krwiotworcze komorki macierzyste

IDEC (inflamatory dendritic epiderma cells) - zapalne komorki dendrytyczne naskorka

IRF (interferon regulatory factors ) - intenferonowy czynnik regulatorowy

ITIM (immunoreceptor tyrosine-based Inhibitory motif) - immunoreceptorowy motyw
hamujacy oparty o tyrozyne

ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activatory motif) - immunoreceptorowy motyw
aktywujacy oparty o tyrozyng

IL-6Ra (interleukin 6 receptor «) - podjednostka o receptora dla interleukiny 6

IL-1RII (type 2 interleukin 1 receptor receptor) - receptor typu 2 dla interleukiny 1

IL-1BR1 (interleukin-1 receptor typel) - podjednostka B dla receptora interleukiny 1

KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) - immunoglobulinopodobne receptory
naturalnych komorek cytotoksycznych

LILR (leukocyte immunoglobulin-like receptors) - immunoglobulinopodobne receptory

leukocytow
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LMP2 i LMP7 (low molecular protein 2 and 7) - biatka o malej masie czasteczkowej (21 7)
LRC (leukocyte receptor complex) - kompleks receptorow leukocytarnych

MHC (major histocompatibility comlpex) - gtowny uktad zgodnos$ci tkankowej

TNF-R1 (type 1 tumor necrosis factor receptor) - receptor typu 1 dla TNF

OR (odds ratio) - iloraz szans

PDC (plasmacytoid dendritic cells) - plazmocytoidalne komoérki dendrytyczne

PCR (polymerase chain reaction) - tancuchowa reakcja polimerazy

PCR-SSP (sequence-specific primers) - metoda PCR z wykorzystaniem specyficznych
sekwencji starteréw

PCR-SSO (sequence specific oligonucleotides) - metoda PCR z wykorzystaniem
specyficznych sond oligonukleotydowych

RR (relative risk) - ryzyko wzgledne

SCORAD (severity scoring of atopic dermatitis) - skala oceny stopnia zaawansowania AZS

SNP (single nucleotide polymorphism ) - polimorfizm pojedynczego nukleotydu

TAPL i TAP2 (transporter associated with antigen processing 1 and 2) - biatka transportowe

TAP (1i2)

gPCR (real time-PCR) - metoda tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Atopowe zapalenie skory, AZS (ang. atopic dermatitis, fac. Dermatitis atopica)
jest przewleklta i nawrotowg dermatoza zapalng. Charakteryzuje si¢ typowa lokalizacja
I morfologig zmian zapalnych skory oraz uporczywym $wigdem. Na atopowe zapalenie skory
cierpi okoto jedna piata calej ludzkosci, ale czgstos¢ wystepowania tej choroby jest odmienna
w réznych rejonach $wiata. W ciggu ostatnich trzech dekad zapadalno$¢ na AZS wzrosta
2- do 3- krotnie, szczegdlnie w krajach uprzemystowionych, jednakze ostatnio obserwuje
si¢ rowniez zwigkszong zachorowalno$¢ w krajach rozwijajacych sie. Pierwsze objawy
atopowego zapalenia skory pojawiaja si¢ zazwyczaj we wezesnym dziecinstwie i poprzedzaja
inne choroby o podlozu alergicznym, takie jak astma czy alergiczny niezyt nosa (Bieber i in.,
2010; Nutten 2015; Kapur i in., 2018). U podtoza atopowego zapalenia skory niewatpliwie
lezg liczne oddzialywania pomig¢dzy roéznymi genami, jak rowniez pomigdzy genami
a srodowiskiem. AZS jest choroba wieloczynnikowa o ztozonej patogenezie i etiologii,

ktora mimo intensywnych badan nie zostata do konca poznana.
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1.2. Epidemiologia i obraz kliniczny atopowego zapalenia skory

Atopowe zapalenie skory jest powszechnie wystgpujaca chorobg zapalng skory
0 przewlektym i nawrotowym charakterze, ktora dotyka gléwnie mate dzieci. Atopia jest
definiowana jako wrodzona sktonno$¢ do produkowania immunoglobulin klasy E (IgE)
W odpowiedzi na niewielkie ilosci bialek powszechnie wystepujacych w srodowisku takich
jak: pytki, roztocza kurzu domowego i alergeny pokarmowe (Thomsen 2014). Termin atopia
zostal wprowadzony w 1923 roku przez Coca i Cooke jako ogolny termin okreslajacy
choroby takie jak astma czy alergiczne zapalenie spojowek (Turner i in., 2006). W kolejnych
latach Sulzberg zaliczyt $wierzbigczke do chordb atopowych i od tego czasu choroba
ta nazywana jest atopowym zapaleniem skory (Polanska i in., 2008). AZS nalezy
do najczesciej wystepujacych chorob zapalnych skory na $wiecie, dotyczy okoto 10-20%
dzieci i 1-3% dorostych (Bieber i in., 2010; Avena-Woods i in., 2017). Na podstawie
przeprowadzonych badan ECAP (Epidemiologia Chorob Alergicznych w Polsce) szacuje sig,
ze W Polsce na AZS choruje 3-9% populacji (Samolinski i in., 2014; Raciborski i in., 2018;
Kowalska-Oledzka i in., 2019). U okoto 50% chorych z AZS pierwsze objawy choroby
pojawiaja si¢ w pierwszym roku zycia, natomiast U 85-95% wystapia do piatego roku. Prawie
u ponad 70% chorych, u ktorych choroba wystgpita w dziecinstwie obserwuje
si¢ spontaniczng remisj¢ przed okresem dojrzewania. U pozostatych chorych obserwuje
si¢ wystepowanie objawow do wieku dorostego lub po okresie bezobjawowym nastgpuje
nawrot choroby (Thomsen 2015; Kapur i in., 2018). Szacuje sie, ze 50-75% dzieci,
ktére we weczesnym dziecinstwie zachorowaly na atopowe zapalenie skory jest uczulonych
najeden lub wigcej alergenow takich jak: alergeny pokarmowe, roztocza kurzu domowego
i alergeny zwierzat domowych (Thomsen 2015). Rowniez ryzyko wystapienia innych chordb
atopowych glownie astmy i alergicznego niezytu nosa jest znacznie wyzsze u dzieCl
Z atopowym zapaleniem skory. Dzieci ze $rednim 1 cigzkim przebiegiem AZS maja 50%
szans na rozwoj astmy podczas gdy ryzyko wystapienia u nich alergicznego niezytu nosa
to az 75% (Thomsen 2015).

