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1.1 ASTMA OSKRZELOWA

Astma oskrzelowa jest chorobg znang od wiekow, a pierwsze doniesienia
na jej temat pochodzg z 1500 r. p.n.e.. Stowo astma pochodzi z jezyka
greckiego i dostownie oznacza ,szybkie oddychanie uwarunkowane uczuciem
dusznosci” [23]. Wspdtczesna definicja astmy zaktada, ze astma jest
przewlektg chorobg zapalng, w ktorej uczestniczy wiele komérek. Sa to przede
wszystkim komorki tuczne (mastocyty), eozynofile, bazofile, neutrofile,
monocyty, makrofagi, komorki dendrytyczne, fibroblasty, komérki srédbtonka,
nabtonka oraz limfocyty T. U oséb podatnych, zapalenie wywotuje nawroty
Swiszczacego oddechu, dusznosci, uczucie scisniecia klatki piersiowej i
kaszlu, pojawiajacego sie gtéwnie w nocy i wczesnym rankiem. Objawy te sg
bardzo czesto powigzane z rozlegtym, ale zmiennym zaburzeniem przeptywu
powietrza, ktore jest czesciowo odwracalne, samoistnie lub pod wptywem
leczenia. Stanowi zapalnemu bardzo czesto towarzyszy nadwrazliwosc
oskrzeli na ré6zne bodzce [23,26,68].

Astme pod wzgledem etiologicznym, mozna podzieli¢ na astme atopowsq i
nieatopowa, gdzie przez atopie rozumiemy dziedzicznie uwarunkowanej
predyspozycji do nadmiernego wytwarzania przeciwciat typu IgE. W
przypadku astmy atopowej mozemy zawsze moéwi¢ o astmie alergicznej,
mechanizmu tego nie udaje sie wykazaC w astmie nieatopowej. Jak sie
szacuje, alergia jest przyczyng powstawania astmy w 90% u dzieci i 50% u
osOb dorostych [14,56]. Astme atopowg mozemy podzieli¢ na: astme
zaostrzang przez infekcje, 2z nietolerancjg niesteroidowych lekdow
przeciwzapalnych (NLPZ), wysitkowg lub o innej etiologii. Pod wzgledem
klinicznym astme dzielimy na: sporadyczna, przewlektg lekka, przewlektg
Srednio ciezka oraz przewlektg ciezka. Nalezy takze pamietaCc o astmie
trudnej, steroidoopornej [23].

Astma, bedac chorobg cywilizacyjng, wystepuje znacznie czesciej w
krajach wysoko uprzemystowionych, zwtaszcza tam gdzie zanieczyszczenia
Ssrodowiska, przede wszystkim atmosfery sg bardzo duze [26]. Innymi
czynnikami przyczyniajgcymi sie do jej rozwoju mogg by¢: czynniki

genetyczne, wiek, pte¢ i jak wspomniano wczesniej atopia [23,91].



1.2 ASTMA ASPIRYNOWA

Szczegdlng postacig astmy jest jej odmiana aspirynowa (AlA). Astma ta
charakteryzuje sie nadwrazliwoscig na NLPZ, w tym na aspiryne [23]. Ten
rodzaj astmy jest czesty i wystepuje u 10-20% dorostych chorych na astme, u
ktorych przeprowadzono proby prowokacyjne z NLPZ [73,76]. Biorac tylko pod
uwage dane z wywiadu, na astme aspirynowg cierpi zaledwie okoto 3-5%
astmatykow [94,113]. AIA zazwyczaj przebiega jako astma ciezka [76,98] oraz
czesciej wystepuje u kobiet niz u mezczyzn [96]. Astmie tej bardzo czesto
towarzyszy polipowatos¢ btony sluzowej nosa i przewlekte zapalenia zatok
obocznych oraz wodnisty katar [73,76,94,113]. U chorych na AIA obserwuje
sie silne napady dusznosci po podaniu kwasu acetylosalicylowego (ASA).
Patogeneza AlA jest ztoZzona i obejmuje m.in. przewlekte zapalenie wywotane
przez eozynofile i zwiekszong aktywacje komorek tucznych [76]. Teoria
cklooksygenazowa astmy aspirynowej zaktada, ze wskutek hamowania przez
aspiryne enzymu cyklooksygenazy-1 (COX-1) w drogach oddechowych
chorych i niedoboru prostaglandyny E,, zachodzi zwiekszona produkcja
leukotrienow cysteinylowych (CysLTs) [80,115], ktore powodujg nasilenie
stanu zapalnego i skurcz oskrzeli [94]. Wysokie poziomy CysLTs stwierdzane
w moczu chorych na AlA, zwiekszajg sie jeszcze bardziej po podaniu kwasu
acetylosalicylowego podczas proby prowokacyjnej [95]. Innym zaburzeniem
metabolicznym obserwowanym u chorych na astme aspirynowg jest
zmniejszona produkcja lipoksyn - endogennych regulatoréw stanu zapalnego,

ktére hamujg dziatanie czynnikéw prozapalnych w tym CysLTs [93].

1.3 BIOSYNTEZA LEUKOTRIENOW

Leukotrieny sg podstawowym skfadnikiem znanej od 1938 roku ,wolno
dziatajgcej substancji anafilaksji (SRS-A)” [8,47]. Wspodtczesna nazwa
sleukotrieny” wywodzi sie od stowa leukocyt i potrdéjnego wigzania
nienasyconego struktury chemicznej tych zwigzkow [23]. Leukotrieny
produkowane sg przede wszystkim przez komorki zapalne, takie jak:
leukocyty, monocyty, makrofagi i komorki tuczne. Leukotrieny cysteinylowe
(LTC4, LTD4) sgq produkowane gtéwnie przez eozynofile, bazofile i komorki



tuczne, podczas gdy leukotrien B4 (LT Bs4) jest syntetyzowany w neutrofilach i
makrofagach [32,38].
CysLTs sg silnymi substancjami powodujgcymi skurcz oskrzeli, 100-1000 razy
mocniejszymi niz histamina [126]. Sg one odpowiedzialne za: skurcz miesni
gtadkich, zwiekszanie przepuszczalnos$ci naczyn wiosowatych, nadmierne
wydzielanie $luzu, nadreaktywnos¢ oskrzeli, naptyw eozynofildbw do miejsca
stanu zapalnego oraz przebudowe drog oddechowych przez wzmaganie
proliferacji fibroblastow, miesni gtadkich, komérek epiteliainych w ptucach
[2,19,21,27,38,46]. Leukotrieny sg metabolitami kwasu arachidonowego (AA),
bedacego sktadnikiem fosfolipidow bton komdrkowych. Enzym fosfolipaza A
(PLA,), jest niezbedna do rozpoczecia syntezy LTs polegajacej na hydrolizie
AA z btonowych fosfolipidéw. PLA, jest enzymem o masie molekularnej 85
kDa, do ktérego aktywacji i translokacji w poblize bton niezbedne sg jony
wapnia [38,82]. Wolny kwas arachidonowy wytapywany jest przez biatko FLAP
(5-LO activating protein, 18 kDa, obecne w btonie jadrowej) i prezentowany
enzymowi 5-lipoxygenazie (5-LO). 5-LO jest rozpuszczalnym monomerem o
masie molekularnej 78 kDa. Do maksymalnej aktywnosci enzym ten
potrzebuje jonéw wapnia i ATP. 5-LO katalizuje dwuetapowg reakcje:

1) utleniania AA do niestabilnej formy 5-HPETE,

2) odwodnienia 5-HPETE.
Efektem tego jest powstanie niestabilnego leukotrienu A4 (LTA4). W zaleznosci
od rodzaju komoérki, LTA, moze by¢ albo metabolizowany przy udziale
hydrolazy LTA4 do LTB4, albo przy udziale syntazy leukotrienu C4 (LTC4S)
sprzegany z glutationem i przeksztatcany do LTCs. Leukotrien C4 jest
transportowany do przestrzeni miedzykomérkowej przy udziale biatka  P-
glikoproteiny, kodowanej przez gen MDR1 (multidrug resistance 1 protein)
[16,32]. LTC, jest metabolizowany do réwnie aktywnego LTD4 przez Y-
glutamylo transpeptydaze, a nastepnie do LTE4 przy udziale dipeptydazy.
LTC,4 i LTD4 majg krétki okres péttrwania, zas LTE4 jest najbardziej stabilng
postacig LTs, z dtugim czasem péttrwania, ale najmniejszym powinowactwem
do receptoréw [2, 38, 67, 82] (Schemat 1,2).



Fosfolipidy btonowe

Fosfolipaza A,

Kwas Arachidonowy

Cyklooksygenazy 5-LO
(COX-1, COX-2) FLAP inhibitory 5-LO
NLPZ

Prostaglandyny Leukotrien A4
tromboksany
i prostacyklina
LTC4S hydrolaza
(GSH LTA4
Leukotrien C4 Leukotrien B4
v- glutamylo-

transpeptydaza
Leukotrien D4

Dipeptydaza

Leukotrien E4

— N _/
~ —~

szlak cyklooksygenazowy szlak 5-lipoksygenazowy

Schemat 1. Kaskada przemian kwasu arachidonowego [126].



Schemat 2 Schemat przedstawiajacy miejsce lokalizacji kwasu
arachidonowego i jego przemiany do leukotriendw w réznych
czesciach komorki [82].

Istniejg dwa rodzaje receptorow btonowych dla LTBs (LTB4, LTBy)
réznigcych sie powinowactwem i ekspresjg komérkowg. Receptor LTB+ jest
receptorem transbtonowym, 7-krotnie przechodzacym przez btone komérkowg
i sprzezonym z biatkami G, o masie molekularnej 43 kDa. Receptor ten
obecny jest tylko na komérkach zapalnych (leukocyty) i ma duze
powinowactwo do leukotrienu B4. Jest on niezbedny do chemotaksji,
mobilizacji wapnia oraz adhezji do komoérek Srédbtonka. LTB, jest niedawno
odkrytym receptorem, ma podobna budowe do LTB z tg réznica, ze wystepuje
on w roznych tkankach, a nie tylko na leukocytach.

Leukotrieny cysteinylowe majg dwa receptory btonowe: CysLT; i
CysLT,. Tak jak receptory LTB4, sg one receptorami przezbtonowymi
sprzezonymi z biatkami G. CysLT; obecne sg w $ledzionie, leukocytach,
makrofagach tkankowych, tkance ptucnej i miedniach gtadkich. Ligandem dla

nich jest przede wszystkim LTD,4, nastepnie LTC4. Najstabiej wigzany jest



LTE4 (LTD4 > LTC4 > LTE4). Gen kodujacy ten receptor znajduje sie na
chromosomie X. CysLT, obecne sg w duzej liczbie w sercu, modzgu,
leukocytach, sledzionie, tozysku, zas w matej liczbie w ptucach. Receptor ten
wigze z podobnym powinowactwem LTD, i LTC4, a znacznie stabiej LTE,4
(LTD4 =LTC4 >> LTEy) [2,11,38] (Schemat 3).

Receptory leukotriendéw

PN

BLT CysLT
BLT1 BLT2 CysLT1 CySLTg

Schemat 3 Rodzaje receptoréw leukotrienowych [57].

1.4 SYNTAZA LEUKOTRIENU C,4

Syntaza leukotrienu C4 jest specyficznym enzymem, nalezgcym do
rodziny S-transferaz glutationu, jednak rozni jg od GST selektywnos¢ wobec
substratu, lokalizacja mikrosomalna, niezdolnos¢ do wigzania ksenobiotykdw,
odmienna podatnos¢ na inhibitory oraz brak zdolnosci wigzania przeciwciat
przeciwko znanym GSTs [6]. Badajgc lokalizacje LTC4S zauwazono, ze
aktywna forma enzymu obecna jest w btonie otoczki jgdrowej od strony
cytoplazmy i w retikulum endoplazmatycznym, gdzie poziomy GSH (substratu
dla LTC4S) dochodzg nawet do 2-3 mM [16]. Najobfitszymi miejscami
lokalizacji syntazy leukotrienu C4 sg btony komdrkowe w ptucach, homogenaty
ptytkowe i nerki [105].

Syntaza leukotrienu C4 wraz z GST nalezy do duzej rodziny enzyméw
btonowych MAPEG (membrane-associated proteins in eicosanoid and
glutatione metabolism), ktérych wiekszos¢ jest zaangazowana w produkcje
eikozanoidéw i usuwanie z organizmu ksenobiotykow. MAPEG obecne sag

zarowno u prokariontéw jak i u eukariontéw. Istniejg 4 podgrupy MAPEG (I-1V)
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sposrod ktorych wyrdzniamy 6 ludzkich izoenzymow, klasyfikowanych w
podgrupach I, I, IV. Sg to: FLAP, syntaza leukotrienu C4, mikrosomalna S-
transferaza glutationu 1(MGST), MGST2, MGST3 i syntaza prostaglandyny
E., dawniej znana jako MGST1-L1. Podgrupa Il w catosci sktada sie z MGST-
LP (MGST- like protein) obecnych w roslinach, grzybach, bakteriach [6, 40,53]
(Tabela 1).

Tabela 1 Tabela przedstawiajgca podgrupy MAPEG.

PODGRUPY MAPEG

I Il 1l \Y
FLAP MGST3 MGST-LP: |MGST1
LTC4S -bakteri PGES1
MGST2 -roslin

-grzybow

Syntaza leukotrienu C4 jest biatkiem integralnym btony o masie 18 kDa.
Jest homodimerem peptydéw zbudowanych z 150 aminokwasoéw [99]. Ma ona
dwa miejsca fosforylacji przy udziale kinazy biatkowej C (PKC) i w 31%
podobna jest w swej budowie do biatka FLAP. Gen kodujacy LTC4S znajduje
sie na ramieniu dtugim chromosomu 5 (5q35) [97,101] i sktada sie z 5 matych
eksondow i 4 matych introndw. Region kontrolujgcy transkrypcje - promotor
genu LTC4S zawiera miedzy innymi motywy SP-1, AP-1, AP-2 [6].

LTC4S, bedac ostatnim enzymem w szlaku lipoksygenazowym
produkujacym CysLTs, odgrywa wazng role w kontroli produkcji leukotrienow.
Ma to szczegdlne znaczenie u chorych na astme nadwrazliwych na aspiryne,
gdyz stwierdza sie u nich nadprodukcje CysLTs. Dlatego tez duzym
zainteresowaniem cieszy sie polimorfizm w rejonie promotorowym genu
kodujacego syntaze leukotrienu C4 Polimorfizm ten zlokalizowany w pozyciji -
444 polega na zamianie adeniny na cytozyne (-444A>C) i moze by¢ zwigzany
ze szczegollnym przebiegiem astmy, zwtaszcza jej postaci AIA [98]. W

badaniach grupy chorych na astme w Polsce zauwazono wiekszg czestosc
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wystepowania allelu C.44 u chorych wrazliwych na aspiryne [95,98,99].
Podobne badania przeprowadzono w Stanach Zjednoczonych, jednakze bez

potwierdzenia asocjacji polimorfizmu -444A>C z AlA [121].

1.5 SSTRANSFERAZY GLUTATIONU

S-transferazy glutationu (GST-EC 2.5.1.18) nalezg do grupy enzymow
sprzegajacych substancje elektrofiine ze zredukowanym glutationem (GHS).
Ich gtéwnym zadaniem jest detoksyfikacja roznych ksenobiotykow w |l fazie
ich biotransformaciji. GSH obecne sg zarowno u ssakéw jak i u bakterii, roslin,
grzybdéw, owaddw oraz robakoéw pasozytujgcych w jelicie [79,106].

Znane sg trzy izoformy GST. Dwie z nich wykazujg duze podobienstwo
i nalezg do nich formy mitochondrialne oraz cytoplazmatyczne GST. Trzecig
izoformg jest mikrosomalna GST, ktéra jest klasyfikowana do grupy MAPEG.
Wszystkie te trzy grupy enzymow wykazujg zdolnos¢ do sprzegania GSH z 1-
chloro-2,4-dinitrobenzenem. Ich gtébwng rola w organizmie jest
metabolizowanie m.in. zwigzkéw obecnych w zanieczyszczeniach powietrza,
insektycyddw, kancerogendw i reaktywnych produktéw powstatych w wyniku
dziatania ,stresu tlenowego”, a takze wielu lekow. Wszystkie te zwigzki sg
transportowane z komoérek przy pomocy transportera kodowanego przez gen
MDR1. Stad tez duze zainteresowanie GST w farmakologii i toksykologii
[40,120].

Wyréznia sie 7 klas cytoplazmatycznych GSTs. Nalezg do nich Alfa,
Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega i Zeta (Tabela 2)[110]
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Tabela 2 Tabela Klasy Lokalizacja na | Podklasy
przedstawiajgca GST chromosomie
poszczegolne klasy
cytoplazmatycznych | Alfa 6p A1-A5
izoform GST, ich
lokalizacje Mu 1p13.3 M1-M5
chromosomowa i Pi 11913 P1
podkiasy [90]. ! g

Theta 22q11.2 T1-T2
Zeta 14q Z1
Sigma 4q S1
Omega 109 01-02

Wszystkie te klasy roznig sie miedzy sobg lokalizacjg i powinowactwem do
egzogennych substratow i oraz ksenobiotykdéw, zas cechg je tgczacy jest
wystepowanie w cytoplazmie. Wykazano, ze ekspresje GSTs mozna mierzy¢
w réznych tkankach ludzkich, zwtaszcza w osoczu, surowicy a takze w moczu,
a podwyzszone ich aktywnosci mogq by¢ zwigzane z wystepowaniem wielu
chorob. Podwyzszone poziomy Alfa GST w moczu mogg sSwiadczy¢ o
uszkodzeniu nerek. Ogdélny wzrost aktywnosci GST w osoczu moze byc¢
zwigzany z uszkodzeniem watroby spowodowanym przez alkohol,
paracetamol lub z ostrym albo przewlektym zapaleniem watroby [60,86].

Do mitochondrialnej klasy GST nalezy tylko jeden enzym — Kappa GST.
Gen, ktéry go koduje znajduje sie na chromosomie 7 (7g35). Istnieje tylko
jedna podklasa tego enzymu - GSTK1 [79]. U myszy GSTK1 obecny jest w
mitochondriach watroby, nerek, zotadka i serca. Ludzki GSTK1 obecny jest w
mitochondriach réznorodnych tkanek. Zauwazono, ze Kappa GST obecny tez
jest w peroksysomach, co mogtoby ttumaczy¢ jego role w -oksydacji kwasow
ttuszczowych [40].

Mikrosomalna forma GST zawiera trzy klasy: MGST1, MGST2, MGSTS3.
Geny je kodujgce znajdujg sie odpowiednio na chromosomach: MGST1-
12p12.3-p12.1; MGST2- 4qg28-931; MGST3- 1923 [79]. Mikrosomalne

izoformy GST (zawtaszcza MGST2 i 3), oprécz tego ze moga przeprowadzac
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detoksyfikacje egzogennych substratdw, mogq takze katalizowaé reakcje
sprzegania GSH z LTA4 i bra¢ udziat w powstawaniu LTC4. Miejscem
wystepowania MGST sg przede wszystkim mikrosomy watroby oraz komorki
Srodbtonka [105].

Wsréd cytoplazmatycznych klas GST istnieje wiele polimorfizmow,
ktore moga powodowac¢ zmiane lub utrate powinowactwa dla wybranych
ksenobiotykdw. Najwazniejszymi polimofrizmami sg te, ktdre obecne sg w
klasie Mu, Pi i Theta. Moga one by¢ powigzane z wystepowaniem wielu
chordb takich jak astma [1], POCHP [58], niektére rodzaje nowotwordéw [102]
czy reumatoidalne zapalenie stawow [72].

Enzym GSTP1 obficie wystepuje w komérkach nabtonkowych ptuc oraz
w nieorzesionych komodrkach oskrzelikowych (Clara cells), w ktérych
odpowiedzialny jest za detoksyfikacje wielu ksenobiotykéw [28,31]. Jego
gtébwng rolg w drogach oddechowych jest usuwanie reaktywnych form tlenu
(ROS), powstatych w komérkach zapalnych, immunologicznych Ilub
strukturalnych pod wptywem wielu bodzcéw. Takimi bodZzcami mogg byé
mediatory lipidowe, chemokiny, biatka ziarnistosci eozynofilow, a takze
niektore substancje znajdujace sie w zanieczyszczonym powietrzu (np. ozon,
spaliny) [44]. ROS moga powodowaé powstawanie posrednikow zapalnych (w
tym takze leukotriendw) oraz bezposrednio utlenia¢ kwas arachidonowy do
izoprostandw, a za tym nasila¢ objawy stanu zapalnego w ptucach [25]. Warto
tutaj zaznaczy¢, ze ROS potrafig nasila¢ zapalenie przez aktywacje niektérych
kinaz sygnatowych (JNK, MAPK) lub aktywacje czynnikow transkrypcyjnych
(NF-kappaB, AP-1), co powoduje zachwianie rownowagi pomiedzy ekspresjg
mediatoréw pro- i antyzapalnych w ptucach. Jak sie okazuje substancje
powstate pod wptywem utleniania (,stresu tlenowego”) mogg by¢ waznym
czynnikiem w patogenezie astmy i POCHP [37,87]. Polimorfizm w obrebie
genu GSTP1 polegajgcy na zamianie lle w pozycji 105 tancucha
aminokwasowego na Val powoduje zmiane powinowactwa tego enzymu do
substratéw (np.ROS) [31]. Zauwazono ze allel protekcyjny '®Val znacznie
czesciej wystepuje u ludzi zdrowych niz u chorych na astme, zwtaszcza jezeli
brano pod uwage atopie i nadreaktywnos¢ oskrzeli. Stgd wysunieto wniosek,
ze istnieje asocjacja pomiedzy polimorfizmem GSTP1 a fenotypem astmy
[31,39,89,108] oraz ze gen kodujgcy enzym GSTP1 moze byé genem
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zaangazowanym w rozwdj astmy [66]. Homozygotycznos¢ GSTP1 Val/Val'®
moze by¢ ochronna w rozwoju nadreaktywnosci oskrzeli i astmy zawodowej
spowodowanej ponad 10 letnig ekspozycjg na diisocyjanian toluenu [71,81]

Mutacja w genie GSTP1, powodujgca podstawienie 105 lle —Val
(313A>G), moze tez by¢ powigzana z patogeneza przewlektej obturacyjnej
choroby ptuc lub rozwojem rozedmy ptuc. Homozygotycznosc lle/lle™®
charakteryzuje mniejszg zdolno$¢ do biotransformacji ksenobiotykow
kancerogennych obecnych w dymie tytoniowym i jest czestsza u ludzi chorych
na POCHP [50]. Homozygoty Val/Val'® posiadajg wieksza zdolnos$é¢ do
metabolizowania niektorych aromatycznych epoksydéw, ale sg bardziej
narazone na ryzyko zachorowania na raka ptuc [42,50,58,125]. Polimorfizm
313A>G GSTP1 moze byc¢ tez powigzany z wystgpieniem raka piersi [24], ptuc
[109] a takze pecherza moczowego u palaczy [37,42].

Polimorfizm genu GSTM1 typu delecyjnego null polega na usunieciu
fragmentu genu, co powoduje brak powstawania jego produktu biatkowego i
brak aktywnosci enzymu. Polimorfizm ten, podobnie jak GSTT1 null nie jest
powigzany z rozwojem astmy, atopig czy nadreaktywnoscig oskrzeli [31].
Delecja genu GSTM1 jest czestsza u chorych z ostrg postacia POCHP [14].
Zauwazono takze, ze delecja ta jest czesciej powigzana ze wzrostem
zachorowania na przewlektg obturacyjng chorobe ptuc w populacji biatej (40-
50%) [58].

S-transferaza glutationu Mu jest enzymem, ktéry katalizuje reakcje
eliminacji izotiocyjanianu (rodanku) z organizmu. Zwigzek ten w normalnych
warunkach bardzo szybko ulega biotransformacji. Zauwazono jednak, ze u
osbéb z zawodowg ekspozycja, u ktdrych wystepuje delecjia GSTM1 null/null
pojawia sie efekt ochronny izotiocyjanianu. Moze to by¢ zwigzane z tym, ze

izotiocyjanian hamuje kancerogeneze w ptucach [4,65].

Delecja genu GSTM1 null, zwtaszcza w powigzaniu z delecjg GSTT1
null i polimorfizmem CYP1A1 moze powodowac wzrost ryzyka zachorowania
na rézne typy raka ptuc u ludzi, ktérzy natogowo palili tyton [20,41,74,78] lub
przebywali w najbardziej uprzemystowionych regionach Polski (np.: Slask) [9].
WSsrod kobiet, ktore nie pality tytoniu, ale byty narazone na dziatanie zwigzkow

zawartych w dymie tytoniowym, mozna takze zauwazy¢ zaleznos¢ miedzy
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delecjag GSTM1 null/null a ryzykiem zachorowania na raka ptuc [3]. Brak
enzymu GSTM1 nie tylko moze by¢ zwigzane z rozwojem raka ptuc, moze
takze by¢ waznym czynnikiem ryzyka rozwoju raka skory [43,109] i pecherza
moczowego [102]. Potaczenie polimorfizmu S-transferazy glutationu Mu i
Theta moze by¢ przyczyng wystgpienia wiencowej choroby serca u palaczy
[37]. Nie zauwazono zwigzku pomiedzy polimorfizmem GSTM1 i GSTT1 a

wystepowaniem raka jajnika [18], a takze raka piersi [33,64].

1.6 GLUTATION

Glutation (GSH) jest trojpeptydem zbudowanym z vy-glutamylo-
cysteinylo-glicyny (H-y-Glu-Cys-Gly-OH) (Rys 1). Wystepuje on w komodrkach
w bardzo wysokim stezeniu 0,5-10 mM. Do funkciji biologicznych, ktére spetnia
GSH naleza:

1. ochrona komérek przed uszkodzeniami pod wptywem utleniania,

2. transport aminokwaséw i synteza biatek, kwasdéw nukleinowych,
leukotriendw i prostaglandyn,
regulacja aktywacji enzymow i odpowiedzi immunologicznej,
magazynowanie cysteiny,
zachowanie homeostazy komdrkowej,

detoksyfikacja organizmu z jondéw zelaza, toksyn, ksenobiotykow,

N o o koW

regulacja ekspresji gendéw [77, 88, 124].
] |

CH,— C— N— CH— C— N— CH,— COOH

| H | H

CH, CH,

| |
H—C —NH, SH

COOH

Rysunek 1 Budowa chemiczna glutationu.

Utlenianie GSH prowadzi do powstania formy utlenionej GSSG albo

dwusiarczku GSH (RSSG). Wszystkie trzy formy moga istnie¢ w komorkach
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jednoczesnie, ale w normalnych warunkach istnieje przewaga formy
zredukowanej GSH (90%) nad utleniong (GSSG i RSSG po 5%).

Y— Glu— C|ys —Gly

S
| + NADPH + H' & y—Glu—Cys—Gly + NADP*
S
| SH
y— Glu— Cys — Gly
glutation utleniony glutation zredukowany

Rysunek 2 Przemiany glutationu.

GSH w komérce wystepuje najobficiej w cytoplazmie i mitochondriach,
ale mozna go tez stwierdzi¢ w ptynach ustrojowych takich jak osocze, zof¢,
poptuczyny oskrzelikowo-ptucne (BALF). U szczurdow najwyzsze stezenia
tkankowe GSH wykazano w watrobie, mézgu, nerkach, sercu [88] a takze w
ptucach, zwtaszcza w nieorzesionych komérkach oskrzelikowych (Clara cells).
Wystepowanie tak obfite w ptucach i watrobie moze byé zwigzane z gtéwng
rolg jaka petni GSH, czyli z detoksyfikacjg komdrek z ksenobiotykéw [84,127].

W komérce GSH powstaje na drodze tzw. ,cyklu y-glutamylowego”. Jest
on dwuetapowy i do jego przeprowadzenia niezbedna jest odpowiednia ilos¢
ATP. Pierwszy etap wymaga obecnosci enzymu syntazy gamma-glutamylo-
cysteiny (zwanego tez ligazg glutaminiano-cysteinowg). W drugim etapie
reakcji bierze udziat syntaza glutationu, ktéra dotacza glicyne do powstatej w
pierwszym etapie 7y-glutamylo-cysteiny. Substratami potrzebnymi w tych
reakcjach sa: L-glutaminian, L-cysteina i glicyna. Reakcje te zachodzg w
cytoplazmie [124]. GSH moze by¢ produkowany przez makrofagi, limfocyty,
fibroblasty oraz komérki nabtonkéw do przestrzeni pozakomodrkowej dzieki
transportowi aktywnemu. Stezenia GSH w osoczu sg jednak znacznie nizsze
od poziomdéw komorkowych, nie mniej jednak zdarza sie, ze komorki czerpig
glutation z osocza zwtaszcza gdy jego stezenie w cytoplazmie znacznie sie
obnizy. Bardzo czesto ma to miejsce w ptucach, gdzie braki GSH w
komorkach, wykorzystanego do detoksyfikacji ksenobiotyku, sg uzupetniane
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przez GSH transportowany aktywnie z osocza. Nalezy jednak pamietac, ze
okres péttrwania glutationu w osoczu jest bardzo krotki i wynosi okoto 1,6
min.[88]. Pomimo tego, ze glutation powstaje w cytoplazmie komorki, jego
biodegradacja odbywa sie w przestrzeni miedzykomdrkowej. Glutation jest
katabolizowany przez enzymy:

a) y-glutamylotranspeptydaze, ktéry rozktada GSH do cysteinyl-

glicyny i glutaminianu,
b) dipeptydaze, ktory przeprowadza reakcje rozpadu cysteinyl-
glicyny do glicyny i cysteiny.
Wszystkie te produkty moga by¢ ponownie absorbowane do wnetrza komorki i
moga postuzy¢ do produkcji nowych czasteczek glutationu [124]. W
komorkach zawsze istnieje bilans pomiedzy produkcjg a zuzyciem GSH.
Regulacja biosyntezy glutationu odbywa sie na poziomie enzymu

syntazy gamma-glutamylo-cysteiny, biorgcego udziat w powstawaniu GSH.
Region promotorowy tego enzymu bogaty jest w elementy cis-regulatorowe,
miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych Sp-1, TRE, AP-2, NF kB, EpRE
(electrophile response element) czesto zwanego ARE (antioxidant response
element). Synteza GSH moze byc¢ regulowana przez wiele substancji. Jedng z
substancji, ktéra pobudza komdrki do produkcji GSH jest 4HNE (4-
hydroxnonenal). Jest to reaktywny aldehyd, ktéry w warunkach fizjologicznych
produkowany jest w odpowiedzi na zakazenie i rozne substancje zwarte w
zanieczyszczonym powietrzu (np.: ozon, NO,). Stymulacja komoérek do
produkcji GSH przez 4HNE odbywa sie poprzez aktywacje $ciezki kinaz
Janusa (JNK), a co za tym idzie powstanie czynnika transkrypcyjnego AP-1
wskutek fosforylacji biatek rodziny Jun: c-Jun i JunB. Powstaty AP-1 wigze sie
do elementéw TRE w rejonie paromotorowym enzymu niezbednego do
produkcji GSH. Fosforylowane biatka Jun moga takze powodowac
powstawanie czynnika transkrypcyjnego dziatajacego na wspomniany element
EpER przy udziale innych biatek [22].
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1.7 GEN OPORNOSCI WIELOLEKOWEJ MDR1 (MULTIDRUG
RESISTANCE PROTEIN 1)

MDR1 (ABCB1) jest genem kodujacym biatko P-glikoproteine (PGP).
Biatko to nalezy do superrodziny transporteréw btonowych ABC, ATP-
zaleznych. U ludzi jest okoto 48 rodzajow takich transporterow [104]. Moga
by¢ one obecne zarowno w btonie komérkowej jak i w btonach
wewnatrzkomorkowych. Gtéwna rolg ABC transporteréw jest przenoszenie
réznych substanciji, ktorymi moga byc¢: jony, cukry, aminokwasy, glikany,
peptydy, proteiny, fosfolipidy, rézne toksyny, a takze leki.

Istnieje 7 podrodzin ABC transporteréw:
a) ABC1 (12 przedstawicieli),
MDR/TAP (11 przedstawicieli),
MRP/CFTR (12 przedstawicieli),
ALD (4 przedstawicieli),
OABP (1 przedstawiciel),
f) GCNZ20 (3 przedstawicieli),
g) White (1 przedstawiciel).
Okazuje sie, ze u ludzi najwiecej biatek nalezy do podrodzin MDR/TAP oraz
MRP/CFTR, ktérych gtbwnym zadaniem jest transport ksenobiotykéw. Dlatego
tez z duzym zainteresowaniem bada sie produkt genu MDR1 P-glikoproteine
(PGP). Jej gtébwna funkcja polega na ochronie komoérek przed potencjalnie
toksycznymi substancjami, ktére obecne sg np. w pozywieniu [104]. Okazuje
sie, ze razem z enzymami metabolizujgcymi ksenobiotyki (np.: cytochrom
P450 3A4, CYP3A4), PGP jest jednym z wazniejszych mechanizméw
ochronnych przeciwko potencjalnie toksycznym sktadnikom pozywienia.
P-glikoproteina dziata poprzez:
a) ograniczanie wchtaniania do organizmu lekdéw przyjmowanych
drogag pokarmowa,
b) eliminacje lekéw z krwi do zéfci i moczu,
c) ograniczenie penetracji leku znajdujgcego sie w krazeniu do

mdzgu, jader, limfocytéw oraz przez tozysko do ptodu [29].
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Produkt genu MDR1 obecny jest w wielu tkankach, w tym w:
a) jelicie cienkim, grubym
b) nerkach,
c) makrofagach, komérkach dendrytycznych, limfocytach T i B,
PBMC,
d) nadnerczach,
e) watrobie,
f) komdrkach s$rodbtonka naczyh witosowatych mézgu, jader i
fozyska [51,59,75,118].
Substratami P-glikoproteiny mogg by¢: leki nasercowe (digoksyny), inhibitory
proteaz HIV, leki przeciwnowotworowe, immunosupresyjne (np. cyklosporyna),
antagonisci P-adrenoceptora oraz antybiotyki. PGP pierwszy raz zostata
opisana w komdrkach nowotworowych, ktére wykazywaty oporno$¢ na
dziatanie wielu lekdw przeciwnowotworowych - opornos¢ wielolekowg - w
zwigzku z jej duzg ekspresja.

Gen kodujacy P-glikoproteine (MDR1) znajduje sie na ramieniu dtugim
chromosomu 7 (7g21). Sktada sie on z 28 eksondéw i koduje polipeptyd
wielkoscii 1280 aminokwasow i masy okoto 170 kDa. Przechodzi on przez
btone siedmiokrotnie oraz ma miejsca wigzania ATP [49]. Wiekszo$¢ mutacji
wystepujacych w genie MDR1 dotyczy gtownie domen btonowych 5,6,11,12,
czyli tych ktére sg odpowiedzialne za specyfike substratowg [104]. Znanych
jest tez wiele polimorfizméw genu kodujacego P-glikoproteine. Sposréd nich
tylko ten w pozycji 3435 tancucha nukleotydowego, polegajacy na zamianie
cytozyny na tymine, jest wigzany ze zmniejszong ekspresjg P- glikoproteiny.
Polimorfizm 3435C>T w eksonie 26 jest mutacjg synonimiczng, nie
powodujacag zamiany izoleucyny w pozycji 1145 tancucha aminokwasowego.

Opisano rdznice etniczne czestosci wystepowania alleli polimorfizmu
MDR1 3435 C>T. U Europejczykow i biatych mieszkancéw Ameryki czestosc
alleli C i T jest podobna (okoto 50%). U ludnosci Afrykanskiej allel T wystepuje
rzadziej niz 6%. Genotyp TT zwigzany jest ze zmniejszona ekspresjg P-
glikoproteiny, zas CC zwigzany jest ze zwiekszong jej ekspresjg. Czestsze
wystepowanie wariantu 3435CC u ludnosci Afrykanskiej usituje sie wigzac z
tym, ze ludnos¢ ta jest narazona na czestsze wystepowanie zakazen

jelitowych wywotanych bakteriami i wirusami. Jak sie okazuje, osoby bedace
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homozygotami CC skuteczniej eliminujg substancje, ktére mogg nasilac¢
objawy zatrucia pokarmowego [49,104]. Zauwazono takze, ze istnieje zwigzek
pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu 3435 C>T, a stezeniem w surowicy
leku digoksyny. Okazuje sie, ze osoby o genotypie CC majace wiekszg
ekspresje P-glikoproteiny, osiggaja mniejsze stezenie leku w surowicy. U
homozygot TT ekspresja PGP w nabtonku jelit jest obnizona, a stezenie leku
w surowicy wzrasta [48,123].
Polimorfizm MDR1 3435 C>T moze by¢ powigzany z wystepowaniem

niektorych chordb, takich jak:

a) rak jelita grubego,

b) ostra biataczka limfoblastyczna u dzieci,

c) stany zapalne jelita grubego,

d) rak nerki,

e) padaczka lekooporna,

fy HIV,

g) chorobia Parkinsona [29,30,45,59].
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Kliniczne testy prowokacyjne majace na celu ustalenie czy chory cierpi na
astme z nadwrazliwoscig na aspiryne (AlA), czy tez dobrze toleruje
niesteroidowe leki przeciwzapalne (ATA) nadal nie sg wykonywane w wielu
osrodkach. Przeprowadzanie préb aspirynowych u chorych na astme wymaga
dobrego zaplecza medycznego i jest czasochfonne. Dlatego ciggle sg
poszukiwane markery biochemiczne, dzieki ktérym rozpoznanie AIA mozliwe
bytoby na podstawie badania laboratoryjnego.

Wiadomo, ze chorzy na AIA produkujg znacznie wiecej leukotrienéw
cysteinylowych. Dlatego tez w celu rdznicowania astmy, a takze dla
oszacowania zdolnosci do ich biosyntezy, moze postuzy¢ metoda pomiaru
stezen leukotrienéw cysteinylowych produkowanych przez izolowane
leukocyty z krwi obwodowej pacjentéw. Zalezy ona zapewnie od czynnikow
warunkowanych genetycznie — polimorfizmow, oraz od dostepnosci
substratow — kwasu arachidonowego i glutationu. W$réd genow, szczegolnie
atrakcyjne wydajg sie te wigzane funkcjonalnie z podatnoscig na astme
oskrzelowa.

Celem pracy byto :

1. Ustalenie czestosci wystepowania wybranych wariantéw allelicznych
dla gendéw kodujacych:
a) S-transferaze glutationu (GST) P1i M1,
b) P-glikoproteine 1 (transporter odpowiadajacy za wielolekowg
opornos¢ - MDRY1),
c) syntaze leukotrienu C4
u chorych na astme oskrzelowa, przewlektg obturacyjng chorobe ptuc
(POCHP) i u oséb zdrowych, oraz zbadanie czy polimorfizmy te znajduja

sie w rownowadze genetycznej.
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2. Poréwnanie czestosci wystepowania funkcjonalnych wariantéw '%° Val
dla GSTP1 i null dla GSTM1 u chorych na astme tolerujgcych aspiryne
(ATA), wrazliwych na aspiryne (AIA) oraz u chorych na POCHP.

3. Zbadanie korelacji polimorfizmow GSTP1, GSTM1 =z atopig i

parametrami czynnosci ptuc.

4. Zbadanie wptywu polimorfizméw GSTP1, GSTM1, MDR1 i LTC,S na
biosynteze leukotrienéw cysteinylowych (LTC4, LTE4) u chorych na
astme oskrzelowa, w modelu aktywowanych leukocytow izolowanych z

krwi obwodowe;.
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3. MATERIALY | METODY

3.1 OSOBY BADANE

3.1.1 GRUPA CHORYCH

W badaniach wzieto udziat 665 chorych, w tym 113 chorych na astme
aspirynowg (AlA), 286 chorych na astme dobrze tolerujgcych aspiryne (ATA),
56 0s6b chorych na przewlektg obturacyjng chorobe ptuc (POCHP) oraz 210
os6b zdrowych. Przedziat wiekowy u chorych na astme wynosit 17-81 lat, u
chorych na przewlektg obturacyjng chorobe ptuc wynosit 44-83 lata. W grupie
AIA byto 76 kobiet i 37 mezczyzn, w grupie ATA byto 184 kobiet i 102
mezczyzn, zas w grupie POCHP byta znaczna przewaga mezczyzn 49 do 7
kobiet. Wszyscy pacjenci ktérzy brali udziat w badaniu znajdowali sie pod statg

opiekg ambulatoryjng Il Katedry Chorob Wewnetrznych w Krakowie (Tabela 3)

3.1.2 GRUPA KONTROLNA

Grupe kontrolng stanowito 210 os6b w przedziale wiekowym od 17-82
lat. Cze$¢ kontroli stanowili zdrowi ochotnicy rekrutowani sposréd
pracownikow Il Katedry Chorob Wewnetrznych UJ w Krakowie. Dodatkowo do
kontroli wtgczono prdbe populacyjng losowo wybranych mezczyzn i kobiet
dzielnic: 11, V, IX, XI i Xlll miasta Krakowa. Grupe kontrolng stanowito 107
kobiet i 103 mezczyzn (Tabela 3).

Badanie przeprowadzono po uzyskaniu zgody Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie (nr KBET/365/B/2003).
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Tabela 3 Charakterystyka chorych biorgcych udziat w pierwszym etapie

badan.

46,2+14,1 46,7+11,6 | 46,5+14,6 |66,7+10,7|49,4+17,81
260/139 76/37 184/102 7/49 107/103
178,8+216,5| 136,27+180,44 | 201+230,5 — 81,4+153,4
399 113 286 56 210
399 113 286 56 210
194 96 98 — 100

*Wartosci srednie + odchylenie standardowe (SD).

3.2 METODYKA

3.2.1 PLAN BADAN

Badania byty przeprowadzane w dwdch etapach.
Pierwszy etap polegat na zebraniu grupy 665 osdb, w tym chorych na astme
(AIA) i (ATA), przewlektg obturacyjng chorobe ptuc (POCHP) oraz zdrowe;j
kontroli. Osoby te poddano diagnostyce molekularnej polegajacej na
genotypowaniu poszczegodlnych polimorfizmdéw. Dla catej grupy byty to analizy
genotypowania genow GSTP1 i GSTM1. Dodatkowo u 304 oséb (100 oséb
kontroli, 96 ATA i 98 AIlA) przeprowadzono analize genotypowania genu

MDR1 (Tabela 3).

Drugi etap polegat na tym, ze na podstawie genotypowania GSTP1
wylosowano z poszczegoélnych grup tacznie 74 osoby o genotypach GSTP1
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AA, AG, GG. Osobom tym pobierano krew i przeprowadzono eksperymenty
majace na celu pomiar produkcji leukotrienéw cysteinylowych (LTC4 i LTE4 w
pg/mL) w zawiesinie leukocytéw krwi obwodowej. Produkcja CysLTs mierzona
byta w nadsaczach metodg ELISA. Dodatkowo, w celu weryfikacji tych
zwigzkow w mierzonych immunoenzymatycznie probkach, u czesci osob
sprawdzono rzeczywistg obecnos¢ leukotrienow Cs4, D4 i E4 W nadsaczach
hodowlanych przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej w
potaczeniu ze spektrometrig mas (LC-MS). W przypadkach tych oznaczono
rowniez poziom glutationu (GSH) w nadsaczach hodowlanych (u niektérych
pacjentéw takze w surowicy) metodg HPLC. U 103 os6b, w tym u wszystkich
pacjentéw badanych w drugim etapie, przeprowadzono genotypowanie w
kierunku polimorfizmu genu kodujgcego syntaze leukotrienu C4 (LTC4S) w celu
sprawdzenia jej ewentualnego wptywu na produkcje leukotrienéw
cysteinylowych.

Wszyscy badani w dniu pobrania krwi do izolacji leukocytéw mieli
wykonang spirometrie oraz oznaczong morfologie krwi wraz z obrazem
odsetkowym krwinek biatych a takze zbadany poziom IgE. Chorzy na astme
(ATA, AIA) mieli wykonane wcze$niej udokumentowane testy w kierunku
rozpoznania astmy, obejmujace punktowe testy skérne z pospolitymi
aeroalergenami, w przypadku AIA mieli takze wykonane doustne lub wziewne

préby prowokacyjne z kwasem acetylosalicylowym. (Tabela 4).
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Tabela 4. Charakterystyka kliniczna i laboratoryjna oséb biorgcych udziat w

drugiej czesci badan (stymulacja leukocytow krwi obwodowej in

vitro).

46,8+10,9 48+10,1 46+11,3 38,3+10,1
34/11 7/3 27/8 18/11
226+306,2 |185,7+247,7 | 237,3+328,2 | 93,7+174,1
88,9+20,1 82,5+19,8 90,8+20,3 |103,3+14,3
24/11 6/2 18/9 -
861,1+262,5 | 937,5+176,7 | 828,98+289,3 -
8,3+18,6 2,9+5,6 10,1+20,6 —
74 39 35 29
45 10 35 29
35 5 30 23

*Wartosci srednie + odchylenie standardowe.