W przebiegu AZS wyrdznia si¢ trzy fazy biorac pod uwage wiek pacjenta
oraz lokalizacje i charakter zmian skornych: faza niemowleca (od urodzenia do 2 roku zycia),
faza dziecieca (0d 2 do 12 roku zycia) i faza mlodziencza i wieku doroslego (mtodziez
po 12 roku zycia i doro$li). Dla fazy niemowlgcej charakterystyczne sa zmiany zwykle

pojawiajace si¢ okoto 3 miesigca zycia. Maja charakter ostrego lub podostrego stanu
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zapalnego skory, zlokalizowane sa glownie na policzkach i owlosionej skorze glowy,
w cigzkich postaciach klinicznych moga wystgpowac na posladkach, wyprostnych czesciach
konczyn i tulowiu. Wystepuja w postaci grudkowo-pgcherzykowatych zmian o podiozu
rumieniowym, przeksztatcajg si¢ w nadzerki i strupy. W fazie dzieci¢cej atopowe zapalenie
skory ustepuje albo przechodzi w posta¢ przewlekla zajmujac zgiecia tokciowe, kolanowe,
nadgarstki, skore karku, grzbiety dloni i stop. Powstajagce wykwity maja charakter ognisk
rumieniowatych z drobnymi grudkami, nadzerkami, przeczosami, zmianom tym towarzyszy
lichenizacja i silny $wigd. Faza milodziencza i wieku dorostego charakteryzuje
si¢ symetrycznymi zmianami wystepujacymi na skorze twarzy, szyi, obreczy barkowej,
na grzbietach dtoni i stop. Skora w miejscach zmienionych chorobowo staje si¢ ciemniejsza
i grubsza (ulega lichenzacji) moga rowniez pojawi¢ si¢ nadzerki, przeczosy 1 wysick
surowiczy jako wynik nadkazen Staphylococus aureus, towarzyszy temu intensywny $wiad
(Turner i in., 2006; Kaminska i in., 2009; Kapur i in., 2018)

Duzym wyzwaniem w przesziosci bylo ustanowienie wiarygodnych kryteriow
klinicznych rozpoznawania atopowego zapalenia skory az do opublikowania w 1980 roku
przez Hanifina i Rajke najczgsciej stosowanych w ostatnich latach kryteriow diagnostycznych
AZS (Tabelal). Rozpoznanie atopowego zapalenia skory opiera si¢ na stwierdzeniu u chorego
trzech spos$rdd czterech gldéwnych objawow oraz trzech lub wigcej objawdéw dodatkowych

(Turner i in., 2006; Waszczykowska i in., 2004; Avena-Woods i in., 2017).
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Tabela 1. Kryteria rozpoznania atopowego zapalenia skory (wg. Hanifina i Rajki, 1983)

Kryteria duze (glowne) Kryteria male (dodatkowe)
uporczywy $wiad suchos¢ skory

typowa morfologia, lokalizacja zmian skérnych rybia tuska

przewlekto$¢ i nawrotowo$¢ rogowacenie przymieszkowe
osobniczy i/lub rodzinny wywiad dotyczacy zapalenie czerwieni wargowej
chorob atopowych bialy dermografizm

nawrotowe infekcje skory

zapalenie brodawek sutkowych
dodatkowy fatd na dolnej powiece
Dennie-Morgana

pogtebiony fatd szyjny

$wiad podczas pocenia

wcezesny poczatek

rumien na twarzy

nawrotowe zapalenie spojowek
za¢ma

stozek rogowki

podwyzszony poziom IgE
nietolerancja pokarmowa i/lub welny
wpltyw stresu i czynnikow srodowiskowych
na zaostrzenia

lupiez biaty

inne cechy
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1.3. Etiopatogeneza atopowego zapalenia skory

Patogeneza atopowego zapalenia skory jest ztozona ze wzgledu na istotng role
oddziatywan pomiedzy czynnikami §rodowiskowymi, czynnikami genetycznymi zwigzanymi
z dysfunkcjg bariery skornej oraz ze wzgledu na zaburzenia dotyczace odpowiedzi
immunologicznej zarbwno wrodzonej jaki i nabytej (Dokmeci i in., 2008; Novak i in., 2011,
Kimiin., 2016)

1.3.1. Rola czynnikow Srodowiskowych

Wzrost liczby zachorowan na atopowe zapalenie skory w krajach rozwinigtych,
ktory zbiegl si¢ ze wzrostem uprzemystowienia, sugeruje udziat czynnikéw srodowiskowych
w rozwoju AZS (Liang i in., 2016; Egawa i in., 2015). Roznice w wystgpowaniu AZS
zwigzane z industrializacja moga dotyczy¢ nie tylko réznych populacji ale nawet jednej nacji.
Przyktadem sa badania przeprowadzone po zjednoczeniu Niemiec, ktore wykazaly wzrost
liczby chorych na AZS we Wschodnich Niemczech z 16% w roku 1991 do 23,4% w roku
1997 (Bonamonte i in., 2019). Za udzialem czynnikow $rodowiskowych w etiopatogenezie
atopowego zapalenia skory przemawiaja rowniez znaczne rdéznice w wystepowaniu choroby
w réznych regionach geograficznych swiata (Egawa i in., 2015; Kaufman i in., 2018).
Badania przeprowadzone na prawie 2 milionach dzieci ze 100 krajow wykazaty, ze w grupie
wiekowej 6-7 lat czgstos¢ wystepowania AZS w Indiach wynosita 0,9%, a w Ekwadorze
22,5% (Nutten 2015).

Na wystepowanie 1 przebieg kliniczny atopowego zapalenia skory niewatpliwie
wpltyw ma wspotczesny styl zycia (tj. hipoteza higieny, zachodnia dieta) oraz wiele
czynnikow Srodowiskowych jak zanieczyszczenie powietrza, dym tytoniowy, (Kim i in.,
2016; Liang i in., 2016; Sabounchi i in., 2015) czy tez czynniki klimatyczne, emocjonalne
(stres), metaboliczne oraz infekcyjne (Bonamonte i in., 2019). Istnieje coraz wiecej dowodow
na to, ze czynniki $rodowiskowe powodujg zmiany epigenetyczne, ktore przyczyniajg
si¢ do patogenezy AZS (Kim i in., 2016). Reasumujac, W patogeneze atopowego zapalenia
skory zaangazowanych jest wiele czynnikéow srodowiskowych, ktéore powigzane s z
czynnikami genetycznymi oraz immunologicznymi w sie¢ wzajemnych zaleznosci
(Bonamonte i in., 2019).
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1.3.2. Czynniki genetyczne