3.2.2 I1ZOLACJA DNA ORAZ REAKCJA LANCUCHOWA POLIMERAZY

Krew obwodowg osbéb chorych jaki i kontroli pobierano do probdéwek

zawierajacych jako antykoagulant EDTA (NAEDTA). DNA izolowano z
krwinek biatych metodg Chomczynski i Sacchi (DNAzol, Gibco BRL). Do
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petnej krwi pacjentéw dodawano 1/100 objetosci 6% dekstranu w celu
sedymentacji leukocytéw i odstawiano w temperaturze 4°C na okoto 1
godzine. Po tym czasie zbierano bogatokomorkowy nadsacz i wirowano przez
10 min/2000 rpm. Nastepnie zlewano nadsgacz a osad komoérek zalewano 0,4
ml DNAzolu zawierajacego roztwor lizujgcy - izotiocyjanian guanidyny. Catos¢
intensywnie wstrzasano. Po uptynnieniu komoérek, DNA wytrgcano 95%
alkoholem etylowym dodawanym w objetosci 0,2 ml. Wyizolowane DNA
ptukano kilkakrotnie w objetosci 0,5 ml 75% alkoholu etylowego i suszono w
cieplarce w 37°C przez okoto 30 min. Po wysuszeniu, DNA rozpuszczano
350ul wody redestylowanej. Genomowe DNA przechowywano w temperaturze
-20°C — w celu przeprowadzenia reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).

PCR jest metodg enzymatyczng in vitro, stuzacg do powielania krotkich
fragmentéw DNA. Swoisto$¢ tej reakcji polega na uzyciu specyficznych
starterow  (primeréw)  oligonukleotydowych,  ktére  hybrydyzujg =z
komplementarnymi sekwencjami na przeciwlegtych niciach matrycy DNA. Dajg
one poczatek syntezie wybranego fragmentu docelowego. Kazdy cykl reakgciji
PCR sktada sie z kilku etapéw. Pierwszym jest denaturacja wstepna probki
DNA w temperaturze 90-96°C, co daje mozliwo$¢ rozdzielenia sie podwojnej
nici DNA. Nastepnym etapem jest hybrydyzacja (ang. anealing), podczas
ktorej startery wigzg sie z DNA w temperaturze 42-68°C. Elongacja w
temperaturze 72°C prowadzi do kopiowana nici DNA przez termostabilng
polimeraze. Powtarzane cykle denaturacji, hybrydyzacji i elongacji namnazajq
ostateczny produkt amplifikacji w postepie geometrycznym. Po okoto 30-40
cyklach mozna otrzymac¢ nawet okoto miliarda kopii DNA. (Rys 1). Produkty
amplifikacji wykrywa sie, metoda elektroforezy w Zzelu agarozowym z
dodatkiem bromku etydyny, ktéry wnika w czgsteczki DNA. W Swietle UV
rejestruje sie sygnaly w postaci fluoryzujgcych prazkéw w odpowiedniej
odlegtosci od linii startu elektroforezy, przy zachowanej proporcji miedzy

dystansem migracji a iloscig par zasad fragmentu.
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Matryca DNA

PCR

Denaturacja DNA
(1 min, 95°C)

5,/\3,
3’/_\5,

Anealing
(1,5 min, 50-70°C)

1 CYKL

Elongacja
(70°C)

Kolejny
cykl

Rysunek 3 Schemat reakcji PCR. Czerwone strzatki oznaczajg kierunek

przytaczania sie starteréw.
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3.2.3 DIAGNOSTYKA MOLEKULARNA — METODYKA GENOTYPOWANIA
POSZCZEGOLNYCH POLIMORFIZMOW

3.2.3.1 ANALIZA POLIMORFIZMU 313 A>G GENU GSTP1

DNA wyizolowane z leukocytéw krwi obwodowej byto podawane amplifikacji
metodg polimerazowej reakcji tancuchowej (PCR). Polimorfizm 313 A>G
wykrywano ograniczajac fragment genu odpowiednio zaprojektowanymi
starterami. Primery projektowane byly na podstawie opublikowanej sekwencji
genu GSTP1 (GenBank M24485), przy uzyciu programu Oligo wersja 5.0. Do
badan uzywano starteréw o sekwencji GSTP1 5: 5’-CCT GGG CTC TAT GGG
AAG GAC, GSTP1 3: 3- CAA GCC ACC TGA GGG GTA AG. Reakcje PCR
prowadzono w termocyklerze (T3 thermocycler, Biometra) w ponizszym profilu

termicznym:
denaturacja wstepna 94°C 5min
denaturacja 94°C 1 min
annealing 63°C 1 min 30 cykli
elongacja 72°C 1 min
elongacja koncowa 72°C 5 min

Mieszanina PCR byfa przygotowywana w objetosci 20 ul i zawierata:
10 mM Tris-HCI
50 mM KCI
2,5 mM MgCI2
50 ng kazdego startera (GSTP1 5, GSTP1 3)
0,2 mM kazdego z nukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
0,55 j. polimerazy DNA
0,1 ug genomowego DNA

Produkty amplifikacji o dtugosci 198 par zasad (Fotografia 1), trawiono
enzymem restrykcyjnym Aw26l. Tranzycije A—G w pozycji 313 nukleotydu
sekwencji cDNA, wykrywano na podstawie analizy fragmentow restrykcyjnych
(RFLP). Sekwencja nukleotyddw rozpoznawana przez enzym to:
GTCTC(N)1/5). Produktu amplifikacji (6 ul) inkubowano z 2,5 jednostki
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enzymu Aw26l przez kilkanascie godzin w 37°C. Produkty trawienia
rozdzielano na 6% zelu poliakrylamidowym z  wykorzystaniem
zautomatyzowanej elektroforezy i laserowo wzbudzanej fluorescenciji
(ALFexpress DNA Sequencer, Pharmacia Biotech). Do produktow trawienia
dodawano barwnika fluorescencyjnego YOYO-3 o spektrum absorbcji 612 nm,
emisji 631 nm i przeprowadzano rozdziat elektroforetyczny. Barwnik YOYO-3
ma zdolnos¢ wigzania sie z nukleotydami czasteczki dwuniciowego DNA
(interkalacji). Wigzka lasera (helowo-neonowa A=608 nm) wzbudzata
Swiecenie barwnika YOYO-3. Emitowane Swiatto bylo rejestrowane przez
fotodetektory, wzmacniane i przesytane do komputera, w ktérym
zainstalowano oprogramowanie Alfwin i Allelelinks pracujgce w srodowisku
Microsoft Windows. Intensywnosc¢ fluorescencji byta wizualizowana w postaci
krzywej fluorymetrycznej. Homozygoty dzikie o genotypie 313 AA
charakteryzowaty sie obecnoscig jednego prazka o dtugosci 198 par zasad.
Homozygoty zmutowane o genotypie 313 GG posiadaty dwa prazki o
dtugosciach: 107, 91 par zasad. W przypadku heterozygot AG powstajg trzy
prazki o dtugosciach: 91,107,198 par zasad (Fluorogram 1).
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Fotografia 1 Elektroforeza produktéw amplifikacji 313 A>G genu GSTP1 na
zelu agarozowym.

Linia 1 - marker dtugosci pBR322 DNA/Alul,
Linia 2-7 — produkty amplifikacji o dtugosci 198 par zasad,
Linia 8 — kontrola ujemna — brak DNA matrycowego
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Fluorogram 1 Analiza RFLP 313 A>G dla genu GSTP1. Produkty PCR o
dtugosci 198 par zasad trawiono enzymem A/w26l i rozdzielano
na 6% zelu poliakrylamidowym.

Linia 1 — homozygota o genotypie 313AA, obecny 1 fragment
restrykcyjny o dtugosci 198 par zasad.

Linia 2 — homozygota o genotypie 313GG, obecne dwa fragmenty
restrykcyjne o dtugosciach 91,107 par zasad.

Linia 3 — heterozygota o genotypie 313AG, obecne 3 fragmenty
restrykcyjne o dtugosciach 91,107,198 par zasad.

Linia 4 - marker dtugosci pBR322 DNA/Alu/

3.2.3.2 ANALIZA POLIMORFIZMU DELECYJNEGO GENU GSTM1

Polimorfizm w obrebie genu GSTM1 polega na delecji fragmentu genu
o dtugosci 230 par zasad. Poniewaz delecja fragmentu uniemozliwia jego
amplifikacje, co moze mie¢ miejsce takze z innego powodu, degradacji DNA
genomowego, dlatego tez w celu wiarygodnej identyfikacji delecji lub normy
stosowano standard podlegajacy réwnoczasowej amplifikacji fragmentu genu
GSTM4 o dtugosci 158 par zasad. Obecnos¢ tego prazka dowodzita
poprawnos$ci wykonania reakcji amplifikacji i stuzyta za kontrole przy odczycie
homozygotycznej delecji w genie GSTM1. Startery do wykrywania

33



polimorfizmu w obrebie genu GSTM1, jak i pozytywnej weryfikacji
poprawnos$ci genotypowania zaczerpnieto z publikacji [10] i cze$ciowo
zmodyfikowano (Rys. 2). Byty to: GSTM1 5 (P1): 5- CGC CAT CTT GTG CTA
CAT TGG CCG; GSTM1 3 (P3): 3- TTC TTG ATT GTA GCA GAT CA. Starter
antysensowny, specyficzny dla fragmentu genu GSTM4 zaprojektowany zostat
na podstawie opublikowanej sekwencji genu GSTM4 (GenBank X68677) i miat
sekwencje (P2); 8- ATC TTC TCC TCT TCT GTC TC, natomiast starterem
sensownym byt P1, ktéry byt wspdiny dla obu genéw. Reakcje PCR

przeprowadzano w termocyklerze przy ponizszym profilu termicznym:

denaturacja wstepna 94°C 5min

denaturacja 94°C 1 min

annealing 58°C 30 sek. 34 cykle
elongacja 72°C 1 min

elongacja koncowa 72°C 10 min

Mieszanina PCR byta przygotowywana w objetosci 25 ul i zawierata:

10 mM Tris-HCI

50 mM KCI

2,5 mM MgCI2

50 ng kazdego primera (P1, P2, P3)

0,2 mM kazdego z nukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,55 j. polimerazy DNA

0,1 ug genomowego DNA
Produkty amplifikacji byty bezposrednio analizowane technikg elektroforezy w
2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny. Wykrywano sSwiecace
prazki DNA w Swietle lampy UV transiluminatora, sprzezonego z kamera
fotograficzng, drukarkg i komputerem. W Srodowisku Microsoft Windows
postuzono sie oprogramowaniem do wizualizacji i dokumentacji elektroforezy
na zelach agarozowych (ImagerMaster VDS-Pharmacia Biotech). Osoby
majace przynajmniej jeden allel bez delecji (typ dziki), charakteryzuje
obecnos¢ obu produktéw amplifikacji: GSTM1 230 par zasad i GSTM4 158 par
zasad. Przy zastosowaniu tej techniki nie mozna stwierdzi¢ czy jest to
heterozygota czy homozygota dzika. U osdb z delecjg w obu allelach genu

GSTMT1 nie stwierdzano produktu wielkosci 230 par zasad, obserwujgc tylko
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prazek pochodzacy z kontrolnego genu GSTM4 (158 par zasad) (Fotografia
2).

Fotografia 2 Elektroforeza produktéw genotypowania GSTM1 na zelu
agarozowym. Linia 1- marker DNA pBR322 DNA/Alul,

Linia 2, 3, 4 — GSTM1 null/null (delecja),
Linia 5,6,7 — GSTM1 typ dziki,
Linia 8 — kontrola ujemna — brak DNA matrycowego
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delecja 230 pz

Startery: P1 P2 P3

Rysunek 2 Schemat genu GSTM1. Starter P1 jest w eksonie 4, za$ startery
dolne P2 i P3 s3 zlokalizowane w eksonie 5. Startery P1 i P2
przytaczajq sie do genu GSTM4 (standard wewnetrzny), zas
startery P1 i P3 sg specyficzne dla GSTM1 [124].

3.2.3.3 ANALIZA POLIMORFIZMU 3435 C>T GENU MDR1

Przeprowadzono analize dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) dla
polimorfizmu 3435 C>T genu MDR1. Synonimiczng zamiane nukleotydowa,
nie wywotujgcg zmiany sensu kodonu dla izoleucyny w pozycji 1145 tancucha
aminokwasowego wykrywano uzywajgc enzymu restrykcyjnego. Startery
zaprojektowano postugujac sie znang sekwencjg genu MDR1 (GenBank
M29445). Uzywano starteréw o sekwencjach MDR1 5: 5GGC AAA GAA ATA
AAG CGA CT; MDR1 3: 5 ACA TTA GGC AGT GAC TCG ATG AAG.

Reakcje PCR przeprowadzano w nastepujgcych warunkach termicznych:

denaturacja wstepna 94°C 5min
denaturacja 94°C 1 min
hybrydyzacja 63°C 1 min 30 cykli
elongacja 72°C 1 min
elongacja koncowa 72°C 5 min
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Mieszanina PCR przygotowywana w objetosci 20 ul zawierata:

10 mM Tris-HCI

50 mM KCI

2,5 mM MgCI2

50 ng kazdego primera (MDR1 5, MDR1 3)

0,2 mM kazdego z nukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

0,55 j. polimerazy DNA

0,1 ug genomowego DNA
Produkty amplifikacji o dtugosci 200 par zasad trawiono enzymem
restrykcyjnym Bsp143l. Enzym ten rozpoznaje tranzycje C—T w pozycji 3435
nukleotydu sekwencji cDNA (sekwencja cieta przez enzym to [GATC).
Bsp143l rozpoznaje sekwencje allelu prawidtowego (typ dziki).
Do 6 ul mieszaniny PCR dodawano 2,5 jednostki enzymu i inkubowano w
temperaturze 37°C przez kilkanascie godzin. Po tym czasie produkty trawienia
rozdzielano elektroforetycznie w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku
etydyny. U homozygot zmutowanych (TT) obserwowano tylko jeden prazek o
dtugosci 200 par zasad. Homozygoty zdrowe (CC) charakteryzowaty sie
dwoma prazkami o dtugosciach 144 i 56 par zasad, zas heterozygoty (CT)
posiadaty prazki o dtugosci 200, 144, 56 par zasad (Fotografia 3).
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Fotografia 1 Analiza RFLP dla 3435 C>T genu MDR1. Produkty PCR o
dtugosci 200 par zasad trawiono enzymem BSP143l i rozdzielano

na zelu agarozowym.

Linia 1 - marker dtugosci pBR322 DNA/A/u1

Linia 2,3 — homozygota 3435TT, jeden fragment restrykcyjny o
dtugosci 200 par zasad.

Linia 4,5 — homozygota 3435CC, dwa fragmenty restrykcyjne o
dtugosciach 56 i 144 par zasad.

Linia 6,7 — heterozygota 3435CT, trzy fragmenty restrykcyjnye o
dtugosciach 56,144 i 200 par zasad.

Linia 8 - kontrola ujemna — brak DNA matrycowego

3.2.3.4 ANALIZA POLIMORFIZMU-444 A>C GENU LTC4S

Przeprowadzono analize dtugosci fragmentow restrykcyjnych (RFLP)
polimorfizmu regionu promotorowego genu LTC,S, gdzie zamiane -444 A—C
wykrywano dzieki uzyciu odpowiednich starterow o sekwencji: LTC4S 5: 5
CTT CCG CAG AGG AGG GTT TGG; LTC4S 3: 3 TCG TGC CCC TTC CTT
GCC TAG T. Do amplifikacji fragmentu LTC,S zastosowano nastepujace

parametry reakcji:
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denaturacja wstepna 94°C 5min

denaturacja 94°C 1 min

hybrydyzacja 58°C 30 sek. 34 cykle
elongacja 72°C 1 min

elongacja konncowa 72°C 10 min

Mieszanina reakcyjna PCR byta przygotowana w objetosci 25 ul i zawierata:

10 mM Tris-HCI

50 mM KCI

2,5 mM MgCI2

50 ng kazdego primera (LTC4S 5, LTC4S 3)

0,2 mM kazdego z nukleotydow (dATP, dCTP, dGTP, dTTP

0,55 j. polimerazy DNA

0,1 ung genomowego DNA

2% DMSO

Dodatek DMSO do reakcji, pozwalat na obnizenie temperatury

hybrydyzacji DNA. Dzieki temu mozna byto uzyska¢ efektywng denaturacje i
splatanie nici DNA w temperaturze nizszej niz wymagana jest dla danego
fragmentu DNA, przez co zwiekszono wydajnos¢ reakcji.
Po zakonczeniu reakcji PCR do 4 ul mieszaniny zawierajacej fragment o
dtugosci 238 par zasad dodawano 2,5 jednostki enzymu Mspl i inkubowano w
temperaturze 37°C przez kilkanascie godzin. Enzym restrykcyjny rozpoznawat
sekwencie CICGG ktéra nie wystepuje w allelu prawidtowym. Detekcje
powstatych fragmentéw restrykcyjnych w amplifikowanego fragmentu genu
LTC4S przeprowadzano elektroforetycznie w 6% zelu poliakrylamidowym z
wykorzystaniem laserowej analizy fluorescencji, jak to opisano wczesnie;.
Osoby bedace homozygotami (AA) charakteryzowaty sie prazkami o
dtugosciach 153 i 85 par zasad. Homozygoty zmutowane (CC) miaty
fragmenty o dtugosciach 153, 53 i 32 par zasad. Heterozygoty (AC) miaty
wszystkie wymienione prazki (Fluorogram 2).
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Fluorogram 2 Analiza RFLP dla -444 A>C genu LTC,S. Produkty PCR o
dtugosci 238 par zasad trawiono enzymem Msp1 i rozdzielano na
6% zelu poliakrylamidowym.

Linia 1 - marker dtugosci pBR322 DNA/Alut

Linia 2,3 — heterozygota o genotypie -444AC , obecne 4
fragmenty restrykcyjne o dtugosciach 32, 53, 85, 153
par zasad

Linia 4,5 — homozygota o genotypie -444AA, obecne dwa
fragmenty restrykcyjne o dtugosciach 85, 153 par
zasad.

Linia 6,7 — homozygota o genotypie -444CC, obecne trzy
fragmenty restrykcyjne o dtugosciach 32, 53, 153 par
zasad.

Linia 8 - kontrola ujemna — brak DNA matrycowego
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3.2.4 STYMULACJA LEUKOCYTOW KRWI OBWODOWEJ

Z badanej grupy 659 osob o znanym genotypie GSTP1, wybrano 74
osoby (ATA=35: k/m=27/8; AIA=10: ki'm=7/3; kont=29: k/m=18/11). Osoby te
charakteryzowaty sie zdefiniowanymi genotypami GSTP1 (AA, GG lub AG,
Tabela 5). Od o0séb tych pobierano 7 ml krwi zylnej na antykoagulant EDTA w
celu przeprowadzenia stymulacji leukocytéw. Dodatkowo pobierano 2,5 ml
krwi na skrzep w celu oznaczenia poziomu catkowitego IgE w surowicy

metodg nefelometryczng (Behring, Nephelometer Analyzer Il, Niemcy).

Z pobranej krwi, 2 ml zuzyto w celu zbadania morfologii (Sysmex K-
800, Japonia) i wykonania rozmazu recznego. Pozostate 5 ml Kkrwi
wykorzystywano do stymulacji leukocytéw in vitro. Krew tg zalewano 1,25 ml
6% dekstranu w celu sedymentacji krwinek czerwonych i otrzymaniu osocza
bogatokomorkowego. Otrzymane osocze przenoszono do czystej probowki i
wirowano przy 130g przez 10 minut w 4°C. Nastepnie zlewano nadsacz a
znajdujgce sie w osadzie leukocyty zawieszano w 5 ml ptynu hodowlanego
HBSS z dodatkiem 0,1% albuminy wotowej (BSA), interleukiny-3 (IL-3, 20
ng/ml) oraz kwasu arachidonowego (AA 5 uM). Catos¢ inkubowano przez 30
minut w 37°C w cieplarce (Heraeus) gdzie atmosfera wzbogacona byta w CO,
do 5% sktadu gazéw a wilgotnos¢ powietrza wynosita 90%. Po inkubaciji
zawiesine prestymulowanych komoérek (priming) wirowano w warunkach
podanych wyzej i jednokrotnie ptukano 5 ml ptynu HBSS z dodatkiem 0,1%
BSA oraz IL-3. Znajdujace sie na dnie probdwki leukocyty zawieszano
ponownie w 5 ml ptynu HBSS z dodatkiem 0,1% BSA oraz IL-3, mieszano, a
nastepnie rozdzielano po 1ml do 4 dotkbw w 24-dotkowej ptytce
przeznaczonej do hodowli komorek w zawiesinie (Sarstedt, Niemcy). Do
dwoch dotkébw dodawano jonomycyne wraz z kwasem arachidonowym
(0,2mM JON + AA), dwa zas$ zawieraty komorki tylko w obecnosci kwasu
arachidonowego (kontrola, AA). Jonomycyna, ktéra jest bardziej efektywna od
jonoforu wapnia A23187, dodana do hodowli komoérkowych powoduje wzrost
wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia. Wzrost stezenia jonéw wapnia
powoduje natychmiastowg aktywacje wielu uktadow przekaznikowych
komoérki, czego wynikiem moze by¢ np. wzrost iloéci produkowanego LTC,.
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Tak przygotowane ptytki inkubowano w 37°C w cieplarce przez 60 minut.
Nastepnie zawartos¢ dotkdw przenoszono do probowek, ktére znajdowaty sie
na lodzie aby zapobiec degradacji leukotrienéw cysteinylowych. Catosé
wirowano w temperaturze 4°C przez 10 minut przy 14000 obrotéw na minute.
Nadsgacze z hodowli przenoszono do czystych probowek i mrozono w
temperature -80°C do czasu oznaczania stezen leukotriendéw cysteinylowych

(LTC4i LTE,) i poziomu glutationu (GSH), nie dtuzej niz 3 tyg.

Wszystkie czynnosci byty przeprowadzane w warunkach jatowych w komorze

laminarnej Heraus.

Tabela 5 Liczebnosci w poszczegdlnych grupach pod wzgledem polimorfizmu
GSTP1.

3.2.5 OZNACZANIE POZIOMU LTC,4 | LTE4W NADSACZACH
HODOWLANYCH LEUKOCYTOW

Pomiary stezen leukotrienéw cysteinylowych LTC, oraz LTE; w
nadsgczach hodowlanych leukocytow byly wykonane przy uzyciu
komercyjnych zestawdw EIA. Zasada dziatania zestawu w obu przypadkach
jest taka sama i polega na kompetytywnym wigzaniu leukotrienu lub jego
znakowanego acetylocholinesterazg (AchE) analogu (tracera) przez
immobilizowane przeciwciata, a nastepnie enzymatycznej reakcji barwne;.
Zestawy réznig sie miedzy sobg tylko rodzajem przeciwciata; przeciwko LTC4
lub LTE4 i dodawanym standardem wzorcowym. Specyficzno$¢ wigzania LTC4
i LTCs, w zestawie EIA LTC,4 wynosi 100%, za$ wigzania LTD4 i LTDs wynosi
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odpowiednio 46% i 48%. Reakcja polega na wspoétzawodnictwie pomiedzy
wolnym LTC4 lub LTE4 a znacznikiem kompetytywnym o ograniczong ilos¢
przeciwciat. Stezenie znacznika jest zawsze state za$ stezenie wolnych
CysLTs jest rozne, dlatego tez potaczenie tracera z przeciwciatami jest
odwrotnie proporcjonalne do stezenia wolnych CysLTs. Po przeptukaniu ptytki
dodaje sie odczynnika Ellmansa, ktoéry zawiera substrat barwny dla AchE.
Enzymatyczny produkt reakcji jest koloru zéttego a jego absorbancja
odczytywana jest przy dtugosci fali 412 nm. Intensywnos¢ koloru jest
proporcjonalna do ilosci zwigzanego znacznika LTCy4 lub LTE4, co z kolei jest
przeliczane na podstawie krzywej wzorcowej do ilosci wolnego LTC,4 lub LTE4

W oparciu o ponizszy wzor matematyczny (Rys 3).

Absorbancja « [zwigzany LTE4, LTC4 tracer] o< 1/[ LTE4, LTC4]

Dla kazdego pacjenta oznaczano w duplikatach stezenia LTC4 i LTEs W
nadsgczach z hodowli bez stymulacji i po stymulacji. Ze wzgledu na
oczekiwane duze ilosci CysLTs w probkach po stymulacji przed pomiarem EIA
rozcienczano je 10-krotnie, co uwzgledniano w pdzniejszych obliczeniach.
Wszystkie czynnosci podczas nastawiania ptytki byty wykonywane wedtug
instrukcji zalecanej przez producenta zestawu. Dla kazdej ptytki testowej do
oznaczen EIA przygotowywano nowe odczynniki oraz robiono nowg krzywag
standardowg z rozcienczen 1000 pg, 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62,5 pg, 31 pg,
15 pg 7,5 pg. Do pomiaru leukotrienow stosowano po 50 ul nadsaczy z
hodowli leukocytow. Po skompletowaniu reakcji (50 ul znacznika AchE, bufor
oraz przeciwciata przeciwko CysLTs) cato$¢ inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 18 godzin w ciemnosci. Po tym czasie ptytke przeptukiwano
pieciokrotnie we wczesniej przygotowanym buforze zawierajagcym Tween 20 a
nastepnie dodawano 200 ul odczynnika Ellmansa. Odczyt absorbancji prébek
w ptytce przy dtugosci 412 nm przeprowadzano w czytniku kolorymetrycznym
(Bhering EL 311, Microplate Reader, Niemcy), po 60—90 min. inkubacji z
wytrzgsaniem. Wyniki absorbanciji przeliczano na stezenia LTC,4 lub LTE4 przy
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uzyciu krzywej standardowej kompetycji. Obliczenia wykonywano zgodnie z

zaleceniami znajdujacymi sie w instrukcji.

U I

- Biatka blokujace

- Monoklonalne mysie przeciwciata

Acetylocholinesteraza zwigzana z LTC,, LTE, znacznikiem
- Specyficzne przeciwciata przeciwko LTC,, LTE,
- Wolne LTC,,LTE,

-

0\7\«00
o x %
o

¥
*

Y Y Y Y Y

go
Y Y Y Y Y

1. Piytka optaszczona
przeciwciatami monoklo-
nalnymi mysimi i zablo-
kowana odpowiednimi
biatkami

ARRE

i X
2. Inkubacja ze
znacznikiem przeciw-
ciatami albo ze
standardem albo =z
badanymi probkami

ARRE

3. Ptukanie w celu
usuniecia niezwigzanych
odczynnikow

4. Wywotywanie ptytki z
odczynnikiem Ellmans’a

Rysunek 3 Schemat przedstawiajacy przebieg reakcji ELISA wedtug instrukcji

obstugi Leukotriene C4 EIA Kit, Cayman.
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3.2.6 IDENTYFIKACJA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ W
POLACZENIU ZE SPEKROMETRIA MAS (LC-MS)

U losowo wybranych 12 oséb, sposrdod 74 badanych u ktérych
przeprowadzano  stymulacje leukocytéw, zweryfikowano  obecnosc
leukotrienow cysteinylowych LTC4, LTD4, LTE4 w nadsaczach hodowlanych
metoda fizyczng, opartg na wysokosprawnej chromatografii cieczowej i
spektrometrii mas (LC-MS). Metoda ta miata na celu potwierdzenie, ze zwigzki
zmierzone metodag EIA, byly rzeczywiscie leukotrienami cysteinylowymi. Ze
wzgledu na mniejszg czuto$¢ metody - okoto 200pg/1mL ptynu hodowlanego,
do oznaczen stezen CysLTs postuzyty tylko prébki po stymulacji jonomycyna.
Prébki przed rozdziatem poddawano przygotowaniu, ktérego celem byto
oczyszczenie probek poprzez usuniecie zanieczyszczen i wyizolowanie
badanego sktadnika z matrycy biologicznej, oraz jego zageszczenie. Do 0,4 ml
prébki (nadsaczu), przed jej przygotowaniem, dodano leukotrien deuterowany
LTE4-ds w ilosci 5 ng, ktory petnit role wzorca wewnetrznego (internal
standard) w celu kompensacji strat podczas preparatyki. Probke zakwaszano
kwasem octowym do pH 4,0 i naktadano na kolumienke ekstrakcyjng z fazg
statg (sepak C-18 , Bakerbond spe, Baker, USA) potaczong z
podcisnieniowym systemem do filtracji probek Baker spe-12G (Baker, USA).
Kolumienke (sepak) wczesniej kondycjonowano 6 ml metanolu i 5 ml wody
destylowanej. Sepak po natozeniu prébki przemywano woda destylowang (10
ml), nastepnie 50% metanolem (2,5 ml) i n-heptanem (2,5 ml) w celu
wyeliminowania zatrzymanych zwigzkéw polarnych, stabo polarnych i
niepolarnych. Pozostata w sepaku wode starano sie usung¢ przez godzinne
jego suszenie w strumieniu azotu. Nastepnie leukotrieny LTC4, LTE4, LTDa,
orz standard LTE4-d3 zwigzane caty czas z fazg statg wymywano z kolumienki
metanolem (1,5 ml). Rozpuszczalnik ten odparowywano w strumieniu azotu.
Tak przygotowang probke rozpuszczano w 20 ul fazy mobilnej, sktadajacej sie
z metanolu-acetonitrylu—-wody—kwasu octowego (56:24:20:0,1) doprowadzonej
do pH 5,6 przy pomocy amoniaku. Prébke analizowano przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (Surveyor ThermoFinnigan)
potaczonej z spektrometriag mas (LCQ Advantage ThermoFinnigan, LC-MS)
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typu putapka jonowa (ion trap) =z jonizacjg dodatnia, w cisnieniu
atmosferycznym typu ,electrospray”- ESI. Przy tej technice jonizacji powstaje
pozorny jon molekularny [M+H]*. Materiat analizowany w objetosci 10 pul
wprowadzano mikrostrzykawka do petli 5 pl w zaworze szesciodroznym
(reodyna), skad probka byta podawana na kolumne chromatograficzng o
odwroconych  fazach  (Nucleosil C-18  Macherey-Nagel,  Niemcy).
Chromatogram rozwijano w temperaturze pokojowej izokratyczng fazg
mobilng z szybkoscig 0,4 ml/min. Parametry spektrometru mas i jonizaciji
ustalono nastepujgco: napiecie na koncu igly rozpylacza (electrospray) -
4,5kV, stalowg kapilare podgrzano do temperatury 200°C i przytozono do niej
potencjat 60V, napiecie na soczewkach wynosito 50V a na powielaczu
elektronowym 900 V. Przeptyw gazu rozpylajacego, ktérym byt azot ustalono
na 60 jednostek.

Przy analizie prébek wykorzystano mozliwos¢ pracy w systemie tandem
(MS/MS), polegajacym na selektywnej analizie jonéw potomnych, jakg oferujg
spektrometry mas z putapkg jonowg (tandem w czasie). Jony macierzyste
dodatnie, rdzne dla poszczegdlnych leukotriendw (LTCs m/z=626, LTD4
m/z=497, LTE4 m/z=440, LTE4-d; m/z=443) byly fragmentowane przy energii
47% a nastepnie rejestrowano widmo charakterystycznych jonéw potomnych
w zakresach (LTCs m/z=250-650, LTDs m/z=250-500, LTEs m/z=250-450,
LTE4-d3 m/z=250-440). Z takiego widma wybrano dwa jony fragmentacyjne o
najwiekszej intensywnosci, stuzace do ilosciowego oszacowania zawartosci
leukotrienow w prébkach. Dla LTC4 byty to jony m/z=608 i m/z=308, LTD,4 —
m/z=319 i m/z=301, LTE4 m/z=319 i m/z=301, LTE4-d3 m/z=322 i m/z=304.
Czasy retencji kolumny chromatograficznej dla poszczegdlnych leukotrienéw
wynosity odpowiednio LTC4RT=5,05 min, LTD4RT=9,97 min, LTE4RT=11,05
min, LTE4-d3RT=11,01 min.(Wykres 4). Przed oszacowaniem stezenia
leukotrienow cysteinylowych w nadsgczach probek hodowlanych wykonywano
krzywg standardowa. Krzywa ta wykreslona zostata na podstawie znanych
stezen standardu LTC4, LTD4, LTE,4 (5pg, 10pg, 50pg, 100pg, 500pg, 1000pg,
5000pg) i odpowiadajgcych im pdl pod pikami spektrogramu (Wykres 1,2,3).
Otrzymane krzywe standardowe pozwolity na wyliczenie stezen CysLTs w
nadsaczach hodowlanych.
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Wykres 3 Krzywa standardowa dla okreslonych stezen standardu LTE4i odpowiadajgcych im
pol pod krzywymi

47



RT: 0.00-15.99 S 15G

RT:5.79
MA: 117495
MH: 2741
N: 5

2000
1000

NL:2.74E3

m/z= 30753085 F:+ ¢ ESI Full
ms2 6260004000
250.00-650.00]+ m/z=
60756085 NS
Hanka_MSMS_04nov03_01

RT:8.58
MA: 162683
MH: 4904
SN: 70

= 464 753 1037

NL:4.99E3

m/z=3005-3015 F:+ ¢ ESIFull
ms2497.00@40.00]
250.00-500.00]+ m/z=
3185-3195 NS
Hanka_MSMS_04nv03_01

1449

RT:10.08
MA: 198264
MH: 6037
SN: 78

5000

1063

519 577 8 92

NL:6.15E3

miz=3005-3015F:+ ¢ ESI Ful
ms2442.00@40.00
25000-450.00] + m/z=
31853195 NS
Hanka_MSNS_04n0v03_01

1500

RT:10.02
MA: 356844
WH: 9519
SN: 98

5000
478 601 737 848 9%

0

NL:9.61E3

miz=303.5-3045F:+ ¢ ESI Full
ms2442.00@4000]
250.00-450.00]+ miz=
32153225 NS
Hanka_NSVS_04nov03_01

1592

[TTTTTTT T TTTT T T T T I T T[T T TTI T[T TT T[T T T TTIT[TTTT 77T
ot 2 § 4 5 6 7 & 9 0 M 12 1 # 1

Time (min)

Wykres 4 Czasy retencji dla poszczegodlnych leukotrienow.
Wykres 1 — standard LTC,4, RT: 5, 76 min.,
Wykres 2 - standard LTDg4, RT: 8,58 min.,
Wykres 3 - standard LTE4, RT: 10,08 min.,
Wykres 2 - standard LTE4-ds, RT: 10,02 min.,
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3.2.70ZNACZANIE POZIOMU GLUTATIONU W PROBKACH METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGTORAFII CIECZOWEJ (HPLC)

U 58 o0s6b, sposrdod 74 u ktérych przeprowadzano stymulacje
leukocytow izolowanych z petnej krwi obwodowej, oznaczano w nadsgczach
hodowlanych  stezenie glutationu (GSH) metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. Probki przed rozdziatem przy uzyciu HPLC podano
derywatyzacji metodg Mansoor i wsp. [69]. Do 30 ul nadsaczu hodowlanego
dodawano 30 ul 2 M borowodorku sodu (NaBH4) w 0,05M NaOH i inkubowano
przez 5 minut w temperaturze pokojowej w celu redukcji wigzan
dwusiarczkowych. Po strgceniu biatek przez dodanie 60ul 20% kwasu
sulfosalicylowego oraz 100 ul dithioerytrotiolu (DTE), by jego stezenie
koncowe wyniosto 50uM, prébki trzymano na lodzie przez 30 min. Po tym
czasie zawartos¢ wirowano przez 10 min. z szybkoscig 14000 rpm w
temperaturze 4°C. Z otrzymanych nadsaczy pobierano 60 pl i ponownie
dodawano 30 pl 1,4M NaBH; w 0,05M NaOH, inkubowano przez 5 min. w
temperaturze pokojowej. Nastepnie derywatyzowano grupy sulfhydrylowe
przez dodanie 130 ul roztworu sktadajacego sie z 65% DMSO i 35% wody v/v,
i zawierajgcego: 51mM NaCl, 140mM HBr, 50ul 1M N-etylmorfoling (pH=9)
oraz 10ul 20mM monobromobimaine (mBrB) w acetonitrylu. Catosé
inkubowano przez 10 min. w ciemnosci, w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie przerywano reakcje dodajgc 20ul 1,06M kwasu nadchlorowego
(HCIO4). Tak przygotowane probki byly analizowane w systemie HPLC
sktadajgcym sie z: chromatografu Hewlett Packard 1050 z autosamplerem
Hewlett Packard 1100 oraz detektorem fluorymetrycznym (HP Programable
Fluorescence detector 1046A) przy dtugosciach fali wzbudzania 400nm i
emisji 475 nm. Otrzymane dane byly analizowane przy uzyciu
oprogramowania HP ChemStation (HP Vectra Xm). Na kolumne HPLC,
poprzedzong  prekolumng  (C15,0DS-Hypersil, Knauer, Germany),
nastrzykiwano automatycznie po 20ul badanej probki. Temperatura termostatu
kolumny stabilizowata jg w temperaturze 24°C, za$ przeptyw fazy mobilnej

wynosit 1,5 ml/min. Rozdziat probki odbywat sie w buforze A o sktadzie: 1,65%
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wodorotlenku czterobutyloamoniowego, 0,8% kwasu ortofosforowego, 0,25%
kwasu octowego lodowatego i wody (pH=3,85 p). Bufor B zawierat: 20%
acetonitryl, 1,65% wodorotlenek czterobutyloamoniowy, 0,25% kwas octowy
lodowaty, 0,8% kwas ortofosforowy i wode (pH=3,85). Bufor C sktadat sie z
75% acetonitrylu w wodzie. Gradientowy profil elucyjny chromatogramu byt
nastepujacy: 0-13 min, 6-22% B; 13,1-25 min, 22-40% B; 25,1-30 min, 40-75
% B, 30-40 min, 40-75 % B. Po kazdym rozdziale, kolumna byta ptukana przez
5 min buforem C, aby usunaé¢ pézno wymywany materiat fluorescencyjny.
Czas retencji dla glutationu wynosit 32 min (Wykres 6).Przed oznaczaniem
glutationu w nadsgaczach hodowlanych wykonywano krzywg standardowa.
Krzywa ta wykre$lona zostata na podstawie znanych stezen standardu GSH
(10 uM, 50 uM, 100 uM, 1000 uM) i odpowiadajgcych im powierzchni pod
pikami chromatogramu. Wspdtczynnik korelacji dla standardow wynosit
R=0,999 (Wykres 5). Wartosci krzywej zostaty zapisane w programie do
obliczen stezenia, dzieki czemu automatycznie wyznaczono stezenie
glutationu w nadsaczach hodowlanych. Dane te byly weryfikowane na

podstawie wydrukow raportowych.

U 29 os6b sposréd 74 badanych pobrano takze 2,5 ml krwi zylnej
obwodowej na EDTA w celu oznaczenia poziomu GSH w surowicy. Wszystkie
czynno$ci zwigzane z obrébka i rozdziatem probek byty wykonywane zgodnie

z metodykg opisang wyzej.
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Wykres 5 Krzywa standardowa dla poszczegdlnych stezen standardu GSH.
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Wykres 6 Czasy retencji glutationu po rozdziale probki (czerwone strzatki) i
odpowiadajgce im pola pod krzywymi.
Wykres 1- glutation standard 100 uM , RT:32,3 min.,
Wykres 2 - glutation w nadsgczu hodowlanym bez stymulaciji
jonomycyng (AA), RT:32,348min.,
Wykres 3- glutation w nadsgaczu hodowlanym po stymulacji
jonomycyng (AA+Jon), RT:32,307min.,

3.2.8 ANALIZA STATYSTYCZNA

Przeprowadzono obliczenia statystyczne na komputerze IBM PC
korzystajac z programu STATISTICA 6.0, wersja polska. Wyliczono czestosci
genotypowe, czestosci alleliczne i wartosci oczekiwane dla czestoSci
genotypdw na podstawie obserwowanych czestosci allelicznych w kazdej z
badanych grup (ATA, AIA, POCHP, kontrola). Sprawdzono ewentualne
odstepstwa od prawa Hardy’ego-Weinberg'a (p®+2pg+g°=1) testem Chi-

kwadrat. Czestosci alleliczne obliczano wg wzoru:
p=(2AA+Aa)/2N

g=(2aa+Aa)2N

Wartosci oczekiwane obliczano wg wzoru:
AA=p°N

Aa=2pgN

aa=°N

AA- liczba homozygot dzikich

aa- liczba homozygot zmutowanych

Aa- liczba heterozygot

N- catkowita liczba badanych.

Poréwnywano testem Chi-kwadrat réznice miedzy grupami (AIA vs Kontrola,
ATA vs Kontrola, Astma vs Kontrola) w zakresie czestosci allelicznych dla
polimorfizméw 313A>G GSTP1, GSTM1, 3435C>T MDR1, -444A>C LTC,S.
Dla 74 oséb, od ktérych pobierano krew do stymulacji leukocytéw in vitro,
testowano réznice miedzy srednimi dla: stezen LTC4, LTE4 i GSH; wyjsciowo i
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po stymulacji w zaleznosci od genotypu A313G GSTP1, A-444C LTC4S,
C3435T MDR1 w kazdej grupie. W tym celu postuzono sie testem
nieparametrycznym rang-U Mann- Whitney’a. Sprawdzono takze w kazdej z
grup zaleznoéci miedzy stezeniami LTC,4, LTE4 wyjsciowo i po stymulacji a:
FEV1%, IgE catkowitym, leukocytoza, eozynofilg i stosowanymi dawkami
steroidow doustnych i wziewnych, wykorzystujac analize wariancji (ANOVA).
Korelacie miedzy stezeniami LTCs4, LTEs oraz GSH w probkach
niestymulowanych i po stymulacji badano w grupach nieparametryczng
metodg rang Spearmana.

lloraz szans wystapienia astmy lub POCHP oraz przedziat ufnosci (5-

95%) obliczono za pomocg programu StatsDirect.
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4. WYNIKI

Przeprowadzono genotypowania w kierunku GSTP1 i GSTM1 u 665
os6b, w tym 113 chorych na astme z nadwrazliwoscig na aspiryne (AlA), 286
chorych na astme tolerujacych aspiryne (ATA), 56 chorych na POCHP.
Zdrowg kontrole stanowito 210 o0sOb. Liczebnosci wystepowania
poszczegolnych genotypdw GSTP1i GSTM1 u chorych na astme oskrzelowa,
przewlektg obturacyjng chorobe ptuc oraz u oséb zdrowych przedstawiono w

Tabeli 6.

Tabela 6. Liczebnosci wystepowania polimorfizméw GSTP1 i GSTM1 w
badanych grupach, w nawiasach podano procentowy udziat
poszczegdlnych genotypow.