Predyspozycje genetyczne zostaly uznane za wazny czynnik ryzyka wystapienia
chorob alergicznych juz na poczatku XX wieku. Pozniejsze, bardziej zaawansowane badania
epidemiologiczne dostarczyly dowodow potwierdzajacych genetyczne predyspozycje
do atopowego zapalenia skory (Turner i in., 2006). Badania epidemiologiczne wykazaty,
ze ryzyko wystapienia atopii u dziecka wynosi 50% gdy u obojga rodzicow wystepuje
atopia, w przypadku gdy jedno z rodzicéw choruje, ryzyko to wynosi 25% (Thomsen 2014).
Role czynnikow genetycznych w atopowym zapaleniu skory potwierdzaja obserwacje bliznigt
wykazujace znamiennie wyzsze ryzyko wystapienia choroby u bliznigt monozygotycznych
72-86% w porownaniu do bliznigt dwuzygotycznych 21-23% (Bieber i in., 2010; Portelli i in.,
2015; Thomsen 2014). Obserwacje te wskazuja na znaczny udziat komponenty genetycznej
W rozwoju atopowego zapalenia skory. Wspotczesne narzedzia, takie jak genomika, analiza
sprzgzen 1 badania powigzan, w znaczne] mierze przyczyniaja si¢ do zrozumienia
genetycznych podstaw AZS. Do niedawna w poszukiwaniach podtoza genetycznego brano
pod uwagg glownie geny zwigzane z uktadem immunologicznym, jednakze wyniki ostatnich
badan podkreslaja role genow zlokalizowanych na chromosomie 1g21. Region ten zawiera
kompleks roznicowania naskorka (ang. epidermal diferentation complex, EDC), gdzie
kodowane sg biatka odpowiedzialne za terminalne réznicowanie keratynocytow. Badania nad
rola genetycznie uwarunkowanych nieprawidtowosci bariery naskorkowej w patogenezie
atopowego zapalenia skory doprowadzily do odkrycia mutacji w genie filagryny.
Gen kodujacy filagryng (FLG) zlokalizowany jest na chromosomie 1 w kompleksie EDC,
zbudowany jest z 3 eksondéw, przy czym trzeci ekson koduje prawie cate biatko profilagryne.
Filagryna jest to bialko strukturalne wystgpujace w warstwie rogowej naskorka, ktdrego
funkcja jest spajanie wiokien keratyny w procesie terminalnego réznicowania keratynocytow.
Znanych jest 49 mutacji w genie FLG, a czgsto§¢ wystepowania tych mutacji
rézni si¢ znacznie migdzy odmiennymi grupami etnicznymi i populacjami (Liang i in., 2016).
Dwie najcze¢sciej wystepujace mutacje w populacji europejskiej (substytucja R501X i delecja
2282del4) zostaly po raz pierwszy opisane przez Palmera i wsp. w 2006 roku. Mutacja
R501X, to mutacja nonsensowna zmieniajgca kodon argininy w pozycji 501 na kodon stop.
Druga mutacja to delecja sekwencji 4 par zasad w pozycji 2282 powodujgca przesuniecie
ramki odczytu. Obie mutacje powoduja utrate funkcji genu poprzez zatrzymanie translacji

genu FLG, a tym samym rowniez zahamowanie syntezy biatka profilagryny w naskorku
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(Smith iin., 2006; Lesiak i in., 2010; Liang 2016). Silny zwigzek mutacji w genie FLG
z atopowym zapaleniem skoéry poczatkowo wykazano w populacji irlandzkiej oraz
W populacji szkockich dzieci chorych na AZS 1 astm¢. Badania te zostaly powtdrzone
wponad 30 niezaleznych badaniach. Przeprowadzone metaanalizy na kilku tysigcach
pacjentow potwierdzity zwigkszone ryzyko zachorowania na atopowe zapalenie skory wsrod
0osoOb zmutacja w genie FLG (OR= 3,12 do 4,78) (Liang i in., 2016). Badania
przeprowadzone na populacji polskiej przez Lesiak i wsp. wykazaly istotng statystycznie
roznicg w wystepowaniu mutacji 2282del4 w genie FLG u chorych na atopowe zapalenie
skory w poréwnaniu z kontrola, obecno$¢ mutacji 2282deld zwigksza prawie 6-krotnie
(OR=5,76) ryzyko zachorowania na AZS. W badaniach tych nie zaobserwowano jednak
istotnych roznic w grupie chorych w poréwnaniu z grupa kontrolng dla mutacji R501X
(Lesiak i in., 2010). Szacuje si¢, ze w krajach europejskich mutacje te wystepuja u 33-50%
0sOb z atopowym zapaleniem skory oraz U 4-10% osob zdrowych. AZS wystepuje u ok. 60%
heterozygot 1 90% homozygot bedacych nosicielami mutacji w genie FGL. Mutacje w genie
filagryny odgrywaja istotng rolg w patogenezie AZS, ale nalezy rdwniez zwrdci¢ uwage na
mutacje w innych genach (Nowicki i in., 2015; Kim i in., 2019). Wytypowanie nowych
genetycznych czynnikow ryzyka stato si¢ mozliwe dzigki wprowadzeniu badan asocjacyjnych
calego genomu GWAS. Badania GWAS (GWAS, ang. genom-wide association study)
stanowig najnowszy kierunek analiz genetycznych ostatnich trzech dekad, ktory wytonit nowe
podejscie do wyjasnienia genetycznych sktonnosci do choréb o podtozu wielogenowym,
do ktorych niewatpliwie nalezy atopowe zapalenie skory. Technika ta umozliwia jednoczesng
analize setek tysigcy polimorfizméw umiejscowionych w calym genomie zaréwno
w sekwencjach kodujgcych, regulatorowych jak 1 w obszarach migedzygenowych.
Polimorfizmy te sg jedynie markerami regionéw, w ktorych nalezy poszukiwaé wiasciwych
polimorfizméw funkcjonalnych, dlatego wyniki te wymagaja dodatkowych badan
umozliwiajagcych odkrycie wariantu zwigzanego z ryzykiem, a nastepnie potwierdzenia
na niezaleznych populacjach.

Stosujac analize catego genomu GWAS oraz analize¢ Immunochip, ktora koncentruje
si¢ wylacznie na regionach genomu znanych z powigzania z chorobg, przez co wychwytuje
wiecej zmiennosci genetycznej w tych regionach, zidentyfikowano 19 loci zwigzanych z
atopowym zapaleniem skory (Bin i in., 2016). Pierwsze badania GWAS dotyczace atopowego
zapalenia skory zostaty opublikowane w 2009 roku przez Esparza-Gordillo i wsp. Badania te

potwierdzity zwigzek genu FLG z podatno$cig na AZS oraz pozwolity na zidentyfikowanie