72 (52,6%) 65 (47,4%) 137 (47,9%)
AG 61 (49,6%) 62 (50,4%) 123 (43,0%)
GG 14 (53,8%) 12 (46,2%) 26 (9.1%)

AA 27 (42,2%) 37 (57,8%) 64 (56,6%)
AG 22 (53,7%) 19 (46,3%) 41 (36,3%)
GG 4 (50%) 4 (50%) 8(7,1%)

AA 10 (37%) 17 (63%) 27 (48,2%)
AG 7 (36,8%) 12 (63,2%) 19 (33,9%)
GG 3 (30%) 7 (70%) 10 (17,9%)
AA 44 (46,8%) 50 (53,2%) 94 (44,8%)
AG 42 (44,2%) 53 (55,8%) 95 (45,2%)
GG 12 9 (57,2%) 9 (42,8%) 21 (10%)
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U 294 osob, w tym 96 chorych na AIA, 98 chorych na ATA oraz 100 oséb
zdrowych, zbadano polimorfizm MDR1 3435C>T. U 103 oséb (AIA=39,
ATA=35, kontrola=29), oznaczano réwniez polimorfizm syntazy leukotrienu C,.
Dla wszystkich badanych polimorfizmdéw obliczono czestosci genotypowe i

alleliczne w poszczegolnych grupach.

a) POLIMORFIZM S-TRANSFERAZY GLUTATIONU P1

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic miedzy czestosciami
obserwowanymi a oczekiwanymi genotypow tranzycji 313A>G w zadnej z
badanych grup. Wyniki testéw odchylenia od prawa Hardy’ego-Weinberga byty
niezamienne i wynosity: w grupie AlA (x°=0,218, df=2, p=0,89), ATA (x?=0,09,
df=2, p=0,95), POCHP (x2=3,57, df=2, p=0,17) oraz u kontroli (X2=0,2, df=2,
p=0,90) (Tabela 7). Czestos¢ allelu zmutowanego 313G byta podobna we
wszystkich grupach i wynosita dla: ATA g=0,31, POCHP g=0,35, kontrola
g=0,33. Wyjatkiem byta grupa AlA, w ktorej q=0,25 i byto nizsze w porownaniu
do kontroli, jednakze réznica miata jedynie charakter trendu statystycznego.
Doktadny rozktad czestosci alleli A i G dla GSTP1 w poszczegdlnych grupach
obrazuje Wykres 1. Przeprowadzono poréwnania czestosci genotypdéw miedzy
chorymi a grupg zdrowych (AIA vs. kontrola, ATA vs. kontrola, POCHP vs.
kontrola i Astma vs. kontrola). Nie obserwowano istotnych réznic w

czestosciach genotypowych (Tabela 8).
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Tabela 7 Czestosci obserwowane genotypéw GSTP1 w poszczegdlnych
grupach. W nawiasach podano wartosci oczekiwane i czestos¢
genotypowag w %

113 64 M 8
(61,8; 56%) (41,8; 37%) (7,06; 7%) 0,25 p=0,89

286 137 123 26
(136,1; 47,9%) | (122,3;43%) | (27,5;9,1%) | 0,31 p=0,95

210 94 95 21
(94,3; 44,8%) | (92,8;45,2%) | (22,8;10%) | 0,33 p=0,90

56 27 19 10
(23,6; 48,2%) | (25,48;33,9%) | (6,86;17,9%) | 0,35 p=0,17

0,8

GSTP1

AIA ATA POCHP KONTROLA

Wykres 1 Wykres przedstawiajacy czestosci alleli Ai G w GSTP1 w badanych
grupach
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Tabela 8 Poréwnanie czestosci genotypowych dla grup AlA vs. kontrola, ATA
vs. kontrola, POCHP vs. kontrola oraz Astma vs. kontrola.

| b
4,215 0,12
0,49 0,77
3,77 0,15

1,8 0,41

b) POLIMORFIZM S-TRANSFERAZY GLUTATIONU M1

Nie obserwowano istotnych réznic w czestosci genotypow typu dzikiego

(norma) GSTM1 i delecji GSTM1null/null w badanych grupach (Tabela 9 i
Wykres 2). Polimorfizm ten okazat sie jednak czestszy w grupie POCHP, w
ktérej wariant delecyjny GSTM1 osiagnat najwyzszg czesto$¢ 64,3%
GSTM1null/null w poréwnaniu z kontrolg (x2=2,15, df=1, p=0,14).
Podobnie, jak dla GSTP1, pordwnano czestosci genotypowe GSTM1 miedzy
grupg chorych a grupg oséb zdrowych (AIA vs. kontrola, ATA vs. kontrola,
POCHP vs. kontrola i Astma vs. kontrola). Nie obserwowano istotnych réznic
miedzy grupami (Tabela 10).

Tabela 9 Czestos¢ genotypow GSTM1: formy dzikiej (norma) oraz delecji
null/null.

147 139

(51,40%) (48,60%) 286
53 60

(46,90%) (53,10%) 113
98 112

(46,60%) (53,30%) 210
20 36

(35,70%) (64,30%) 56

57



70

GSTM 1(%)

& norma
BN delecja

AlIA ATA kontrola POCHP

Wykres 2 Wykres przedstawiajacy czestosci wystepowania delecji i
genotypow dzikich GSTM1 w poszczegdlnych grupach

Tabela 10 Testy istotnosci réznic dla czestosci genotypowych GSTM1.
Poréwnania grup AlA vs. kontrola, ATA vs. kontrola, POCHP vs.

kontrola oraz Astma vs. kontrola.

z p
0,002 0,9
1,08 0,3
2,149 0,14
0,659 0,42

c) POLIMORFIZM MDR1

Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie miedzy czestoscig
obserwowang a oczekiwang dla tranzycji 3435C>T w poszczegdlnych grupach
badanych (AIA %°=0,66, df=2, p=0,72; ATA %?=0,59, df=2, p=0,74; kontrola
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¥?=1,72, df=2, p=0,42). Rozkfad czestosci genotypéw (CC, CT i TT) tranzyciji
byt zgodny z prawem Hardy’ego-Weinberga (Tabela 11). Wykazano, ze

czesto$¢ allelu T we wszystkich badanych grupach byta podobna i wynosita:
AIA g=0,55, ATA g=0,5 i kontrola q=0,55 (Wykres 3). Poréwnano takze
czestosci genotypowe miedzy grupg chorych a zdrowymi (AIA vs. kontrola,

ATA vs. kontrola, Astma vs. kontrola). Nie obserwowano istotnych rdznic

miedzy czestosciami genotypowymi w grupach (Tabela 12).

Tabela 11 Czestosci obserwowane genotypdw MDR1 w poszczegolnych
grupach. W nawiasach podano wartosci oczekiwane i czesto$¢
genotypu w %

96 22 45 31
(19,8; 22,4%) | (48,7;45,9%) (29,6; 31,6%) 0,55 0,72
96 22 52 22
(24; 22,9%) (48; 54,2%) (24; 22,9%) 0,5 0,74
100 17 56 27
(20,25; 17%) (49,5; 56%) (30,25; 27%) 0,55 0,42
0,6
05 f
0,4 f
E 03 f
=
0,2 f
01t
Il allei C
0,0 B allel T

AIA ATA

kontrola

Wykres 3 Wykres przedstawiajgcy czestosci alleli C i T genu MDR1 w
badanych grupach
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Tabela 12 Testy istotnosci réznic dla czestosci genotypowych polimorfizmu
3435C>T genu MDR1. Poréwnanie grup AlA vs. kontrola, ATA vs.
kontrola oraz Astma vs. kontrola.

£ | e

1,21 0,54
2,09 0,35
1,48 0,5

d) POLIMORFIZM SYNTAZY LEUKOTRIENU C,4

Poréwnanie czestosci genotypowych i allelicznych w poszczegdlnych
grupach nie wykazato réznic istotnych statystycznie miedzy czestosciami
obserwowanymi a oczekiwanymi dla tranzycji -444 A>C (AIA x2=0,12, df=2,
p=0,95; ATA %°=1,52, df=2, p=0,47; kontrola ¥°=0,88, df=2, p=0,64) (Tabela
13). Swiadczy to o braku odchylen od prawa Hardy’ego-Weinberga.
Stwierdzono, ze czesto$¢ allelu zmutowanego .444C jest zblizona w
poszczegolnych grupach i wynosi: AIA g=0,32, ATA g=0,27 i kontrola q=0,33
(Wykres 4). Najmniejszg czestos¢ allelu C stwierdzono w grupie ATA, jednak
réznice nie byty istotne statystycznie (ATA vs. kontrola x?=2,05; df=2; p=0,36,
Tabela 14)

Tabela 13 Czestosci genotypow LTC,S w poszczegdlnych grupach. W
nawiasach podano wartosci oczekiwane i czestos¢ genotypu w %

35 20 11 4 0,27 0,47
(18,1; 57,1%) | (13,6; 31,4%) | (2,55; 11,4%)

39 19 16 4 0,32 0,95
(18;48,7%) | (16,9;41%) | (3,9;10,3%)

29 12 15 2 0,33 0,64
(13;41,4%) | (12,8;51,7) | (3,16;6,9%)
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0,8

LTC,S

&l allel A
B aleiC

AIA ATA KONTROLA

Wykres 4 Wykres przedstawiajacy czestosci alleli Ai C w LTC,S w badanych
grupach

Tabela 14 Pordéwnania czestosci genotypowych polimorfizmu -444 A>C
syntazy leukotrienu C4 dla grup: AIA vs. kontrola, ATA vs.
kontrola oraz Astma vs. kontrola.

£ |

0,83 0,66
2,74 0,25
2,05 0,36

4.1 ASOCJACJE GENETYCZNE BADANYCH POLIMORFIZMOW; ILORAZ
SZANS WYSTAPIENIA ASTMY

Obliczono iloraz szans (OR) wystgpienia astmy lub przewlekiej
obturacyjnej choroby ptuc (POCHP) oddzielnie dla kazdego polimorfizmu w

modelu dominujgcym i recesywnym, w odniesieniu do grupy kontrolnej (dla
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GSTP1, GSTM1 liczacej 210 oséb oraz dla LTC4S liczacej 29 osdb)(Tabela

15). W Zadnym z poréwnan nie stwierdzono istotnego statystycznie ryzyka

zwigzanego z dziedziczonym wariantem genotypu

Tabela 15 Ryzyko wzgledne wystgpienia astmy lub POCHP dla polimorfizmu
GSTP1, GSTM1i LTC,4S:

OR* 0,84 0,76 1,95
(Cl 95%) (0,47-1,48) (0,33-1,73) (0,86-4,44)
OR* 0,79 0,70 0,87
(C 95%) (0,57-1,12) (0,45-1,09) (0,48-1,57)
OR* 1,63 0,89

(Cl 95%) (0,33-8,21) (0,20-3,84) —
OR* 0,63 1,50

(C1 95%) (0,26-1,51) (0,59-3,83) —

OR 0,87 1,57
(Cl 95%) (0,62-1,22) — (0,85-2,89)

GSTP1 OR* dla modelu recesywnego GG vs AG+AA,
GSTP1 OR** dla modelu dominujacego GG+ AG vs AA,
LTC,S OR*dla modelu recesywnego CC vs AC+AA,
LTC,S OR*dla modelu dominujacego CC + AC vs AA,
GSTM1OR

41.1 GSTP1

Obliczony iloraz szans wystgpienia astmy dla polimorfizmu GSTP1 w
modelu recesywnym (GG vs AG+AA) i dominujacym (GG+AG vs AA) nie
potwierdzit protekcyjnego efektu allelu 313G ('* Val).

d) ASTMA vs. KONTROLA

W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w modelu recesywnym
iloraz szans wynidst 0,84 [95%CI: 0,47-1,48], co oznacza mniejsze o 16%
ryzyko wystgpienia astmy u homozygot GG. Wynik ten nie jest istotny
statystycznie. W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w modelu
dominujacym iloraz szans wyniést 0,79 [95%CI: 0,57-1,12], co oznacza iz
obecnos¢ przynajmniej jednego allelu G (GG lub AG) zmniejsza o0 21% ryzyko
wystgpienia astmy. Wynik ten takze nie jest istotny statystycznie.
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e) AlAvs. ATA (ATA JAKO KONTROLA)

W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w modelu recesywnym
iloraz szans wyniost 0,76 [95%CI: 0,33-1,73], co oznacza iz obecnos¢
homozygot GG zmniejsza o 24% ryzyko wystgpienia nadwrazliwosci na
niesteroidowe leki przeciwzapalne (AlA) w porownaniu do ATA. Wynik ten nie
jest istotny statystycznie. W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w
modelu dominujgcym iloraz szans wyniést 0,70 [95%CI: 0,45-1,09], co
oznacza iz obecnos¢ przynajmniej jednego allelu G (GG lub AG) zmniejsza o
30% ryzyko wystgpienia nadwrazliwosci na niesteroidowe leki przeciwzapalne

u chorych na AlA. Wynik ten takze nie jest istotny statystycznie.

f) POCHP vs. KONTROLA

W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w modelu recesywnym
iloraz szans wyniost 1,95 [95%CI: 0,86-4,43], co oznacza wieksze u
homozygot GG 0 95% ryzyko wystgpienia POCHP. Wynik ten nie jest istotny
statystycznie. W przypadku analizy polimorfizmu 313 A>G w modelu
dominujacym iloraz szans wyniést 0,87 [95%CI: 0,48-1,57], co oznacza iz
obecno$¢ przynajmniej jednego allelu G (GG lub AG) zmniejsza 0 13% ryzyko

wystgpienia POCHP. Wynik ten nie jest istotny statystycznie.

4.1.2 GSTM1

Obliczono iloraz szans wystgpienia astmy albo POCHP dla polimorfizmu
GSTM1 u oséb z delecjg (GSTM1 null).

a) ASTMA vs. KONTROLA

lloraz szans wyniést 0,87 [95%CI: 0,62-1,22], co oznacza, ze genotyp
GSTM1 null zmniejsza o 13% ryzyko wystgpienia astmy. Wynik ten nie jest
istotny statystycznie.
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b) POCHP vs. KONTROLA

W przypadku analizy polimorfizmu GSTM1 iloraz szans 1,57 [95%Cl:
0,85-2,89] oznacza iz genotyp GSTM1 null zwigeksza o 57% ryzyko
wystgpienia POCHP. Wynik ten jednak nie jest istotny statystycznie.

41.3 LTC,S

Obliczono iloraz szans wystagpienia astmy dla polimorfizmu LTC,S w

modelu recesywnym (CC vs. AC+AA) i dominujgcym (CC+AC vs. AA)

a) ASTMA vs. KONTROLA

Dla analizy polimorfizmu -444 A>C w modelu recesywnym iloraz szans
wyniost 1,64 [95%CI: 0,33-8,21], co oznacza wieksze 0 64% ryzyko
wystgpienia astmy u homozygot CC. Wynik ten nie jest istotny statystycznie.
W przypadku analizy w modelu dominujgcym iloraz szans wyniést 0,63
[95%CI: 0,27-1,51], zatem obecnos¢ przynajmniej jednego allelu C (CC lub
AC) zmniejsza o 37% ryzyko wystgpienia astmy. Wynik ten jednak takze nie

jest istotny statystycznie.

b) AIA vs. ATA

W analizie polimorfizmu -444 A>C w modelu recesywnym iloraz szans
wyniost 0,89 [95%ClI: 0,20-3,84], co oznacza u homozygot CC mniejsze 11%
spadek ryzyka nadwrazliwosci na niesteroidowe leki przeciwzapalne (AlA) w
porownaniu do ATA. Wynik ten nie jest istotny statystycznie. W przypadku
modelu dominujgcego iloraz szans wynosi 1,50 [95%CI: 0,59-3,80], co
oznacza iz obecnos¢ przynajmniej jednego allelu C (CC lub AC) zwieksza o
50% ryzyko nadwrazliwosci na niesteroidowe leki przeciwzapalne u chorych
na AlA. Wynik ten nie jest istotny statystycznie.
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4.2 CZYNNOSCIOWE BADANIE PLUC | CECHY ATOPII W BADANYCH
GRUPACH

4.2.1 FEV1%

U wszystkich 74 oséb, u ktorych badano produkcje leukotrienow
cysteinylowych, wykonywano spirometrie. Srednie wartosci FEVy; w
poszczegdlnych grupach i odchylenia standardowe przedstawia Tabela 16.
Wykazano analizg wariancji, ze istniejg roznice w srednich warto$ciach FEV;
miedzy grupami (p=0,008). Istotne statystycznie roznice w $rednich
wartosciach FEV; dotyczyly poréwnan ATA vs. kontrola (p=0,04) i AIA vs.
kontrola (p=0,009). W obu przypadkach wyzsze wartosci FEV1 obserwowano
u 0séb zdrowych (Wykres 5).

Tabela 16 Srednie wartosci FEV; i odchylenia standardowe w poszczegélnych

grupach.
GRUPA FEV,
AIA 82,5+20 %
ATA 90,8+20 %
KONT 103,314 %
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Wykres 5 Wartosci FEV oséb badanych w poszczegdlnych grupach.

Sprawdzono, czy w poszczegolnych grupach (AIA, ATA, kontrola)
obecne sg zaleznosci miedzy wartosciami FEV: a genotypem GSTP1.
Rdéznice wartosci FEVy w poszczegdlnych grupach, w zaleznosci od wariantu

polimorficznego GSTP1 nie wystepowaty.

4.2.4 TESTY SKORNE

O atopii Swiadczg réwniez pozytywne wyniki testow skornych ze
swoistymi alergenami. Wykonano je u 25 osob, tych samych, u ktérych
izolowano leukocyty do badan in vitro. W$réd nich 20 byto chorych na ATA i 5
na AIA. W grupie ATA byly: 3 osoby z negatywnymi testami skérnym, 16 z
pozytywnym i jedna ze stabo pozytywnym. W grupie AIA byty 2 osoby z
testami negatywnymi i 3 osoby z testami pozytywnymi. Analizg wariancji nie
wykazano roznic miedzy grupg ATA i AIA w wynikach testéw skoérnych. Nie

obserwowano zwigzku, testem Mann-Whitney’a, miedzy polimorfizmem
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GSTP1 a wynikami testow skdérnych w poszczegolnych grupach. W tym
przypadku wynik moze by¢é spowodowany matg liczbg przeprowadzonych

testow skornych.

4.2.3 POZIOMY CALKOWITE IgE

W grupie 74 oséb (10 AIA, 35 ATA, 29 o0sob kontroli), u ktorych
przeprowadzano stymulacje leukocytow in vitro, zmierzono poziomy IgE
catkowite w surowicy. Srednie poziomy i odchylenia standardowe dla
poszczegolnych grup przedstawia Tabela 17. Testem Mann-Whitney’'a
wykazano znamiennie wieksze poziomy IgE w grupie ATA (p=0,004), a takze
u chorych na astme (AIA+ATA) tacznie (p=0,03) niz u kontroli (Wykres 6).

Tabela 17 Srednie poziomy IgE catkowitego i odchylenia standardowe w
poszczegolnych grupach.

186,7+248

237,3+328

93,7174
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Wykres 6 Poziomy catkowite IgE( Ul/mL) u badanych w poszczegdlnych
grupach.
Sprawdzono testem Manna-Whitney’a, czy réznice dla IgE catkowitego
w obrebie grup zalezg od genotypu GSTP1 (AA, AG, GG). W zadnym z
porownan nie stwierdzono zaleznosci miedzy poziomami IgE a genotypami
GSTP1.

4.3 PRODUKCJA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH

4.3.1 USTALENIE STEZENIA KWASU ARACHIDONOWEGO PRZY
STYMULACJI LEUKOCYTOW

Do badan uzyto kwasu arachidonowego w stezeniu 5 uM. Wybor
takiego stezenia byt nieprzypadkowy. Na podstawie wstepnych
eksperymentéw okazato sie, ze stezenie to jest optymalne w hodowli
leukocytow, nie jest ono dla nich bowiem toksyczne. Jak wynika z
przeprowadzonych hodowli stezenie powyzej 5 pM (hodowla powyzej 24
godz.) moze by¢ toksyczne dla tych komdrek. Stezenie 10-400 uM indukuje
apoptoze, zas powyzej 400 uM wywotuje nekroze [70,85,122]. Na podstawie
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doswiadczen wtasnych z réznymi stezeniami AA w hodowlach leukocytéw od
0s6b zdrowych stwierdzono, ze stezenie 5 uM nie powoduje istotnej produkciji
leukotrieniu C4, W przeciwienstwie do stezenia AA 50 uM (Wykres 7). Celem
stymulacji byto co prawda uzyskanie maksymalnej produkcji LTC,4 przez
leukocyty, lecz dopiero po zastosowaniu jonomycyny i po dostarczeniu do
uktadu eksperymentalnego egzogennego substratu (AA) w statym optymalnym

stezeniu.

1000
800
600

wf | | [

200

LTC, (pg/mL)

== AA
==AA+JON

0 uM 1uM 5uM 10 uM 50 uM
AA (uM/mL)

Wykres 7. Produkcja leukotrieniu LTCs4 w zaleznosci od stezenia kwasu
arachidonowego dodawanego do hodowli leukocytéw izolowanych
od osob zdrowych. Linia zielona przedstawia stezenia LTC4 w
hodowlach bez stymulacji jonomycyng (AA, tylko kwas
arachidonowy) i linia czarna po stymulacji (AA+ JON) ($rednie
wartosci i odchylenia standardowe)
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4.3.2 PRODUKCJA CysLTs MIERZONA METODA EIA | STEZENIA GSH

a) STEZENIA LEUKOTRIENU C,

W badanej 74 osobowej grupie, w ktérej 10 osob byto chorych na AlA, 29
na ATA oraz 29 zdrowych, zbadano stezenie leukotrienu cysteinylowego C4
(LTC4 w pg/mL) wyjsciowo i po stymulacji jonomycyng. Pomiaréw dokonano w
nadsaczach hodowlanych leukocytow izolowanych z petnej krwi obwodowej i
stymulowanych in vitro. Obliczono $rednie i odchylenia standardowe dla
poszczegdlnych grup (AIA, ATA, kontrola) co obrazuje ponizsza Tabela 18
oraz Wykres 8.

Tabela 18 Srednie i odchylenia standardowe stezen leukotrienu LTC,
wyjsciowo i po stymulacji w poszczegolnych badanych grupach
(pg/mL nadsaczu)

50,177

2574,6+1341

41,670 3599,8+2365

61,8+63 3602,6+1549
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4500 '

stezenie LTC4

4000

3500

3000

2500_ 444444444444444444444

pg/mL

2000_ 444444444444444444444

1500_ 444444444444444444444

1000_ 444444444444444444444

500_ 444444444444444444444

ATA

kontrola

[CILTC4 wyjsciowo

T LTC4 po stymulacii

Wykres 8 Stezenia LTC,4 (pg/mL) w poszczegdlnych grupach wyjsciowo i po
jonomycyng. Wykres przedstawia srednie
standardowy srednie;.

stymulaciji

i btad

Sprawdzono testem nieparametrycznym Mann-Whitney’a czy istniejg roznice

pomiedzy stezeniami LTC,4 wyj$ciowo i po stymulacji miedzy poszczegdlnymi

grupami. Obserwowano istotne statystycznie réznice w produkcji LTC4 po

stymulacji porownujac AIA z kontrolg (p=0,041) (Tabela 20). Wieksze stezenia

obserwowano w grupie kontrolnej.

b) STEZENIA LEUKOTRIENU E,

W grupie 74 o0sob, u ktorych przeprowadzano stymulacje leukocytow

oprécz stezenia LTC4 oznaczano poziomy leukotrienu Es wyjsciowo i po

stymulacji jonomycyng. W Tabeli 19 umieszczono Srednie i odchylenia

standardowe w poszczegdlnych grupach ( Wykres 9).
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Tabela 19 Srednie i odchylenia standardowe stezen leukotrienu LTE4
wyjsciowo i po stymulacji w poszczegdlnych badanych grupach
(pg/mL nadsaczu).

14,113

1135,0+602

10,3+13 2992,0+2883

53,8482 3462,3+1625

stezenie LTE4

4000 ' ' L
CILTE4 wyjéciowo
3500_ 44444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 -
T LTE4 po stymulacii
3000_ 444444 -
2500_ 444444 -
-
E 2000_ 444444 -
(@]
o

1500_ 444444 -

1000_ 4444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444444 -

500 e N P————" I o —————— R -

AIA ATA kontrola

Wykres 9 Stezenia LTEs (pg/mL nadsaczu) w poszczegodlnych grupach
wyjsciowo i po stymulacji jonomycyng. Wykres przedstawia
Srednie i btad standardowy Sredniej.

Podobnie, jak w przypadku LTC,4, sprawdzono testem nieparametrycznym
Mann-Whitney’a czy istniejg réznice miedzy grupami w produkcji LTE4
wyjsciowo i po stymulacji. Obserwowano istotne statystycznie réznice w
stezeniach LTE,4 po stymulacji w grupie ATA poréwnujac do kontroli (p=0,038),
oraz po stymulacji u AlA poréwnujgc do kontroli (p<0,01). Po stymulacji, LTE,
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istotnie réznito sie u chorych na astme poréwnujac do kontroli (p=0,02), przy

czym najwyzsze stezenia LTE,4 stwierdzono u oséb zdrowych (Tabela 20).

Tabela 20 Znamiennosci réznic miedzy grupami stezen CysLTs wyjsciowo (w)

i po stymulaciji (s).

LTC, w NS LTE, w NS
LTCs s NS LTEs s NS
LTC, w NS LTE, w NS
LTCss NS LTEs s 0,038
LTC, w NS LTE,w NS
LTCs s 0,041 LTEss <0,001
LTC, w NS LTE,w NS
LTCys NS LTEs s 0,02

c) STEZENIA GLUTATIONU

U 58 osdb w badanych grupach (AIA, ATA, Kontrola) sprawdzono czy

istniejg réznice miedzy stezeniami GSH wyjsciowo i po stymulacji. Nie

obserwowano istotnych statystycznie

niezaleznie w zadnej z grup (Tabela 21).

Tabela 21 Srednie i odchylenia standardowe stezen glutationu w grupach

wyjsciowo, po stymulacji oraz w surowicy (UM/L).

2,56+1,78

3,5

3,35+1,83

3,18+1,87

2,55+2,75

4,28+0,8

2,8+1,67

4,6+0,14

2,7

roznic w stezeniach glutationu
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4.3.3 KORELACJE MIEDZY STEZENIAMI LEUKOTRIENOW
CYSTEINYLOWYCH (EIA) A GLUTATIONEM

Zbadano czy istniejg korelacje miedzy produkcjg leukotrienow

cysteinylowych (C4 i E4), wyjsciowo, czyli przed stymulacjg oraz po stymulaciji
leukocytow jonomycyng dla kazdej z badanych grup chorych (AIA i ATA) i
oséb zdrowych. Korelacje szacowano metoda nieparametryczng rang
Spearmana. Jak przedstawiono w Tabeli 22 korelacja miedzy produkcjg LTC4
a produkcjg LTE4 wyjsciowo oraz tymi samymi leukotrienami cysteinylowymi
po stymulacji we wszystkich badanych grupach byta znamienna statystycznie.
Wyjatkiem stanowita jedynie grupa AlA, w ktorej nie obserwowano korelaciji
stezen badanych CysLTs po stymulacji. Obserwowano korelacje stezen GSH
przed i po stymulacji. Jedynie w grupie AIA korelacja pomiedzy GSH przed i
po stymulacji byta nieistotna statystycznie.
Zbadano zaleznosci miedzy stezeniem GSH w surowicy a produkcjg LTCy i
LTEs przed stymulacja oraz po stymulacji. W Zzadnej z badanych grup nie
stwierdzono istotnej korelacji pomiedzy stezeniami GSH w surowicy a
produkcjg CysLTs przed i po stymulacji jonomycyng (Tabela 22).
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Tabela 22 Korelacja produkcji miedzy LTC4, LTEs oraz GSH; wyjsciowo
(oznaczone jako w) i po stymulacji jonomycyng (oznaczone jako
s) w kazdej z grup. Zamieszczono réwniez korelacje GSH w
surowicy z produkcjg CysLTs przed i po stymulaciji

LTC,wvs LTE, w 0,7 <0,01

LTC, vs LTEs s 0,8 <0,01

GSHwyvs GSH s 0,73 <0,01

LTC, w, s vs GSH sur NS NS

LTE, w, s vs GSH sur NS NS

LTC,wvs LTE, w 0,78 0,007

LTC,svsLTE,s NS NS

GSHwvs GSH s NS NS

LTC, w, s vs GSH sur NS NS

LTE,w, s vs GSH sur NS NS

LTC,wvs LTE, w 0,68 <0,01

LTC4svs LTEs s 0,77 <0,01

GSH w vs GSH s 0,6 <0,01

LTC, w, s vs GSH sur NS NS

LTE,w, s vs GSH sur NS NS

LTC,wvs LTE, w 0,73 <0,01

LTCssvs LTE,s s 0,52 0,003

GSH w vs GSH s 0,8 <0,01

LTC, w, s vs GSH sur NS NS

LTE, w, s vs GSH sur NS NS
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4.3.4 PRODUKCJA CysLTs MIERZONA METODA HPLC W POLACZENIU
ZE SPEKTROMETRIA MAS (LC-MS)

U 12 pacjentdw z badanej 74 osobowej grupy, weryfikowano obecnosé
leukotriendw cysteinylowych C4 D4 i Es4 (pg/mL nadsgaczu hodowli) po
stymulacji jonomycyng, metoda LC-MS. Starano sie w ten sposob potwierdzié
czy zwigzki mierzone metodg EIA sg rzeczywiscie leukotrienami
cysteinylowymi. W badaniach oznaczano jedynie stezenia leukotrienow
cysteinylowe powstatych, w nadsgczach, po stymulacji jonomycyng. Nie
oznaczano niskich stezen leukotrienbw w probkach przed stymulacia.
Zwigzane to byto z ograniczong czutoscig metody, ktéra wynosita okoto 200
pg/1mL.

Wyliczone $rednie i odchylenia standardowe dla poszczegdlnych grup
(AIA, ATA, kontrola) zestawiono w Tabeli 23 oraz na Wykresach 10,11,12.

Tabela 23 Srednie stezenia i odchylenia standardowe leukotrienéw
cysteinylowych (LC-MS) po stymulacji w poszczegdolnych
badanych grupach (pg/ mL nadsaczu)

1479,4+985,8

1853,1+689,6 | 2931,9+2344,3

518,4+479,1 294,3+318,9 854,2+1089,6

605,8+450,1 538,2+663,8 615,9+715,0
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2500 |

2000 |

AlIA ATA kontr

Wykres 10 Stezenia LTC, (LC-MS, pg/mL nadsaczu) w poszczegdinych
badanych grupach po stymulacji jonomycyna. Wykres

przedstawia Srednie i btad standardowy $redniej

1600
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1200

1000 f

LTD,s (pg/mL)

600

400 |

200

Wykres 11

800

AlIA ATA kontr

Stezenia LTDs (LC-MS, pg/mL nadsaczu) w poszczegdlnych
grupach po stymulacji jonomycyng. Wykres przedstawia srednie

i blad standardowy Srednie;j.
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1000 f

800

600

LTE, s (pg/mL)

400

200

AlIA ATA kontr

Wykres 12 Stezenia LTE, (LC-MS, pg/mL nadsaczu) w poszczegdlnych
grupach po stymulacji jonomycyng. Wykres przedstawia Srednie
i blad standardowy Srednie;j.

Sprawdzono testem nieparametrycznym Mann-Whitney’a czy istniejg
roznice miedzy grupami w produkcji LTC4, LTD4 i LTE4 po stymulacji. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w stezeniach leukotrienow
cysteinylowych po stymulacji w poszczegdlnych grupach. Przyczyng byta

prawdopodobnie mata liczebnos¢ grupy badana technikg LC-MS.

43.5 CysLTs W GRUPACH W ZALEZNOSCI OD WARIANTOW
GENETYCZNYCH ZBADANYCH GENOW

a) GSTP1
Analizowano 74 osoby, w tym 10 chorych na AIA , 35 ATA i 29 oséb
kontroli, genotypowane dla tranzycji 313 A>G GSTP1. Zaleznosci miedzy
stezeniami wyjsciowymi i po stymulacji LTC4 i LTE4 poszukiwano w relacji do
poszczegdlnych genotypdéw: AA, AG, GG.
W grupie kontrolnej zaobserwowano istotne statystycznie réznice w produkciji
LTC,4, LTE4 wyjsciowo (p=0,0005; p<0,01) i LTC4 po stymulacji (p=0,012) przy
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poréwnaniu genotypéw AA z AG. Wyzsze stezenia leukotrienéw obserwowano
u 0s6b bedacych homozygotami dzikimi AA. Podobne réznice obserwowano
przeciwstawiajagc homozygoty AA z GG w grupie kontrolnej, przy czym
stezenia LTC,4 wyjsciowo byly wyzsze u homozygot AA (p=0,02). Natomiast
przy poréwnaniu genotypow AG z GG obserwowano wyzsze stezenia LTE,4
wyjsciowo u homozygot GG (p=0,003).

W grupie chorych na ATA obserwowano réznice w stezeniach LTC4 po
stymulacji przy poréwnaniu genotypéw AA z AG, wieksza produkcja
leukotrienu C4 byta u homozygot AA (p=0,048).

U chorych na AIA nie obserwowano istotnych réznic w stezeniach LTC,4 i LTE4
wyjsciowo i po stymulacji, przy poréwnaniach genotypéw GSTP1.

Biorac po uwage astme jako cato$¢, zauwazono wzrost stezenia LTC4 po
stymulacji u homozygot AA (p=0,037) w poréwnaniu AA z AG (Wykresy 13-
16).

140 |

120 ¢

100 1

80|

LTC, (pg/mL)

60 |
40}

20t ;
& AA
B AG
B GG

AIA ATA kontr

Wykres 13 Stezenia leukotrienu C4 wyjsciowo w zaleznosci od rozpoznania i
genotypu GSTP1. Wykres przedstawia Srednie i btad
standardowy $redniej
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Wykres 14

BEE AA
Bl AG
I GG

AIA ATA kontr

Stezenia leukotrienu C4 po stymulacji w zaleznosci od rozpoznania
i genotypu GSTP1. Wykres przedstawia s$rednie i btad
standardowy Sredniej
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Wykres 15 Stezenia leukotrienu E4 wyjsciowo w zaleznosci od rozpoznania i

genotypu GSTP1. Wykres przedstawia $rednie i btad
standardowy Sredniej
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Wykres 16 Stezenia leukotrienu E4 po stymulacji w zaleznosci od rozpoznania
i genotypu GSTP1. Wykres przedstawia s$rednie i biad
standardowy Sredniej

b) GSTM1

Poréwnywano zbadane 74 osoby, w tym 35 ATA, 10 AIA i 29 osdb
zdrowych, pod wzgledem delecji genu kodujagcego GSTM1. Porownania
kontrastowaty genotyp dziki GSTM1 (norma) z genotypem zmutowanym

GSTM1 null (delecja). Nie zaobserwowano istotnych réznic w stezeniach

leukotrienéw C4 i E4 wyjSciowo i po stymulacji w poszczegdlnych grupach.

c) MDR1

W poréwnaniach genotypow polimorfizmu MDR1 3435C>T uwzgledniono
74 osoby, w tym 10 chorych na AIA, 35 na ATA i 29 oséb zdrowych. Dla
kazdej z badanych grup poszukiwano réznicy w produkcji leukotrienu C4 i E4
przed i po stymulacji, w zaleznosci od genotypu MDR1 (CC, CT, TT). Zarowno
w grupie kontrolnej, jak i wérdd chorych nie zaobserwowano istotnych réznic w
produkcji leukotriendw charakteryzujgcych dla analizowanych genotypow
MDR1. Wyjatek stanowita grupa chorych na ATA, w ktorej stwierdzono,
poréwnujac genotypy CT z TT, réznice stezen LTC4 i LTE4 po stymulacji
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jonomycyng (odpowiednio p=0,028 i p=0,036). W obu przypadkach, przy

obecnosci genotypu CT obserwowano wieksze stezenia LTC4i LTE,.

d) SYNTAZA LEUKOTRIENU C,

Zestawiono wyniki genotypdw 74 osob (35 ATA, 10 AIA i 29 zdrowych)
polimorfizmu LTC4S -444 A>C z oznaczeniami leukotriendw C4 i E4 przed i po
stymulacjg. Poréwnania testem Mann’a—Whitneya poszczegdinych genotypow
LTC4S (AA, AC, CC), w kazdej z badanych grup, z poziomami LTC4 i LTE4
przed i po stymulacji nie wykazaty istotnych réznic w produkcji leukotrienow

cysteinylowych.

4.4 PRODUKCJA CysLTs A CHARAKTERYSTYKA KLINICZNA

4.4.1 LICZBA LEUKOCYTOW KRWI OBWODOWEJ A STEZENIA
LEUKOTRIENOW C, 1 E4

Przeprowadzono analize wariancji (ANOVA) sprawdzajacg roznice w
leukocytozie (WBC) miedzy grupami. Nie stwierdzono réznic w liczbie
leukocytéw miedzy grupami, ktéra mogtaby wptywaé na synteze leukotriendw
cysteinylowych. Zbadano réwniez korelacje w poszczegolnych badanych
grupach, miedzy stezeniami LTC4 i LTE4 wyjsciowo i po stymulacji a liczbg
leukocytow krwi obwodowej. Jedynie w grupie kontrolnej, obserwowano
istotnie statystycznie korelacje w produkcji LTC4i LTE4 po stymulacji (R=0,56
p=0,002; R=0,43, p=0,03) z liczbg leukocytow.

4.4.2 EOZYNOFILIA BEZWZGLEDNA A STEZENIA LEUKOTRIENOW
Csl1E4
Stosujgc analize wariancji (ANOVA), nie wykazano réznic w eozynofilii
bezwzglednej miedzy grupami. Zbadano korelacje w poszczegdlnych grupach
miedzy eozynofiliq bezwzgledng krwi obwodowej a stezeniami leukotrienéw
cysteinylowych. U zdrowych po stymulacji stezenia LTC4 korelowaty (R=0,51,

p=0,005) z eozynofilig bezwzgledna. Znamienng korelacje stwierdzono takze
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w grupie chorych na AIA, u ktérych LTEs przed stymulacjg byto silnie

odwrotnie zalezne od liczby eozynofiow (R=-0,76, p=0,016).

4.4.3 LECZENIE ASTMY STEROIDAMI A STEZENIA LEUKOTRIENOW
CslEq4

Analizag wariancji poszukiwano wptywu steroidow doustnych i
wziewnych na stezenia LTC4 i LTE4 wyjsciowo i po stymulacji u chorych na
astme. W grupie tej nie zaobserwowano istotnego statystycznie wptywu
przyjmowanych steroidédw doustnych na obnizenie produkcji LTC4 i LTE,4
zaréwno przed jak i po stymulacji (Wykres 17).

Podobnie, analiza leczenia steroidami wziewnymi nie wykazata ich wptywu na

produkcje leukotriendw cysteinylowych wyjsciowo i po stymulaciji.
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Wykres 17 Zaleznosci stezen CysLTs wyjsciowo i po stymulacji u pacjentow
chorych na astme w =zaleznoSsci od dawki steroidow
przyjmowanych doustnie. 0 - chorzy nie leczeni steroidami, 1 —
chory leczeni dawka dobowg 4 mg prednizonu lub wiecej. Wykres
przedstawia srednie i btad standardowy $redniej.
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5. DYSKUSJA

5.1 BIOSYNTEZA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH w
KOMORKACH KRWI OBWODOWEJ

Udziat leukotriendw cysteinylowych, jako mediatoréw prozapalnych o
dziataniu chemotaktycznym na komorki zapalne, zaburzajgcym szczelno$é
naczyn krwionosnych i limfatycznych, zwiekszajacych wydzielanie sluzu w
drogach oddechowych i obkurczajacych oskrzela zostat udokumentowany w
wielu badaniach klinicznych i zaowocowat wprowadzeniem lekéw
antyleukotrienowych do leczenia astmy oskrzelowej. Jednakze w rozwoju
atopii, czy fenotypu astmy aspirynowej podkresla sie ogdlnoustrojowe zmiany,
w pierwszym przypadku prowadzace do nieprawidtowej odpowiedzi
humoralnej w klasie immunoglobulin E, a w drugim do systemowe;j
nadprodukcji pochodnych szlaku 5-lipoksygenazy. W szczegdlnosci limfocyty,
bedace zrédtem wielu cytokin w astmie, odpowiadajg na stymulacje
leukotrienami cysteinylowymi pobudzeniem i proliferacjg. Krew obwodowa
moze by¢ bogatym  zrdédtem  produktdow  5-lipoksygenacji  kwasu
arachidonowego ze wzgledu na obecno$é¢ tego enzymu w neutrofilach.
Pozostajace w Dbliskim sasiedztwie granulocytow ptytki  krwi, potrafig
wykorzystywac¢ produkowany w komorkach jednojadrzastych krwi leukotrien
A4 ze wzgledu na jego swobodng dyfuzje przez btony komoérkowe. Plytki krwi
majg syntaze leukotrienu C4 jako tzw. enzym sierocy, pozbawione sg bowiem
5-lipoksygenazy. Istniejg dowody produkcji miedzykomérkowej CysLTs
wskazujace, ze LTA4 produkowany przez neutrofile moze by¢ wychwytywany
przez ptytki, komorki srodbtonka naczyn krwionosnych lub miesnie gfadkie.
Moze to prowadzi¢ do zwiekszonej produkcji leukotriendw cysteinylowych w
tych komérkach. Zwiekszona zas produkcja leukotriendw cysteinylowych w
wymienionych komérkach moze prowadzi¢ do zaostrzenia objawow stanu
zapalnego. Moze mie¢ to duze znaczenie zwtaszcza w astmie wrazliwej na
aspiryne [35]. Eksperymentalnie wykazano, ze w przypadku niepobudzonych
eozynofilow badz PMNL produkcja przez nie leukotriendw cysteinylowych jest

niska. Dopiero po pobudzeniu uzyskujg one petng zdolnos¢ aktywacji szlaku
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5-lipoksygenazy. Sprawdzono, ze eozynofile hodowane z ludzkimi komdrkami
epitelalnymi (BEAS-2B) lub srédbtonka znacznie nasilajg produkcje CysLTs.
Ttumaczone jest to regulacjg parakrynng mediatorami uwalnianymi z komérek
nabtonkowych, lub transportem LTA; z PMNL do komodrek sSrédbtonka.
Zjawisko to mogtyby wyjasnia¢ interakcje komorek nabtonkowych z PMNL w
ptucach, gdzie leukotrieny cysteinylowe odpowiedzialne sg miedzy innymi za
skurcz oskrzeli, wydzielanie sluzu czy przebudowe ich sciany [17,55,56]. W
wybranym modelu in vitro wykorzystano zdolnos¢ IL-3 do wstepnej aktywac;i
szlaku 5-lipoksygenazy, czyli tzw. primingu granulocytow. Podobne

wiasciwosci majg tez inne cytokiny, np. IL-5 oraz GM-CSF.

5.2 WPLYW POLIMORFIZMOW GSTP1, GSTM1 NA ROZWOJ ASTMY

Wiekszos¢ badan genetycznych dotyczacych astmy koncentruje sie na
badaniu polimorfizmow w genach regiondw chromosomowych 11q i 5q,
powigzanych w badaniach rodzinnych z cechami fenotypowymi astmy, takimi
jak nadreaktywnos¢ oskrzeli czy atopia. Na chromosomie 11913
zlokalizowany jest gen kodujacy receptor IgE o wysokim powinowactwie oraz
biatko sekrecyjne komdrek Clara (CC16), zas na chromosomie 5q31-33 geny
kodujace . —adrenoreceptor, liczne cytokiny, np. IL-4 i ich receptory. Uwaza
sie, ze geny zlokalizowane na chromosomie 11 mogg mie¢ wptyw na rozwdj
astmy [31,39]. Na chromosomie tym znajduje sie tez gen kodujacy enzym S-
transferaze glutationu P1, stagd zainteresowanie tym enzymem. GSTP1
odpowiedzialny jest za detoksyfikacje ksenobiotykow w organizmie poprzez
ich sprzeganie z glutationem. Enzym ten obecny jest gtdbwnie w watrobie, ale
jego lokalizacje potwierdzono tez w ptucach, gdzie usuwa on m.in. reaktywne
formy tlenu (ROS) powstate wskutek draznigcego dziatania np. ozonu na
gorne drogi oddechowe. Wiekszos¢ badan na ten temat zwigzana byta z
wptywem polimorfizmu GSTP1 na fenotyp astmy. Dotychczas nie brano pod
uwage w tych badaniach nadreaktywnosci na niesteroidowe leki
przeciwzapalne, a opublikowane prace nie rozrozniaty chorych na astme
tolerujgcych aspiryne (ATA) od chorych nadwrazliwych na aspiryne (AIA).
Dotychczas wiadomo bylo, ze polimorfizm GSTP1, polegajacy na
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podstawieniu w pozycji 313 tancucha nukleotydowego cDNA adeniny guaning
(8313A>G), ktéra powoduje zamiane izoleucyny 105 na waline, zmienia
podatnosc¢ substratowg tego enzymu [125]. Okazuje sie, ze homozygoty GG
('%Val/'®Val) znacznie czesciej wstepujg wéréd oséb zdrowych niz w astmie.
Zauwazono zwigzek z wystepowaniem wiekszej nadreaktywnosci oskrzeli i
atopii mierzonej poziomami IgE oraz testami skdrnymi z alergenami, u chorych
bedacych homozygotami AA ('®lle/'®lle) niz homozygotami GG. U
homozygot GG rzadziej obserwowano dodatnie testy skdérne i poziomy IgE
powyzej 100IU/ml, anizeli u homozygot AA [31, 39,108]. W przedstawionej
pracy wyniki nie potwierdzajg zwigzku polimorfizmu GSTP1 z cechami atopii i
nadreaktywnos$cig oskrzeli. Stwierdzone roznice poziomdéw catkowitych IgE,
nizszych u kontroli w poréwnaniu do grupy chorych, wskazujg jedynie na
poprawny dobdr grup badanych, lecz nie na reakcje chorych z polimorfizmem
GSTP1. Podobnie parametr czynnosci ptuc (FEV4) byt nizszy w grupie
chorych w poréwnaniu do zdrowych, bez zwigzku z tym polimorfizmem. Brak
zwigzku polimorfizmu GSTP1 z cechami atopii i nadreaktywnoscig oskrzel
mogt by¢ spowodowany matg liczebnoscig badanej grupy. W naszym
przypadku byty to tylko 74 osoby, za§ w przypadku badania Fryer i wsp.
liczebno$¢ przekraczata 100 oséb [31]. W naszych badaniach, podobnie jak w
pracy Fryer i wsp., potwierdziliSmy rzadsze wystepowania allelu protekcyjnego
1%yval w grupie astmy w poréwnaniu do zdrowej kontroli. Réznica ta byta silniej
widoczna u chorych na astme aspirynowg (AlA). Jednak wyniki te nie byly
istotne statystycznie.