22



WSTEP

genu C11orf30 zlokalizowanego na chromosomie 11ql13 kodujacego biatko istotne dla
prawidlowego funkcjonowania bariery nabtonkowej (Esparza-Gordillo i in., 2009; Bin i in.,
2016; Liang i in., 2016; Portelli i in., 2015). W 2011 roku przeprowadzono analiz¢ GWAS dla
chinskiej populacji Han, w ktorej potwierdzono zwigzek regionu FLG, jak roéwniez wykazano
zwigzek dwoch nowych loci 5g22.1 1 20q13.33 z podatnosciag na AZS. Z regionem 5¢22.1
zwigzany jest gen TMEM232 oraz TLSP, natomiast region 20q13.33 zawiera gen kodujacy
przedstawiciela nadrodziny receptora czynnika wzrostu nowotworu B6 -TNFRSF6B (Bin i in.,
2016; Liang i in., 2016). W tym samym roku Paternoster i wsp. wykonali meta-analize
wynikow uzyskanych z GWAS w populacji europejskiej, ktora pozwolita na identyfikacje
trzech kolejnych loci zwigzanych z ryzykiem zachorowania na AZS: 5¢31.1, 11q13.1 oraz
19p13.2 (Paternoster i in., 2011). W locus 5q31.1 zlokalizowane sa geny cytokin IL-4 i I1L-13
zwigzane z odpowiedzig limfocytoéw Th2. W 2012 roku Hirota i wsp. przeprowadzili badanie
przeszukiwania genomu dla AZS w populacji japonskiej, ktére pozwolito na zidentyfikowanie
o$miu nowych regiondéw: 2q12, 3p21.33, 3q13.2, 6p21.3, 7p22, 10q.21.2, 11p15.4 i 20q13,
w tym regionu 2912 zawierajacego geny dla receptoréw dla cytokin z rodziny interleukiny 1,
ktore odgrywaja istotng role w odpowiedzi wrodzonej oraz regionu na chromosomie 6p21.3
z kompleksem zgodnosci tkankowej (MHC). Ellinghaus i wsp. w analizie Immunochip
ujawnili kolejne cztery loci podatnosci na AZS: 4q27, 11pl3, 16p13.13 oraz 17q21.32.
W regionach tych zlokalizowane sg geny dla IL-2 i IL-21, geny dla czynnika 6 zwigzanego
z TNF oraz geny RAG1 i RAG2, SOCS1 i NGFR (Bin i in., 2016; Liang i in., 2016). W 2015
roku Schaarschmidt i wsp. opublikowali wyniki analizy GWAS, w ktorych zweryfikowali 19
regiondOw wczesniej wytypowanych jako obszary zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem
zachorowania oraz zidentyfikowali dwa nowe regiony 2924.3 i 9p21.3 (Schaarschmidt i in.,
2015). W tym samym roku badanie GWAS przeprowadzone przez Paternoster i wsp.
potwierdzito 16 loci zwigzanych z podatnoscia na AZS zidentyfikowanych w poprzednich
badaniach oraz pozwolito wytypowac 11 nowych loci obejmujacych geny (PPP2R3C, IL-7R,
STAT3 i ZBTB10) kodujace biatka regulujace funkcje limfocytow T i wrodzong odpowiedz
immunologiczng (Paternoster i in., 2015). Geny kandydaci zidentyfikowani z wykorzystaniem
badan przeszukiwania genomu sugeruja udzial wielu genéw w patogenezie atopowego
zapalenia skory, miedzy innymi gendéw zwigzanych z funkcjg bariery skornej, wrodzong
i nabyta odpowiedzig immunologiczng, cytokinami, limfocytami T regulatorowymi,
metabolizmem witaminy D i czynnikiem wzrostu nerwow (Bin i in., 2016). Podsumowanie

badan przeszukiwania genomu w atopowym zapaleniu skory przedstawiono w tabeli nr.2
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Tabela 2. Podsumowanie badan przeszukiwania genomu w atopowym zapaleniu skory.

Referencje Grupa badana Grupa potwierdzajaca  Populacja Chromosom Geny
Esparza-Gordillo i wsp. 939 chorych, 1363 chorych Europejczycy/ 11g13.5 C11orf30
Nat Genet. 2009 May; 41(5):596— 957 kontroli i 2739 kontroli Niemcy 1921.3 LRRC32
601 i 270 rodzin z Niemiec; FLG
1274 AZS 11218
Europejczykow
Sun i wsp. 1012 chorych 3624 chorych 12197 Chinczycy 5¢22.1 TMEM232
Nat Genet. 2011 Jun;43(7):690-4 i 1362 kontroli kontroli z chifskiej 20013.33 SLC25A46
populacji Han; 1806 TNFRSF6B
chorych i 3256 ZGPAT
kontroli z Niemiec
Paternoster i wsp. 5606 chorych 5419 chorych Europejczycy 11g13.1a OvOL1
Nat Genet. 2011 Dec; 44(2):187— i 20565 kontroli z 16 i 19833 kontroli z 14 19p13.2a ACTL9/ADAMTS10
92 populacji europejskich  osrodkow 5931la KIF3A
IL-13-RAD50
Hirota i wsp. 1472 chorych 1856 chorych Japonczycy 2q12.1ab LIRL1-1L18R1-IL-
Nat Genet. 2012 Nov; i 7971 kontroli i 7021 kontroli 6p21.32ab 18RAP
44(11):1222-6 11p15.4a region MHC
3p21.33 OR10A3/NLRP10
3913.2ab GLB1
7p22.2b CCDC80
10g21.2ab CARD11
20913.2 ZNF365
CYP24A1-PFDN4
Ellinghaus i wsp. 2425 chorych 7196 chorych Niemcy, 29121 SLCY9A4
Nat Genet. 2013 Jul; 45(7):808— i 5449 kontroli z oraz 15480 kontroli Irlandczycy, 4927ab IL2/1L21
12 Niemiec z Irlandii, Japonii Chinczycy, 11pl13ab PRR5L
i Chin Japonczycy 16p13.13ab CLEC16A-DEX
17q921.32 ZNF652




Esparza-Gordillo i wsp.
J Allergy Clinlmmunol. 2013;
132(2):371-7

Schaarschmidt i wsp.

J Allergy Clinimmunol. 2015;
136(3):802-6

Paternoster i wsp.

Nat Genet. 2015 Dec;
47(12):1449-56

2895 chorych
i 2448 kontroli

870 chorych
i 5293 kontroli

21399 chorych
i 95464 kontroli

1 kohorta:

1429 chorych

i 1737 kontroli

2 kohorta:

2806 chorych

i 5068 kontrolnych
1383 chorych

i 1728 kontroli

32059 chorych
i 228628 kontroli

Europejczycy

Niemcy

Europejczycy,
Azjaci,
Afrykanie,
Latynosi

1q21.3a

2q24.3
9p21.3

14913.2
11924.3
1921.2
8921.3
10p15.1
5p13.2
2p25.1
2pl6.1
17921.2
3p21.1
2p13.3

IL6R

XIRP2(CYMA3)
DMRTAL

PPP2R3C

-/[EST1
Clorf51/MRPS21
MIR5708/ZBTB10
IL15RA/IL2RA
IL7TR/CASPL
LINC00299
PUS10

STAT3
SFMBT1/RFT1
CD207/VAX2
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1.3.3 Mechanizmy immunologiczne