Obliczenia wykazujg, ze u homozygot GSTP1 GG iloraz szans wystgpienia
astmy jest nizszy niz u homozygot AA [1,31,92]. Podobne zaleznosci
zauwazono u chorych AIA w porownaniu do ATA (ATA traktowano jako
kontrole). Ponownie, z powodu niedostatecznej mocy badania wyniki te jednak
nie byty istotne statystycznie.

Na zwigzek polimorfizmu GSTP1 z rozwojem astmy wskazujg liczne badania
epidemiologiczne, zwtaszcza w astmie zawodowej, wyzwolonej ekspozycjg na
ksenobiotyki [34].

Badanie polimorfizmu GSTP1 moze mie¢ znaczenie w okresleniu ryzyka
astmy u dzieci, kwalifilkowanych do grupy. W$réd dzieci z rejondw

potudniowego Tajwanu, zroznicowanych pod wzgledem nasilenia
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zanieczyszczenia powietrza, zauwazono zwigzek gen-srodowisko. Polegat on
na interakcji miedzy polimorfizmem GSTP1 a nasileniem zanieczyszczenia
powietrza i ksztattowat ryzyko rozwoju astmy. U dzieci bedacych
homozygotami AA, w rejonach silnie uprzemystowionych, ryzyko rozwoju
astmy byto bardzo wysokie w poréwnaniu do homozygot GG [63]. Jak sie
okazuje nie tylko srodowisko moze mie¢ wptyw na rozwdj astmy u dzieci, lecz
takze palenie papierosow i cechy atopii u matki podczas cigzy. Genotyp
GSTP1 matki (ale nie ojca) moze modulowa¢ fenotyp astmy u dziecka.
Zauwazono, ze genotyp matki bedacej homozygota GG moze by¢ zwigzany
ze spadkiem ryzyka wystgpienia nadreaktywnosci oskrzeli i atopii u dzieci we
wczesnym dziecinstwie [12,15].

W wyniku przeprowadzonego badania nie stwierdzono istotnego

wptywu polimorfizmu GSTM1 na podatnosé rozwoju astmy. Interesujace jest
natomiast stwierdzenie zwigzku genotypu delecyjnego GSTM1 z POCHP.
Czestos¢ wystepowania genotypu zmutowanego GSTM1 null/null (delecja)
byta najwieksza w tej grupie, zbadanej genetycznie ze wzgledu na mozliwos¢
asocjacji z polimorfizmami szlaku usuwania reaktywnych form tlenu.
Interesujgca jest takze obserwacja nieco mniejszej czestosci genotypu
delecyjnego w grupie ATA, niz u zdrowych lub AIA (48,6% vs. 53,1%, 53,3%).
Nowsze doniesienia na temat GSTM1 sugerujg raczej istnienie odwrotnego
zwigzku genotypu GSTMT1 null z patogeneza astmy, zwtaszcza z rozwojem
astmy atopowej [5,117]. Ryzyko wystgpienia astmy mogtoby wzrosng¢ nawet
okoto trzykrotnie, zwtlaszcza w potaczeniu genotypu GSTM1 null z
polimorfizmem w obrebie genu GSTT1 [52]. Badania takie przeprowadzono
tylko na populacjach rosyjskiej i tureckiej.
Podobnie jak w przypadku genu GSTP1, istnieje asocjacja genetyczna
polimorfizmu GSTM1 z nadreaktywnos$cig oskrzeli i astmg, zwtaszcza w tych
przypadkach gdzie ujawnienie choroby powigzane byto z ekspozycjg na
ksenobiotyki [34].
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5.3 WPLYW POLIMORFIZMOW GSTP1, GSTM1 NA ROZWOJ POCHP

Jak wynika z naszych badan, czesto$¢ allelu A dla polimorfizmu genu
GSTP1 u chorych na POCHP byta wyzsza niz allelu G. Jednak w poréwnaniu
do kontroli nie byto to istotne statystycznie. Wyniki te potwierdzatyby
wczesniejsze doniesienia, o czestszym wystepowaniu allelu 313A u chorych
na POCHP w populacji japonskiej, ale nie koreanskiej [50,100,128].
Homozygoty dzikie GSTP1 (AA) maja mniejszg zdolnos¢ do rozktadania
kancerogennych  aromatycznych  epoksydow  obecnych w  dymie
papierosowym niz homozygoty zmutowane, co ma swoje uzasadnienie w
zwiekszonym ryzyku rozwoju POCHP Okazuje sie jednak, ze wieksze
znaczenie w rozwoju POCHP ma kombinacja polimorfizméw: genu mEPHX
(mikrosomalna hydrolaza epoksydéw), delecji genu GSTM1 i wystepowania
homozygot dzikich GSTP1 [14]. Znalazlo to potwierdzenie w
przeprowadzonym badaniu w przypadku GSTM1, obserwowano bowiem
wiekszy odsetek chorych na POCHP 2z genotypem GSTMi1null/null w

poréwnaniu do kontroli.

5.4 WPLYW POLIMORFIZMOW LTC,S| MDR1 NA ROZWOJ ASTMY

Syntaza leukotrienu C4 jest enzymem bezposrednio zaangazowanym w
produkcje leukotrienu C4 Polimorfizm w obrebie genu kodujgcego LTC4S
moze mie¢ kluczowe znaczenie w nadprodukcji leukotriendw cysteinylowych w
astmie, zwtaszcza w jej odmianie z nadreaktywnoscig na niesteroidowe leki
przeciwzapalne. Zostato to wykazane na podstawie badania bioptatéw oskrzeli
u chorych na astme aspirynowg, gdzie zauwazono nadekspresje LTC4sS w
badanych prébkach korelujaca z nasileniem wrazliwosci na aspiryne w
prébach prowokacyjnych [96,114]. Dlatego tez celem naszym byto
sprawdzenie, czy istnieje zwigzek pomiedzy polimorfizmem -444A>C a
wystepowaniem nadprodukcji leukotriendw. Chcielismy tez sprawdzi¢ czy, jak
to opisano wczesniej, w populacji polskiej allel .444C jest czestszy u chorych na
astme wrazliwych na aspiryne (AlA). Czestosci allelu C okazaty sie prawie
rowne w grupach (AlA, g=0,32; ATA, g=0,27; kontrola g=0,33). Nieco mniejszg
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czesto$¢ wykazywata grupa ATA w poréwnaniu do kontroli, jednak nie byty to
znaczace roznice. Chorzy na astme wrazliwi na aspiryne nie mieli zwiekszonej
czestoscig allelu C. Mogto to by¢ spowodowane najprawdopodobniej lekkim
przebiegiem choroby u tych pacjentéw. Wiadomo, ze jedynie chorzy na astme,
ktorzy nie tolerujg NLPZ, charakteryzujg sie zwiekszong czestoscig
wystepowania allelu .444C przy ciezszym przebiegu choroby [99]. Wyniki nasze
podobne sg do badah grupy amerykanskiej, ktora dowiodta, ze w populacji
amerykanskiej polimorfizm LTC,S -444A>C nie kojarzy sie z specyficznym
fenotypem astmy. Czestosci allelu .444C nie roéznity sie w tej populaciji miedzy
grupami AlA i ATA. Jednak, zeby by¢ pewnym tych wnioskéw, nalezatoby
zwiekszy¢ liczbe osob w grupach. Trzeba bra¢ takze pod uwage odmiennosci
etniczne, ktére w niejednorodnej populacji amerykanskiej mogg mie¢ wptyw na
wyznaczane czestosci alleliczne [121].

Genem, ktéry ma duze znaczenie w transporcie leukotriendw

cysteinylowych na zewnatrz komoérki jest gen odpornosci wielolekowej MDR1.
Gen ten koduje biatko integralne btony - transporter ATP-zalezny, zwany takze
P-glikoproteing. Biatko to, odpowiedzialne jest za transport CysLTs z komodrek
je produkujacych do przestrzeni miedzykomorkowej [16]. Udowodniono, ze
wigzanie LTC4 przez P-glikoproteine, moze by¢ tatwo zahamowane poprzez
dodanie antagonisty receptora leukotrienu MK 571 do hodowli komdrkowych
[62, 116].
Naszym gtéownym celem byto sprawdzenie czy polimorfizm 3435C>T genu
MDR1 moze wptywac na wieksze wydzielanie CysLTs na zewnatrz komorki, a
przez to nasila¢ objawy stanu zapalnego w astmie. Zgodnie z uprzednimi
badaniami, w ktérych homozygoty CC charakteryzowaty sie wiekszg ekspresjg
P-glikoproteiny, sadzilismy ze osoby z tym allelem powinny uwalniaé wiecej
leukotrienow cysteinylowych. Stad tez zatozenie, ze astmatycy, zwlaszcza
chorzy na AIA, powinni mie¢ wiekszg czestos¢ wystepowania allelu C.
Okazato sie jednak, ze genotyp CC nie jest czestszy w astmie (AlIA lub ATA) w
poréwnaniu do kontroli (22,4%, 22,9% vs 17%). Wyniki genotypowania
populacji polskiej, zwtaszcza kontroli, nie odbiegajg od czestosci
genotypowych wsrod réznych populacji europejskich [54]. Do tej pory nikt
badan tego genu nie prowadzit u chorych na astme.
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Przeprowadzone in vitro eksperymenty nad produkcjg leukotrienow
cysteinylowych  czesciowo  potwierdzity wstepne  zatozenia  pracy.
Zaobserwowano bowiem w grupie ATA o genotypie MDR1 CT wyzsze
stezenia LTC,4 i LTE,4 po stymulacji jonomycyng w porownaniu do genotypu TT
(p=0,028; p= 0,036). Mozna to ttumaczy¢ na podstawie wczesniejszych badan
prowadzonych nad wchtanianiem leku digoksyny. Zauwazono, ze u
homozygot TT byta mniejsza ekspresja P-glikoproteiny w Scianie jelit, zas
wieksze stezenie leku w surowicy. Swiadczytoby to o zwigzku mniejszej
ekspresji genu MDR1 z mniejsza iloscig leku transportowanego do komorki
[123]. Sytuacje te mozna przetozy¢ na produkcje CysLTs w komorce.
Homozygoty TT majgce mniejszg ekspresje P-glikoproteiny charakteryzuje
ograniczony transport leukotriendw cysteinylowych do  przestrzeni
miedzykomoérkowych, a wiec mniejsze stezenie CysLTs w nadsaczach

hodowlanych.

5.5 PRODUKCJA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH

Leukotrieny cysteinylowe odgrywaja, jako mediator prozapalny, wazng
role w zaostrzeniu objawéw astmy. Dotyczy to szczegdlnie astmy wrazliwej na
aspiryne (AlA). Wiadomo, ze inkubacja wstepna leukocytéw izolowanych od
pacjentow z astma aspirynowg z IL-3 powoduje wzrost biosyntezy
leukotriendw cysteinylowych [73,119]. Doniesienia okazaly sie niestety
niezgodne z przedstawionymi badaniami wiasnymi. W wykonanych
eksperymentach stezenia zaréwno LTC, jak i LTE4 przed i po stymulaciji
jonomycyng nie byly zwiekszone w grupie astmatykéw (zwtaszcza AlA) w
poréwnaniu do kontroli, co obrazuje Tabela 18,19. Paradoksem jest to, ze
najwyzsze stezenia obu leukotrienow obserwowano w grupie kontrolnej.
Stezenia LTC4 w grupach przed stymulacjg byly podobne. Po stymulacji
stezenia leukotrienu C4 w grupie ATA i u kontroli byty na podobnym poziomie,
jedynie u AlA byly one nizsze w poréwnaniu do kontroli (p=0,041). Wyzsze
stezenia LTE,4 byty widoczne w grupie kontrolnej, zwtaszcza po stymulacji, w
poréwnaniu do ATA czy AlA (p=0,038, p<0,001).

Podobng sytuacje obserwowat w swoim doniesieniu Celik i wsp., wyjsciowo
nie stwierdzajac réznic w poziomach leukotrienow cysteinylowych u AlA, ATA i
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kontroli. Jednak w odmiennym modelu, w pracy tej wykazano wzrosty stezen
leukotrienow po stymulacji aspiryng w grupie AIA. W grupie ATA i u kontroli
nie zanotowano wzrostu stezen i byty one na podobnym poziomie. Wzrosty
poziomoéw leukotriendw, uwalnianych z leukocytow, obserwowano takze po
stymulacji komoérek krwi peptydem fMLP i cytochalazyng —B (Cyt-B). Oba te
zwigzki znane sg z tego, ze indukujg niespecyficznie produkcje CysLTs.
Dodanie PGE; do hodowli leukocytow stymulowanych: ASA, fMLP oraz Cyt-B,
powodowato obnizenie syntezy leukotrienéw cysteinylowych we wszystkich
grupach, zwtaszcza jesli stosowano najwyzsze stezenie PGE, [13].

Biorac pod uwage tylko grupy AlA i ATA, nie obserwowano znaczacych réznic
w poziomach CysLTs miedzy nimi. Stezenia LTC4 i LTE4 byly nieco nizsze w
grupie AlA anizeli w grupie ATA. Potwierdzitoby to wczesniejsze doniesienia,
ze pomiar uwalnianych CysLTs przez leukocyty krwi obwodowej
stymulowanych aspiryng nie jest dobrym testem diagnostycznym w
rozroznianiu ATA od AIA [83]. W pracy tej nie obserwowano réznic miedzy
stezeniami CysLTs pomiedzy AlIA i ATA. Obserwowano za to wyzsze stezenia
LTE4 w moczu u AlA w poréwnaniu do ATA. Jak wspomniano wczesniej, w
naszym badaniu stezenia LTE4 byty nizsze w grupie AIA w porownaniu do
ATA.

Stosujac metode HPLC w potgczeniu ze spektrometrig mas (LC-MS), majaca
na celu potwierdzenie, ze zwigzki mierzone metoda EIA byly rzeczywiscie
leukotrienami cysteinylowymi, otrzymano podobne wyniki jak, przy pomiarach
technikg EIA. Ze wzgledu na mniejszg czutos¢ metody LC-MS, okoto
100pg/0,5mL ptynu hodowlanego, do oznaczen postuzyty tylko probki po
stymulacji jonomycyng. Okazuje sie, ze stezenia leukotrienu C4 mierzone tg
metoda byty takze wyzsze w grupie kontrolnej w poroéwnaniu do astmy. Nie
obserwowano roznic miedzy AIA i ATA. Biorgc pod uwage LTD4 i LTE4
zauwazono, ze stezenia tych leukotrienédw sg na podobnym poziomie.
Poréwnujac te dane z wynikami otrzymanymi metodg EIA zauwazono, ze
stezenia leukotriendw cysteinylowych mierzonych ta metodg sg prawie
dwukrotnie wyzsze (w dwoch przypadkach nawet 5-krotnie wyzsze) od stezen
otrzymanych metoda LC-MS. Swiadczytoby to o tym, Zze metoda EIA, choé
charakteryzuje sie wiekszg czutoscig, a wiec bardziej nadaje sie do pomiaréw
leukotrienow cysteinylowych w niestymulowanych prébkach; jest takze mniegj
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swoista i zawyza wyniki w obecnosci materiatu krzyzowo reagujgcego z
uzywanym przeciwciatem.

Nieco odmienne wyniki, niz publikowane wczesniej, mogq wynikaé tez z faktu,
ze pacjenci w dniu pobrania krwi do izolacji leukocytow pozostawali pod
wptywem lekow przeciwastmatycznych.

Wyzsze stezenia leukotriendw cysteinylowych w grupie kontrolnej po
stymulacji, byty skorelowane z liczbg leukocytow we krwi (WBC). Jest to
logiczne, jako ze komorki te sg gtdwnie zaangazowane w produkcje CysLTs
(LTC4R=0,56 p=0,002; LTE4+ R=0,43, p=0,03). Podobnie obserwowano
korelacje eozynofili ze stezeniami leukotriendw. W grupie AIA korelacja
stezenia LTEs po stymulacji byta ujemna i wynosita R=-0,76, p=0,016.
Mogtoby to swiadczy¢ o defekcie przemiany leukotrienu C4 do E4 w tej grupie.
Jako ostatni produkt przemiany szlaku 5-lipoksygenazy, LTE, wykazuje
najstabszg aktywnosc¢ agonisty receptoréw CysLT1 i CysLT2. By¢ moze
najnizsze poziomy LTE4 obserwowane po stymulacji u chorych na AlA majg
zwigzek z czesto u nich stwierdzang zwiekszong eozynofilig, a samo
hamowanie przemiany LTC4 do LTE4 jest odpowiedzialne za wystepujace
niekiedy u tych chorych objawy uogodlnione, z wstrzgsem witacznie. Najwyzsze
stezenie LTE4 sg bowiem oznaczane w moczu.

W grupie chorych na astme nie obserwowano istotnego statystycznie wptywu
przyjmowanych steroiddw doustnych na produkcje LTC4 i LTE4, zaréwno
przed jak i po stymulacji. Rowniez leczenie steroidami wziewnymi nie miato
wptywu na produkcje leukotrienéw cysteinylowych wyjsciowo i po stymulacji, w
badanych grupach chorych.

Gtébwnym celem pracy byto sprawdzenie, czy istnieje wplyw
polimorfizmu GSTP1 na produkcje LTC,4 i LTE4s wyjSciowo i po stymulacji
jonomycyng. Jak wspomniano, w grupie AlA wykazano nieco nizszg czestos¢
allelu protekcyjnego 195 val w poréwnaniu do kontroli. Jak sie okazato
polimorfizm genu GSTP1 moze mie¢ wptyw na produkcje CysLTs. Zaréwno w
grupie ATA jak i u kontroli zauwazono, ze wzrosty stezen leukotrienow
cysteinylowych sg wieksze u homozygot dzikich AA GSTP1 anizeli u
homozygot GG. Zaktadajac, ze enzym GSTP1 moze uczestniczy¢ w produkcji
leukotriendw cysteinylowych, logicznym wyttumaczeniem tego zjawiska jest

fatwiejsze sprzeganie zredukowanego glutationu z LTA4 przez enzym w formie
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nie zmutowanej. Konsekwencjg tego moze by¢ powstawanie wiekszej ilosci
LTC,4. Gdy dziedziczony jest zmutowany genotyp GSTP1, ma to dziatanie
ochronne, w postaci zmniejszonej produkcji leukotrienu Ca.

Biorgc pod uwage polimorfizm LTC,S, zastanawiajace jest to, ze nie
byto istotnych réznic w grupach w produkciji LTC4 i LTE4 przed i po stymulaciji
w powigzaniu z réznymi wariantami allelicznymi. Mozna wiec zasugerowac
mozliwos¢, ze enzymy GSTP1 i LTC4S uzupetniajg sie nawzajem w
warunkach przezkomdrkowej biosyntezy leukotriendw cysteinylowych.
Wiekszo$¢ badan nad przezkomérkowa  produkcjg  leukotriendw
cysteinylowych dotyczy przede wszystkim formy mikrosomalnej GST
(MGST2,3). Moze to by¢ zwigzane ze specyfikq jej wystepowania w
organizmie. Enzym GSTP1 wystepuje przede wszystkim w watrobie, nie mniej
jednak obecnosc¢ jego udowodniono takze w komdrkach nabtonkowych ptuc.
Jednak w obu przypadkach gtéwng jego funkcjg jest przede wszystkim
biotransformacja ksenobiotykdéw. Rozpatrujac produkcje CysLTs w astmie
czesciej bierze sie pod uwage syntaze leukotrienu C4 Przeprowadzone
badania na szczurach, ktérym dootrzewnowo wstrzykiwano lipopolisacharyd
(LPS), wykazaty zdolno$¢ indukcji tej swoistej syntazy. LPS odpowiedzialny
jest za aktywacje komérek systemu immunologicznego, co w konsekwencji
prowadzi do zwiekszonej produkcji prozapalnych cytokin (TNF-a, IL-18, IL-6).
Cytokiny te z kolei powodujg nasilenie reakcji zapalnej mogacej objawia¢ sie
goraczka, tachykardia czy ogolnym zmeczeniem. Stwierdzono, ze po
wstrzyknieciu szczurom LPS, poziomy mRNA dla LTC,S wzrastaty juz po 1
godzinie w sercu, mozgu, watrobie i nadnerczach. Po 6 godzinach wracaty
one jednak do normy. Jak sie okazato poziomy mRNA MGST2 nie podnosity
sie po podaniu LPS. Moze to dowodzi¢ braku zaangazowania MGST2 w
indukowalng produkcje LTC4 w tych narzadach, podczas reakcji obronnych
gospodarza, jakkolwiek nie wyklucza biosyntezy leukotrienéw cysteinylowych
na poziomie podstawowym. W organizmie cztowieka nie ma na ten temat zbyt
wielu doniesien [103].

Enzymy: syntaza leukotrienu C4, oraz MGST2 kolokalizuja, mogac ze sobg
wspoétdziataé. Udowodniono, ze enzymy te w komodrkach ludzkich sg
zlokalizowane w Dbtonie otoczki jgdrowej oraz w btonach retikulum

endoplazmatycznego (zwtaszcza MGST2). Wstepujg one zaréwno w ptucach,
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tozysku, jelicie, miesniach szkieletowych, macicy oraz moézgu. Jednak
ekspresja tych enzymow nie zawsze jest taka sama [103, 112]. Oba enzymy
nie dziatajg w tym samym momencie i np.: LTC4, produkt dziatania syntazy
leukotrienu C4, moze by¢ silnym inhibitorem MGST2. Moze to swiadczy¢ o
interakcji enzymdéw mogacych nawzajem zmieniaC swoje aktywnosci
katalityczne, co moze powodowacé regulacje produkcji leukotrienu Cs. Istnieje
zatem interakcja miedzy biatkowa miedzy tymi dwoma enzymami [112].
Przyktadem komodrek, w ktérych wtasnie MGST2 odgrywa gtéwna, jesli nie
jedyna, role w produkcji leukotrienéw cysteinylowych na drodze sprzegania
glutationu z leukotrienem A4, sg ludzkie komorki srodbfonkowe izolowane z
zyty pepowinowej (HUVEC). Odkrycie to mogtoby swiadczyé o tym, ze enzym
MGST?2 jest jedynym enzymem odpowiedzialnym za produkcje LTC4 w Scianie
naczyn. Na powierzchni tych komérek odkryto takze ekspresje receptora dla
leukotrienow cysteinylowych - CysLT4. Przez receptory te moze odbywac sie
regulacja para- i autokrynna srédbtonka. Dowiedziono takze, ze MGST2 moze
przytacza¢ zaréwno metylowany ester LTA; jak i wolny LTA4. Syntaza
leukotrienu C4 preferuje za$ tylko forme metylowang LTA, do sprzegania z
GSH i produkciji LTC4 [107].