W AZS obserwuje si¢ liczne zaburzenia immunologiczne obejmujace zaréwno
odpowiedz typu humoralnego jak i komorkowego oraz defekty odpowiedzi nieswoistej:
chemotaksji, fagocytozy 1 aktywnosci komoérek NK. Odpowiedz wrodzona
jest niespecyficznym mechanizmem obronnym wykorzystywanym przez gospodarza
bezposrednio lub w ciggu kilku godzin po ekspozycji na antygen. Odpowiedz
immunologiczna nabyta jest antygenowo specyficznym mechanizmem, ktory rozwija
si¢ W ciggu kilku dni i eliminuje specyficzne antygeny (Dokmeci i in., 2008). Skora stanowi
pierwsza lini¢ obrony przed infekcjami (Bieber i in., 2010). W skorze wystepuje wiele
komorek zaangazowanych we wrodzong odpowiedz jak: keratynocyty, naskorkowe komorki
Langerhansa (KL), skorne komorki dendrytyczne (ang.dermal dendritic cells, DDC)
i makrofagi. Kluczowa role¢ we wrodzonej odpowiedzi immunologicznej odgrywaja rowniez
szybko rekrutowane z krazenia komoérki NK i NKT, monocyty i granulocyty (Leung i in.,
2004; Dokmeci i in., 2008; Egawa i in., 2015) oraz plazmocytoidalne komorki dendrytyczne
(ang. plasmacytoid dendritic cells, PDC) (Niedoszytko i in., 2007; Egawa i in., 2015).
W AZS obserwuje si¢ liczne zaburzenia w odpowiedzi immunologicznej wrodzonej, ktére
powoduja zwickszong sktonnos¢ do infekcji wirusowych, bakteryjnych czy grzybiczych.
Komorki Langerhansa i komorki dendrytyczne skory oprocz ich funkcji w odpowiedzi
wrodzonej odgrywaja rowniez istotng role w inicjacji nabytej odpowiedzi immunologicznej
(Dokmeci i in., 2008). Limfocyty T i B, komorki dendrytyczne jak rowniez liczne cytokiny
i chemokiny uruchamiajg nabyta odpowiedZz immunologiczng (Leung i in., 2004; Egawa i in.,
2015), ktora odgrywa kluczowg rolg w patogenezie AZS (Leung i in., 2013; Sullivan 2017).
Zwigzana z ta odpowiedzig jest aktywacja i proliferacja limfocytow T w skorze (Dokmeci
iin., 2008). W ostrej fazie choroby w skorze zmienionej i niezmienionej chorobowo
wykazano obecno$¢ cytokin IL-4, IL-5 i IL-13 zwigzanych z dominacjg limfocytow Th2
(Bieber i in., 2010; Egawa i in., 2015; Klonowska i in., 2018). Limfocyty Th2 odpowiadaja
za stymulacje do produkcji przeciwcial, jak rowniez sa zaangazowane w zmiany dotyczace
réznicowania keratynocytow. Wykazano takze, ze cytokiny wydzielane przez komorki Th2

wplywaja na ekspresje¢ filagryny (Leung i in., 2013; Kim i in., 2016; Sulliwan i in., 2017).
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faza ostra . faza przewlekia

Rycina 1. Patogeneza atopowego zapalenia skory. Na podstawie (Biedermann i in., 2015).

Ponadto IL-4 i IL-13 sg zaangazowane w poczatkowa faz¢ reakcji zapalnej, powodujac
zwickszenie ekspresji czasteczek adhezyjnych na komoérkach s$rodbtonka, natomiast IL-5
stymuluje dojrzewanie i chemotaksj¢ eozynofilow (Dokmeci i in., 2008; Bieber i in., 2010;
Kim i in., 2016). Przewaga limfocytow Th2 odgrywa zasadniczg rolg we wczesnym okresie
atopowego zapalenia skory (Rycina 1), podczas gdy w zmianach przewlektych istnieje
przewaga limfocytow Thl (Dokmeci i in., 2008; Tsakok i in., 2019), ktore wydzielaja IFN-y,
IL-12 jak rowniez IL-5 i GM-CSF charakterystyczne dla limfocytow Th1/ThO (Bieber i in.,
2010). W przewleklej fazie AZS sa produkowane przez limfocyty Thl cytokiny takie jak IL-
12 i IL-18, jak rowniez wiele cytokin zwigzanych z remodelingiem na przyktad IL-11 i TGF-
B1. Komorki Thl sg odpowiedzialne za apoptoze keratynocytow poprzez wzajemne
oddziatywanie z receptorem $mierci komorkowej Fas (Bieber i in., 2010; Sullivan 2017).
Dwufazowy wzor aktywacji limfocytow - przesunigcie w kierunku odpowiedzi Th2
W poczatkowej fazie choroby i odpowiedz limfocytow Th1/ThO w przewlektej fazie choroby,
zostal potwierdzony testami skornymi. Po 24 godzinach po podaniu alergenu obserwowano
wzrost ekspresji 1L-4 zarowno na poziomie mRNA jak i na poziomie biatka, a nastgpnie
obserwowano spadek ekspresji IL-4 do poziomu poczatkowego - W przeciwienstwie
do INF—y, ktorego ekspresja na poziomie mRNA byla po 24 godzinach niewykrywalna,

natomiast po 48-72 godzinach obserwowano znaczny jego wzrost. Podwyzszona ekspresja
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INF—y na poziomie mRNA w miejscach wyprysku atopowego poprzedzona byla wzrostem
ekspresji IL-12 zwigzanej z naciekiem makrofagéw i eozynofilii (Bieber i in., 2010).

W ostatnim okresie duzo uwagi poswieca si¢ limfocytom T 0 funkcji regulatorowej
(Treg), ktore sg kolejnym waznym modulatorem odpowiedzi immunologicznej skory (Egawa
i in., 2015). Wykazano, ze limfocyty Tregs o fenotypie CD4'25" z mutacja czynnika
transkrypcyjnego FoxP3 wplywaja na zwigkszenie produkcji immunoglobulin IgE
U pacjentow z chorobami zapalnymi skoéry i alergia pokarmowa (Bieber i in., 2010).
Zaobserwowano takze podwyzszona liczbe limfocytéw Tregs o fenotypie CD4'CD25"
we krwi obwodowej pacjentéw z atopowym zapaleniem skory (Dokmeci i in., 2008;
Moosbrugger-Martinz i in., 2019). Ponadto wykazano, ze wzrost liczby komoérek Treg
we krwi i skorze pacjentow z AZS koreluje z ciezkoScig przebiegu choroby (Niedoszytko
iin., 2017). Zaobserwowano takze, ze u pacjentow z AZS limfocyty Treg o fenotypie
CD4"25" tracg aktywno$é immunosupresyjna po stymulacji superantygenami Staphylococcus
aureus, co powoduje nasilenie stanu zapalnego skory (Bieber 2010, Egawa i in., 2015).
Dodatkowo immunohistochemiczne wybarwienie skrawkow skory w przewleklej fazie AZS
wykazato gesty okotonaczyniowy naciek z komorek CD25" w warstwie brodawkowej skory,
podczas gdy komoérki FoxP3" byty rozmieszczone okotonaczyniowo i $rodmigzszowo
w skorze wiasciwej oraz w naskorku i wzdluz potaczen skorno-naskorkowych. W skorze
zdrowej obserwowano jedynie stabe wybarwienie zarowno dla CD25 jak i FoxP3 (Dokmeci
i in., 2008). Istotng role w patogenezie AZS odgrywa réwniez plastycznos¢ limfocytow Treg,
ktére pod wptywem specyficznych cytokin i mechanizméw epigenetycznych maja zdolnos¢
roznicowania si¢ W komorki Thl, Th17 lub Th2 (Niedoszytko i in., 2017).

Wyniki badan ostatnich lat wskazuja takze na udziat limfocytow Th17 i Th22
w patogenezie AZS (Kim i in., 2019). Limfocyty Th17, wyodrebnione z rodziny limfocytow
T pomocniczych CD4", sa zrodlem interleukiny IL-17A, IL-17B i 1L-22. Przypisuje
si¢ im udzial w obronie organizmu przed infekcjami bakteryjnymi, a takze majg one istotne
znaczenie w patomechanizmie choréb autoimmunologicznych. Wykazano, ze IL-17 w skorze
zwigksza produkcje IL-6 1 IL-8 w keratynocytach i indukuje stabg ekspresje czagsteczek
ICAM-1 i HLA-DR (Dokmeci i in., 2008). Zaobserwowano takze, ze liczba komoérek Th17
i poziom ekspresji IL-17 w skorze isurowicy koreluje z przebiegiem i cigzkoscia AZS.
Z kolei limfocyty Th22 produkuja IL-22, ktéra odpowiada za ostabienie bariery skornej
i hiperplazj¢ naskorka (Kim i in., 2016; Guttman-Yassky i in., 2017). Limfocyty Th22
podobnie jak limfocyty Th2 wydzielajg cytokiny, ktore modulujg ekspresje filagryny
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w keratynocytach u pacjentdéw z atopowym zapaleniem skory. Jednakze liczne badania
naroznych populacjach wykazaly sprzeczne wyniki dotyczace udziatu limfocytow Thl7
I Th22 w patogenezie atopowego zapalenia skory. Rozbieznosci te wynikajg w duzej mierze
Z roznic etnicznych badanych grup oraz charakterystyki pacjentow (Cabanilas i in., 2016;
Kimiin., 2016).

W literaturze obszernie omawiany jest rowniez udzial komorek dendrytycznych
w patogenezie AZS (Bieber 2010). W wypryskach atopowych skéry wykazano dwa typy
komorek dendrytycznych naskorka: komorki Langerhansa (KL) oraz nacieki zapalnych
komorek dendrytycznych naskorka (ang. inflammatory dendritic epidermal cells, IDEC).
Kluczowymi 1 najbardziej efektywnymi komorkami dendrytycznymi sa komorki
Langerhansa, ktore majg zdolnos¢ do przetwarzania i prezentowania obcych antygenow
limfocytom T. Obie populacje komorek wykazuja na swojej powierzchni wysoki poziom
ekspresji  receptora FceR1 o wysokim powinowactwie do IgE (ang. high-affinity
Immunoglobulin E receptor) (Dokmeci i in., 2008; Bieber 2010; Kim iin., 2016). Poziom
ekspresji receptora FceR1 na komorkach Langerhansa w skorze zmienionej chorobowo
jest znacznie wyzszy niz w miejscach nie objetych chorobg. Druga populacja komorek
dendrytycznych, ktora znajduje si¢ w skorze chorych na AZS sa zapalne komorki
dendrytyczne naskorka (IDEC) nieobecne w zdrowej skorze. Podobnie jak KL komorki IDEC
wykazujg ekspresje na swojej powierzchni receptora FceR1 1 odgrywaja istotng role
w prezentacji alergenéow limfocytom Th1/Th2 i Treg w AZS (Liang-Shiou i in., 2005;
Dokmeci i in., 2008; Bieber 2010; Egawa i in., 2015). Uwaza si¢, ze ekspresja receptora
FceR1 na komodrkach Langerhansa odgrywa wazng role we wczesnej fazie AZS, poniewaz
na skutek zaburzenia funkcji bariery skornej u pacjentow z AZS alergeny fatwo przenikaja
do naskorka, gdzie sa wychwytywane przez obecny na komorkach Langerhansa receptor
FceR1 o wysokim powinowactwie do IgE. W ten sposob komorki Langerhansa moga
potencjalnie odpowiada¢ na liczne alergeny poprzez wigzanie immunoglobuliny IgE o rézne;j
specyficznosci, co w konsekwencji prowadzi do wydajnego przetwarzania alergenow
w kontekscie antygenow MHC klasy Il (Bieber 2010; Egawa i in., 2015). Komorki
Langerhansa po kontakcie z antygenem w skorze wedruja do weztow chtonnych i prezentuja
antygen naiwnym limfocytom T. Dodatkowo aktywacja komorek Langerhansa poprzez
receptory FceR1 powoduje wydzielanie chemokin (CCL17, CCL18, CCL19, CXCLY,
CXCL10, MCP-1, IL-16, CCL17, CCL2) odpowiedzialnych za rekrutacj¢ innych
prozapalnych komorek do skory. W weztach chtonnych aktywowane komorki dendrytyczne
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ukierunkowuja naiwne limfocyty T do réznicowania si¢ w limfocyty Th2 produkujace 1L-4
(Leung i in., 2004; Dokmeci i in., 2008; Egawa i in., 2015; Kim i in., 2016). W odrdéznieniu
od zapalnych komoérek dendrytycznych naskorka i komorek Langerhansa, w skorze pacjentow
z AZS wykazano znacznie mniejszg liczbe plazmocytoidalnych komodrek dendrytycznych,
ktore charakteryzuja si¢ obnizonym poziomem ekspresji receptora FceR1. Komorki
te odpowiedzialne sg za produkcje IFN-a i IFN-B. Spadek poziomu INF typu 1 w skorze
chorych na AZS powoduje u tych pacjentow wigkszg sklonno$¢ do skornych infekcji
wirusowych (Dokmeci i in., 2008; Bieber 2010; Kim i in., 2016; Rerknimit i in., 2017).
W zmianach skornych opisano komorki NK wystepujace w bliskim kontakcie z komérkami
dendrytycznymi. Wykazano réwniez obnizong liczb¢ tych komoérek w krazeniu u chorych
z AZS. Zauwazono, ze §wiezo wyizolowane z krwi pacjentow polialergicznych komoérki NK
spontanicznie wydzielaja znacznie wigksze ilosci IL-4, IL-5, IL-13 i IFN-y w poréwnaniu
do os6b zdrowych. Ponadto wykazano, ze komorki NK indukuja dojrzewanie komorek
dendrytycznych. Wzajemne oddziatywania pomigdzy komoérkami —dendrytycznymi
a komorkami NK prowadzg do zwickszonej produkcji cytokin prozapalnych, a tym samym
wptywaja na odpowiedZ immunologiczng. Komorki NK uczestnicza w regulacji odpowiedzi
immunologicznej poprzez modulacje funkcji komoérek dendrytycznych, ale ich rola w AZS

nie zostata do konca poznana (Dokmeci i in., 2008).
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1.4. Komorki NK

Komérki NK (ang. natural Killer) sg kluczowymi elementami odpornosci
nieswoistej, zapewniaja pierwszg linie obrony przed czynnikami zakaznymi, poprzez
zdolno$¢ do zabijania bez wczesniejszej immunizacji komorek docelowych, migdzy innymi
komorek zakazonych wirusem oraz komodrek nowotworowych. Aktywnos¢ cytotoksyczna
ludzkich komorek NK jest modulowana przez oddziatywanie hamujacych i aktywujacych
receptorow blonowych wystepujacych na ich powierzchni z antygenami MHC klasy I
obecnymi na komodrkach gospodarza. Komorki NK sa limfocytami pochodzacymi ze szpiku
kostnego. Wywodzg si¢ z krwiotworczych komorek macierzystych (ang. HSC-hematopoetic
stem cell), z ktorych rdznicuja si¢ rowniez limfocyty T i B (Middleton i in., 2010; Golab i in.,
2017). Komorki NK stanowig 5-15% limfocytow krwi obwodowej. Fenotypowo
sg zdefiniowane jako limfocyty majace na powierzchni czasteczke CD56 i CD16. Marker
CD56 jest czasteczka adhezji komorek nerwowych-1 (NCAM-1), natomiast czasteczka CD16
jest receptorem dla fragmentu Fc przeciwciat klasy 1gG (FcyRII) (Caligiuri i in., 2008;
Middleton i in., 2010; Deniz i in., 2013; Gotab i in., 2017). Biorac pod uwagg ekspresje
czasteczek CD56 1 CD16 na powierzchni komorek NK mozna je podzieli¢ na 2 subpopulacje:

i) CD56""CD16""- komorki charakteryzujace si¢ wysoka ekspresja czasteczki CD56

na powierzchni i brakiem lub niewielkg ekspresja czasteczki CD16.

i) CD56%™CD16" - komorki charakteryzujace si¢ umiarkowang ekspresja czasteczki
CD56 na powierzchni i wysoka ekspresja czasteczki CD16 (Cooper i in., 2001;
Aktas i in., 2005; Deniz i in., 2013; Gotab i in., 2017).

Wickszo$¢ komoérek NK we krwi stanowia komorki CD56%™CD16" (85-95%), natomiast
komorki CD56™"CD16"" wystepuja W tkankach, gtéwnie w narzadach limfatycznych
(Fehniger i in., 2003). Komoérki NK CD56™""CD16"" maja wieksza zdolnoé¢ do wytwarzania
cytokin, ale slabsze wlasciwosci cytotoksyczne podczas gdy populacje komorek
CD56"™CD16" sa bardziej cytotoksyczne, dzieki duzej liczbie ziaren litycznych
w cytoplazmie. Uznaje si¢ je za bardziej dojrzate formy komorek NK (Cooper i in., 2001;
Fauriat i in., 2010). Funkcje efektorowe komorek NK sg regulowane przez hamujace
lub aktywujace sygnaty, pochodzace od receptoréw obecnych na powierzchni tych komorek
(Beziat i in., 2016). Receptory obecne na ludzkich komorkach NK nalezag do dwoch
odrgbnych rodzin:
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) receptory lektynowe: CD94/NKG2 i NKR-P1

i) receptory z nadrodziny czasteczek immunoglogulinopodobnych: receptory
KIR (ang. killer cell immunoglobulin-like receptors) oraz spokrewnione
z czgsteczkami KIR receptory LILR (ang. leucocyte Ig-like receptors) i LAIR
(ang. leucocyte—asociated inhibitory receptors), jak roéwniez receptory
naturalnej cytotoksycznosci (NCR) (Middleton i in., 2010).

Biorgc natomiast pod uwage eckspresj¢ powierzchniowa receptorow NKG2A i/lub KIR
i innych markerow, komorki NK CD56%™ mozna podzieli¢ na roézne subpopulacje
odpowiadajagce roznym etapom roznicowania charakteryzujagcym si¢ spadkiem zdolno$ci
proliferacyjnej i rownolegle wzrostem aktywnos¢ cytotoksycznej. Za najbardziej dojrzate
i ostatecznie zréznicowane komorki NK uwaza sie komorki NK KIRP® CD57P% CD169™
ktore wykazujg na powierzchni ekspresje specyficznego dla HLA-E receptora aktywujacego
NKG2C. Ostatnie doniesienia wykazuja, ze komorki NK u osob, ktore przeszty infekcje
wirusem CMV majg wysoka ekspresj¢ NKG2C oraz wykazuja zdolnosci adaptacyjne
i funkcje pamieci (Pende i in., 2019).

1.4.1 KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) — struktura i organizacja

Receptory KIR  stanowig jedna z  glownych nadrodzin  czasteczek
immunoglobulinopodobnych. Receptory te obecne sg nie tylko na komorkach NK,
ale rowniez na limfocytach T (Kusnierczyk 2006; Gardiner i in., 2008). Na naiwnych
limfocytach T CD4" i CD8" ekspresja tych receptorow jest praktycznie nieobecna,
anajwyzszy jej poziom obserwuje si¢ na zréznicowanych limfocytach T pamigci.
To ttumaczy nizsza ekspresje receptoréw KIR na komorkach NK i limfocytach T krwi
pepowinowe] w porownaniu z ich ekspresjg na limfocytach T pochodzacych od zdrowych
dorostych o0so6b. Rola ekspresji czasteczek KIR na limfocytach T pozostaje nadal
niewyjasniona, a wigkszo§¢ badan dotyczy gitownie limfocytéw T CDS, ktére stanowia
najwigksza subpopulacje limfocytow KIR pozytywnych. Repertuar KIR na komodrkach NK
uwazany jest za niezmienny w czasie. Natomiast czesto$¢ limfocytow T KIR pozytywnych
z wiekiem ro$nie z powodu akumulacji ostatecznie zréznicowanych limfocytow T. Wykazano
takze, ze swoiste limfocyty CD8 T dla HCMV prawie catkowicie nie wykazuja ekspresji KIR,

ponadto specyficznos¢ limfocytow wykazujacych ekspresje receptoréw KIR nadal pozostaje
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nieznana (Beziat i in., 2016). Odgrywaja one istotng role w aktywacji i hamowaniu komorek
NK (Vilches i in., 2002). Wszystkie czasteczki KIR, zardéwno aktywujace jak i hamujace,
majg dwie (KIR2D) lub trzy (KIR3D) immunoglobulinowe domeny biatkowe w czeSci
zewnatrzkomoérkowej, region przezblonowy i dlugi (L-long) lub krotki (S-short) region
cytoplazmatyczny (Kusnierczyk 2006; Pende i in., 2019). Czasteczki z dlugim regionem
cytoplazmatycznym (KIR2DL i KIR3DL) zawieraja jedng lub dwie sekwencje ITIM (ang.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) i przekazuja sygnat hamujacy pobudzenie
komorki NK (Long i in., 2013). Czasteczki z krotkim regionem cytoplazmatycznym (KIR2DS
i KIR3DS) nie maja w nim motywow sygnalowych. Przekazuja one sygnat aktywujacy
komorki NK poprzez wigzanie z wewnatrzkomoérkowym biatkiem adaptorowym DAP12
zawierajagcym dwie sekwencje ITAM (ang. immunoreceptor tyrosine-based activatory motif )
(Carrington i in., 2003; Kusnierczyk 2006; Jamil i in., 2011; Carrillo-Bustamante i in., 2015).

Na rycinie 2 przedstawiono strukture i organizacj¢ czasteczek KIR.

/ HLA.A /B \ \-“w‘ N "3“
with Bwd | HLA-C |

HLA-C2 HLA-C1 epitope  HLA-A { HLA-C2  HLA-A HLA-G
— ——HOa - - ) 7 N—j—— - —— SraE 2.8
‘] ] [} [) a ..
Lo - .
w @] Uﬂ 8 8 8 w :d’ :: W ;:
~ Y 5
| s ¢ o L. V. L. T L
MmiMs ™ ~ E E i F DAP12 F DAP12 F DAP12 i d FCH! fDAP12\
Y Y ks ¥ ¥ ¥ vy Yy vy
KIR2DL1 KIR2DL2 KIR2DL5 KIR3DL1 KIR3DL2 KIR3DL3 | | KIR2DS1 KIR2DS4 KIR2DS2 KIR2DL4  KIR3DS1

|
KIR2DL3 \ KIR2DS3 ‘\
\ / KIR2DS5

Czasteczki hamujgce KIR Czasteczki aktywu]qce KIR

Rycina 2. Struktura i organizacja receptoréw KIR. Na podstawie (Thielens i in., 2012).

Geny kodujace receptory KIR wchodza w sktad zlokalizowanego na chromosomie 19
(19.q13.4) kompleksu receptorow leukocytarnych LRC (ang. leukocyte receptor complex)
i obejmujg region 150 kilo par (kp) zasad (Jamil i in., 2011; Maniangou i in., 2017; Roe i in.,
2017). Geny te charakteryzujg si¢ wysokim polimorfizmem i nalezag do najszybciej
ewoluujacych regionow ludzkiego genomu (Jiang i in., 2012; Beziat i in., 2016).
Klaster genow KIR zawiera 17 réznych gendéw w tym dwa pseudogeny, co zostato

przedstawione na rycinie 3.
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Rycina 3. Kompleks receptorow leukocytarnych LRC. Na podstawie (Diaz-Pena i in., 2020).

Geny KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL5, KIR3DL1, KIR3DL2 i KIR3DL3 koduja
receptory hamujace, natomiast geny KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5
i KIR3DS1 koduja receptory aktywujace. Geny KIR mozna podzieli¢ na dwie grupy
haplotypow, haplotypy grupy A i haplotypy grupy B (Rycina 4): Haplotypy grupy A
zawierajg siedem gendw 1 dwa pseudogeny. Sze$¢ z tych gendéw KIR2DL1, KIRZ2DL3,
KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2 oraz KIR3DL3 sg genami hamujacymi, wyjatek stanowi
KIR2DS4, ktory jest genem potencjalnie aktywujacym, ale czgsto jego funkcja jest wytaczona
przez delecje. Wynikiem delecji fragmentu o dlugosci 22 par zasad jest przesunigcie ramki
odczytu powodujace utrate¢ domeny transmembranowej. Prawdopodobnie receptor taki
wystepuje w postaci rozpuszczalnej, wigze ligand ale nie przekazuje sygnatu (Kus$nierczyk
2006; Jiang i in., 2012; Roe i in., 2017; Colucci i in., 2017 ). U wigkszo$ci 0s6b rasy
kaukaskiej (80%) gen ten wystepuje w formie delecyjnej (2DS4del). Haplotyp A zawiera
réwniez gen KIR2DL4, ktory ma potencjal zarowno stymulujacy jak i hamujacy. KIR2DL4
zawiera dilugi region cytoplazmatyczny z pojedyncza sekwencja ITIM oraz dodatnio
natadowany aminokwas w regionie przezblonowym, ktory pozwala na tworzenie kompleksu
z tancuchem FceRI-y zawierajacym sekwencje ITAM. Wiele haplotypow A zawiera
delecyjny wariant genu KIR2DS4 oraz nieulegajacy ekspresji na powierzchni komorki
KIR2DL4. Haplotyp taki nie posiada funkcjonalnych receptoréw aktywujacych KIR. (Boyton
i in., 2007; Kulkarni i in., 2008; Kusnierczyk 2010; Parham 2013). R6éznorodnos¢ haplotypow
A jest generowana glownie przez polimorfizm alleliczny. Geny KIR sa wysoce polimorficzne,
znanych jest 977 alleli, od 16 wariantow genow 2DS3 i1 2DS1 do ponad 164 alleli genu 3DL3
(https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats). Wszystkie inne kombinacje genéw KIR sa laczone
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razem w haplotypach grupy B, ktére r6znig si¢ zawarto$cig gendw, liczbg kopii i allelami,
na przyktad KIR3DS1 koduje receptor aktywujacy i jest allelem KIR3DL1 (Colucci i in.,
2017). Ponadto, haplotypy grupy B typowo zawierajg r6zng liczbg aktywujacych receptorow
sposrod KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 (Jiang i in., 2012). Haplotypy mieszane
zawierajace regiony -A 1 -B sa zaliczane do haplotypow B. Wszystkie dotychczas zbadane
populacje ludzkie majg zarowno haplotypy A jak i B, 11 haplotypow stanowi 94% wszystkich
znanych haplotypow, pozostale 6% to haplotypy wystepujace z czestosScig ponizej 1%
(Trowsdale i in., 2015; Colucci i in., 2017). W przebadanych grupach etnicznych stwierdzono
wystepowanie haplotypu A z rézna czgstos$cig. Szacuje si¢, ze w populacjach kaukaskich
haplotyp A wystepuje z czgstoscig okoto 55%, natomiast u Japonczykéw z czestosciag 75%,
a u australijskich Aborygendéw tylko u 15% (Carrington i in., 2003; Middleton i in., 2010;
Jiang 2012). Natomiast haplotyp B w populacji kaukaskiej obserwuje si¢ z czestoscig 39%
(Jiang i in., 2012; Trowsdale i in., 2015).

Kazdy haplotyp posiada punkt rekombinacji, ktéry dzieli haplotyp na regiony
centromeryczny (Cen) i telomeryczny (Tel), zatem haplotypy moga sktadaé si¢ z rdéznych
kombinacji regionow Cen i Tel (A-A, A-B, B-A i B-B; Ryci