Dotychczas nie ma jednoznacznych doniesien o roli polimorfizmu
GSTP1 w produkcji leukotriendw cysteinylowych, zwtaszcza w powigzaniu z
astmg aspirynowg. Wiadomo, ze polimorfizm ten moze mie¢ wptyw na atopie
lub nadreaktywnos$é oskrzeli w astmie. Tak wiec enzym ten nie musi byc
dobrym markerem biochemicznym przydatnym w celu diagnostyki astmy.
Wieksza produkcja leukotrienéw cysteinylowych moze byé zwigzana z innymi
szlakami biosyntezy, np. przez forme mikrosomalng GST (MGST2). Warto
jednak rozwazy¢, czy rzeczywiscie tylko LTC4S ma wptyw na produkcje
CysLTs, zwtaszcza w $wietle otrzymanych przez nas wynikow, w ktérych
wykazano asocjacje polimorfizmu GSTP1 z produkcjg leukotrienéw
cysteinylowych w astmie oskrzelowej.
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6. WNIOSKI KONCOWE

1)

4)

Genotyp GSTP1 wptywa na stymulowang produkcje leukotriendw
cysteinylowych. Jest ona zwigkszona u homozygot AA (lle'®/lle’®) w

grupie ATA i u kontroli.

Produkcja leukotrienéw cysteinylowych C4 i E4 in vitro, wyjsciowo i po
stymulaciji, jest wyzsza w grupie kontrolnej niz w grupie AlA czy ATA, przy

czym stezenie glutationu nie ma na nig wptywu.

Leukocytoza koreluje ze stymulowang produkcjg CysLTs u zdrowych.
Eozynofilia w grupie AIA ujemnie Kkoreluje ze stezeniem LTEs po
stymulacji. Biosyntezie LTC, in vitro towarzyszy wydajna przemiana tego
leukotrienu do jego pochodnych D4 i E4 jakkolwiek zjawisko to

przypisywano dotychczas peptydazom osoczowym.

Polimorfizmy GSTM1 i LTC4S nie majg wptywu na produkcje leukotrienow
cysteinylowych. Polimorfizm genu MDR1 w grupie ATA Kkojarzy sie z
wyzszym stezeniem leukotrienéw cysteinylowych C4 i E4 po stymulacji u

heterozygot CT w porownaniu do homozygot TT.

Nie stwierdzono istotnych réznic w czestosciach wariantéw allelicznych
zbadanych genéw GSTP1, GSTM1, MDR1 i LTC4,S miedzy grupami
chorych na AlA, ATA i POCHP a zdrowg kontrola. Nie stwierdzono tez
zwigzku polimorfizméw GSTP1 i GSTM1 z cechami atopii oraz

parametrami czynnosci ptuc w poszczegdlnych grupach.

Leczenie doustne steroidami nie ma wptywu na produkcje leukotrienéw

cysteinylowych Cy4 i E4 in vitro.
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7. STRESZCZENIE

WSTEP

S-transferazy glutationu (GSTs) nalezg do grupy enzymow
sprzegajacych substancje elektrofine ze zredukowanym glutationem.
Gtéwnym zadaniem GSTs jest detoksyfikacja roznych ksenobiotykow np.: 1-
chloro-2,4-dinitrobenzenu. W$rdd licznych izoform istniejg geny, ktére koduja
mitochondrialne, mikrosomalne formy tego enzymu (MGST-I, MGST-Il i
MGST-Ill) oraz 8 gendw, zlokalizowanych na réznych chromosomach,
kodujacych cytoplazmatyczng forme tego enzymu. W sktad tych ostatnich
wchodzg klasy: alfa, mu, theta, pi, zeta, sigma, kappa i omega. Najwieksze
zainteresowanie budzg polimorfizmy w genach kodujacych klasy: mu (GSTM),
pi (GSTP) i theta (GSTT). Mogq one by¢ powigzane ze zwiekszeniem ryzyka
zachorowania na tak rézne choroby jak np.: astma, przewlekta obturacyjng
choroba ptuc (POCHP) czy nowotwory. Enzym GSTP1 obecny jest zaréwno w
watrobie jak i ptucach. W ptucach usuwa on m.in. reaktywne formy tlenu
(ROS), powstate w wyniku dziatania réznych substancji draznigcych (np.
ozonu) na gorne drogi oddechowe. Niedobor aktywnosci (np. u chorych z
atopig) enzymu GSTP1 powoduje, ze ROS mogg swobodnie dziata¢, poprzez
swoje produkty, na kwas arachidonowy, ktoéry ulega przemianom do
izoprostanow. Te za$ jako mediatory zapalne moga nasilaé objawy zapalenia
gornych drog oddechowych. Geny klasy GST Pi mogg mie¢ wptyw na
podatnos¢ zachorowania na astme. GSTs moga sprzegaé leukotrien A4 ze
zredukowanym glutationem, a wiec mogq bra¢ udziat w produkcji leukotrienéw
cysteinylowych (CysLTs) w astmie. CysLTs sg dobrze znanymi mediatorami
bioracymi udziat w patogenezie astmy. U astmatykow wrazliwych na aspiryne
wykazano nadprodukcje leukotriendw  cysteinylowych ~w  drogach
oddechowych.
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ZALOZENIA | CELE PRACY

Podstawienie izoleucyny w pozycji 105 enzymu GSTP1 waling
powoduje zwiekszenie aktywnosci tego enzymu. Wykazano, ze u chorych na

astme alergiczng i z nadreaktywnoscig oskrzeli (BHR) czestos¢ wystepowania

homozygot Val105NaI105 jest znamiennie mniejsza w poréwnaniu do kontroli.
Wysunieto przypuszczenie, ze zarowno atopia jak i BHR sg powigzane z
polimorfizmem genu GSTP1. U ludzi , u ktérych enzym GSTP1 ma Val w
pozycji 105 miatoby wystepowaé efektywniejsze usuwanie wolnych rodnikow
tlenowych. Polimorfizm innej transferazy, GSTM1 null (brak enzymu) nie jest
powigzany z atopig, nadreaktywnoscig oskrzeli (BHR) i astmg ale moze
sprzyjac¢ wystgpieniu POCHP. Gen MDR1 koduje biatko P-glikoproteine, ktéra
odpowiedzialna jest za transport leukotriendw poza komorke. Polimorfizm w
obrebie tego genu moze mie¢ wptyw na ilos¢ leukotrienédw uwalnianych z
komorki. Syntaza LTC, i jej polimorfizm ma znaczenie w rozwoju astmy ze
wzgledu na kontrole szlaku syntezy leukotrienow cysteinylowych. Dlatego tez
celami pracy byto:

1) Ustalenie czestosci wystepowania wybranych wariantéw allelicznych

dla genéw kodujacych:
d) S-transferaze glutationu (GST) P1i M1,
e) P-glikoproteine 1 (transporter odpowiadajacy za wielolekowg
opornosc¢ - MDR1),

f) syntaze leukotrienu C4

u chorych na astme oskrzelowg, przewlekta obturacyjng chorobe ptuc

(POCHP) i u oséb zdrowych oraz zbadanie czy polimorfizmy te znajduja

sie w rownowadze genetycznej.

2) Poréwnanie czestosci wystepowania funkcjonalnych wariantéw '%° Val
dla GSTP1 i null dla GSTM1 u chorych na astme tolerujacych aspiryne
(ATA), wrazliwych na aspiryne (AIA) oraz u chorych na POCHP.

3) Zbadanie korelacji polimorfizméw GSTP1, GSTM1 z atopig i
parametrami czynnos$ci ptuc.

4) Zbadanie wptywu polimorfizméw GSTP1, GSTM1, MDR1 i LTC4S na

biosynteze leukotrienéow cysteinylowych (LTC4, LTE4) u chorych na
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astme oskrzelowg, w zawiesinie leukocytow izolowanych z petnej krwi

obwodowe;.

METODY

Badanie przeprowadzono w dwoch etapach. W pierwszym etapie
genotypowano polimorfizmy GSTP1 i GSTM1 u 665 osbéb, w tym 210 kontroli,
286 o0sob chorych na astme tolerujgcych aspiryne (ATA), 210 chorych na
astme wrazliwych na aspiryne (AIA) i 56 chorych na POCHP. Dodatkowo, u
304 osbéb (ATA=96, AIA=98, kontrola=100) zbadano polimorfizm 3435C>T w
genie MDR1 oraz u 103 osob (ATA=35, AIA=39, kontrola=29) zbadano
polimorfizm -444A>C w genie kodujgcym enzym syntaze leukotrienu Ca.

W drugim etapie, na podstawie polimorfizmu GSTP1, wylosowano 74
osoby réznigce sie genotypami GSTP1. Pacjentom tym pobierano krew i
przeprowadzono badanie w celu sprawdzenia produkcji leukotriendéw
cysteinylowych (LTC, i LTE4 w pg/mL) w zawiesinie leukocytow Kkrwi
obwodowej. Produkcja CysLTs mierzona byta w nadsgczach metodg ELISA.
Dodatkowo, w celu weryfikacji swoistosci pomiaréw immunoenzymatycznych,
rzeczywistg obecnos$¢ leukotriendw C4 i E4 w probkach po stymulacii
potwierdzano przy uzyciu spektrometru mas, po ich rozdziale
chromatograficznym (LC-MS). Oznaczono rowniez poziom glutationu (GSH
uM/L) w nadsaczach hodowlanych (u niektérych pacjentéw takze w surowicy)
metodg HPLC =z detektorem UV. U wszystkich tych pacjentéw
przeprowadzono genotypowanie w kierunku polimorfizmu genu kodujacego
syntaze leukotrienu C4 (LTC4S), w celu sprawdzenia jej ewentualnego wptywu

na produkcje leukotriendéw cysteinylowych.
WYNIKI

Wyniki genotypowania genu GSTP1 nie ujawnity istotnych réznic
miedzy grupami, z wyjatkiem AIA, w ktdrej czestosé allelu protekcyjnego '%Val
byta mniejsza niz u zdrowych (AIA g=0,25; ATA g=0,31; POCHP q=0,35;
kontrola g=0,33). Nie obserwowano rézni¢ w czestosci delecji genu GSTM1,
jedynie u chorych na POCHP genotyp GSTM1null/null byt czestszy niz u
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kontroli (64%). Czestos¢ allelu 3435T genu MDR1 byta podobna w grupach
(g=0,5). Czestos¢ allelu .444C genu LTC4S w grupie AIA byta na poziomie
kontroli (AIA q=32; ATA g= 0,27; kontrola g=0,33). U chorych na astme
rzadziej stwierdzano genotyp GG (Va'®I/Va'®l) GSTP1 (OR=0,84; 95%ClI:
0,47-1,48). Nie wykazano zwigzku polimorfizméw GSTP1i GSTM1 z FEV%,
catkowitym IgE w surowicy i testami skornymi. Produkcja leukotriendw
cysteinylowych C4 i E4 byta nizsza w grupie astmatykow w poréwnaniu do
kontroli. Zaobserwowano zwigzek polimorfizmu GSTP1 ze stezeniem LTC4 po
stymulacji jonomycyna w grupie ATA i u kontroli. Homozygoty GSTP1 AA
(1e'®/11e'®)  charakteryzowaly sie wyzszymi stezeniami leukotrienu
cysteinylowego C4 po stymulacji. Pozostate polimorfizmy nie miaty wptywu na
stezenia LTC,4 i LTE4 w zastosowanym modelu ich produkgciji.

PODSUMOWANIE

Nie stwierdzono zwigzku polimorfizméw GSTP1, GSTM1 z atopiqg i
czynnosciowym stanem uktadu oddechowego u chorych na astme. Nie majg
one tez wptywu na wystepowanie nadwrazliwosci na aspiryne. Najczestszy
wariant alleliczny GSTP1 kojarzy sie z najwiekszg produkcjg CysLTs przez
leukocyty krwi obwodowej, jednakze taki marker biochemiczny nie jest

przydatny w diagnostyce astmy.
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8. SUMMARY

BACKGROUND

Glutathione S-transferase P1 and M1, which belongs to a superfamily
of enzymes involved in detoxification cells from xenobiotics by conjugation
with reduced glutathione, were studied in search for susceptibility to bronchial
asthma. Cysteinyl leukotreines (CysLTs) play an important role in the
pathogenesis of asthma and especially aspirin-induced asthma (AlA) is a
clinical syndrome related to cys-LTs overproduction in airways. Association
between polymorphisms of GSTs and overproduction of cysteinyl leukotriens
were suggested in patients with asthma.

METHODS

We compared genetic polymorphisms of: glutathione S-transferase P1
(GSTP1) , M1 (GSTMT), LTC4S and MDR1 in subjects with astma and COPD
(ATA= 286; AIA=113, COPD=56) and healthy controls (n=210). Genomic DNA
was genotyped for GSTP1 polymorphism lle'®/Val'® (SNP 313A>G), LTC,S
polymorphism -444A>T, MDR1 polymorphism 3435C>T by PCR-RFLP
method and for deletion of GSTM1 gene by multiplex PCR (GSTM4
reference). In vitro production of LTC4 and LTE4s by peripheral blood
leukocytes was measured with ELISA and LC-MS methods in 74 patients
(AIA=10, ATA=29, Con=29).

RESULTS

There were no differences frequency of allele ' Val between groups, only
AIA had lower frequency compared to healthy controls (AIA g=0.25, ATA
g=0.31, COPD g=0.35, con g=0.33). Deletion of GSTM1 gene was equally
frequent in the groups, except COPD, in which the deletion was more common
than in controls (64%). No differences in allele 3434T was observed between
groups (9=0.5).The frequency of allele .444C was lower in ATA than in controls
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(AIA g=0.32, ATA qg= 0.27, con @=0.33). In asthmatic patients GG
homozygotes of GSTP1 were less frequent as compared to controls
(OR=0.84; 95%Cl: 0.47-1.48). There was no relationship between genotypes
of GSTP1, GSTM1 and FEV% or total serum IgE and skin prick tests. The
biosynthesis of CysLTs (LTC4 and LTE,4) was higher in controls as compared
to AIA or ATA, but there was a correlation between genotype GSTP1 and
activated production of LTC, after stimulation in ATA and control group. A wild
type homozygotes AA had a moderate overproduction of LTC4. The other
polymorphisms did not modify biosyntehsis of LTC4 and LTE4 by peripheral

blood leukocytes.

CONCLUSIONS

The polymorphisms of GSTP1 and GSTM1 are not associated with atopy
or respiratory functional parameters. Only GSTP1 genetic variants affects
cysteinyl leukotrienes biosynthesis, while GSTM1, LTC,S and MDR1
polymorphisms had no impact in the tested in vitro model. Capacity for
biosynthesis of cysteinyl leukotrienes in vitro is not a sensitive diagnostic

marker for asthma.
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9. ZALACZNIKI

. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AA kwas arachidonowy (arachidonic acid)

AchE acetylocholinesteraza

AlA astma aspirynowa (aspirin-induced-asthma)

ALF automated laser fluorimetry

AP-1 czynnik transkrypcyjny (activating protein-1)

ASA kwas acetylosalicylowy

ATA astma bez nadwrazliwosci na aspiryne
(aspirin-tolerant-asthma)

BLT receptor leukotrienu B4

BSA albumina wotowa (bovine serum albumine)

cDNA komplementarny DNA

Cl przedziat ufnosci (confidence interval)

COX cyklooksygenaza

CysLT leukotrieny cysteinylowe

CysLTH1 receptor leukotriendw cysteinylowych-1

CysLT2 receptor leukotrienéw cysteinylowych-2

Da dalton

DMSO dimetylosulfotlenek

DNA kwas deoksyrybonukleinowy (deoxyrybonucleic acid)

DNTP mieszanina trifosforanéw deoksynukleotydow
(deoksynucleotide triphosphate-dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

DTE ditioerytrytiol

EDTA wersenian dwusodowy

EIA enzyme immunoassay

ELISA oznaczenie metodg enzymatyczng immunoadsorbciji
(enzyme-linked immunosorbent assay)

FEV/ pierwszosekundowa natezona objetos¢ wydechowa

(forced expiratory volume)

FLAP biatko aktywujace 5-lipoxygenaze ( 5-lipooxygenase associated
protein)
GSH glutation zredukowany
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GSSG glutation utleniony

GST S-transferaza glutationu
GSTMA1 S-transferaza glutationu M1
GSTP1 S-transferaza glutationu P1

HBr bromowodor

HBSS ptyn hodowlany Hanksa (Hanks' balanced salt solution)

HCLO4 kwas nadchlorowy

HPETE wodoronadtlenek kwasu arachidonowego

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa
(high performance liquid chromatography)

IgE immunoglobulina E

IL interleukina

Jon jonomycyna

K kobiety

LC-MS wysokosprawna chromatografia cieczowa potgczona ze
spektrometrig mas

LTA, leukotrien cysteinylowy A4

LTC4 leukotrien cysteinylowy C4

LTCsw poziom LTC4 wyjsciowo

LTCss poziom LTC4 po stymulacji (stimulated)

LTC4S syntaza leukotrienu C4
LTD4 leukotrien cysteinylowy D4
LTE,4 leukotrien cysteinylowy E4
LTEsw poziom LTE4 wyjsciowo

LTEs s poziom LTE,4 po stymulaciji
LTE4-d3 leukotrien LTE4 deuterowany
LTs Leukotrieny

M mezczyzni

MAPEG rodzina biatek metabolizujgcych arachidonian szlakiem lipoksygenacji
- membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism

mBrB monobromobimane

MDR1 gen opornosci wielolekowej-1 (multidrug resistance 1)
mGST izoforma mikrosomalna GST

NaBH, borowodorek sodu
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NaCl
NaOH
NF-kappaB
NLPZ

NS

oD

PBMC

PBS

PCR
PGE,S
PGP
PLA,
POCHP
pz
RFLP

ROS
RT

SD
SRS-A
TAE
TBE
TEMED
uv

chlorek sodu

wodorotlenek sodu

Jadrowy czynnik transkrypcyjny kappaB
niesteroidowe leki przeciwzapalne

brak znamiennosci statystycznej

iloraz szans (odds ratio)

komorki jednojadrzaste krwi obwodowej
(peripheral blood mononuclear cells)

sél fizjologiczna buforowana fosforanem
(phosphate buffered saline solution)

polimerazowa reakcja tancuchowa (polymerase chain reaction)

syntaza prostaglandyny E»
p-glikoproteina — produkt genu MDR1
fosfolipaza A

przewlekfa obturacyjna choroba ptuc

para zasad nukleotydowych

zmiennosc¢ dtugosci fragmentéw restrykcyjnych
(restriction fragments length polymorphism)

reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
czas retencji (retention time)

odchylenie standardowe (standard deviation)
wolno dziatajaca substancja anafilaksji -A

bufor TRIS-octan-EDTA

bufor TRIS-boran-EDTA
czterometyloetylenodiamina

ultrafiolet
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Il. ODCZYNNIKI
1. IZOLACJA DNA:

Dekstran 6% (High Molecular Wright Dextrane, 500 000, Pharmacia)
DNAzol Reagent (Invitrogen)

alkohol etylowy 95%

alkohol etylowy 75%

2. REAKCJA PCR:

bufor reakcyjny 10x (Finnzymes): 100 mM Tris-HCI, pH 8,8 w 25°C, 15
mM MgCl,,
500 mM KCl,
0,1% Triton X-100

startery: GSTP15 20uM
GSTP13  20uM
MDR15 20 uM
MDR13 20 uM
LTC4sS5 20 uM > TIB Molbiol, Poznan
LTC,S3 20 uM
GSTM1 3 20 uM
GSTM15 20 uM
GSTM4 5 20uM _/

dNTPs 10 mM (MBI Fermentas)
DMSO (Sigma)
polimeraza DNA 2 U/mikroL (Finnzymes)
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3. TRAWIENIE RESTRYKCYJNE PRODUKTOW AMPLIFIKACJI:

GSTP1:
enzym restrykcyjny Alw261 2,5 U/ul \
bufor Y*/ Tango™ z BSA 10x

MDR1:
enzym restrykcyjny Bsp143l 2,5 U/ul
bufor Bsp143|" z BSA 10x > MBI Fermentas

LTC,S:
enzym restrykcyjny Mspl 2,5 U/ul
bufor Y*/ Tango™ z BSA 10x

4. GENOTYPOWANIE:

zel agarozowy:

agaroza (SFR, Amresco)
bufor TAE 50x :
242 g Tris
57,1 ml kwas octowy (0,04 M Tris-acetate)
37,2 g Na,EDTA x 2H,0 (0,002 M EDTA)
pH 8,5
bromek etydyny 0,5 mg/ml (Sigma)
pBR 322 DNA/Alul 0,4mg/ml (MBI Fermentas)
bufor obcigzajacy 6x GLP (MBI Fermentas):
glicerol 60%
btekit bromofenolowy 0,09%
ksylen cyjanolowy 0,09%
EDTA 60 mM
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zel poliakrylamidowy:
akrylamide PAGE 40%
methylenebisacrylamide 2%
TEMED —n (N,N,N’,N’,- > (Pharmacia Biotech)
Tetramethyl-ethylenediamine)

ammonium persulphate 10%

bufor TBE 10x:
121,1 g Tris
51,32 g boric acid
3,72 g EDTA

barwnik fluorescencyjny YOYO — 3 (A=612 nm/631 nm) (Molecular
Probes)
pBR 322 DNA/ Alul 0,4 mg/ml (BMI Fermentas)

5. STYMULACJA LEUKOCYTOW KRWI OBWODOWEJ:

ptyn hodowlany Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma)
interleukina 3 (IL-3, 20 ng/ml) (Sigma)

jonomycyna (0,2mM) (Sigma)

albumina (0,1% BSA) (Sigma)

kwas arachidonowy (5 uM) (Sigma)

6. POMIAR PRODUKCJI LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH
(CysLTs) IN VITRO:

Zestaw EIA do oznaczania poziomu leukotrienéw cysteinylowych
C4 i E4 (Leukotriene C4, E4 EIA Kit, Cayman)
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7. .POMIAR STEZENIA GLUTATIONU (GSH) METODA HPLC:

Standardy:
Glutation zredukowany (GSH, 5mg/ml) ( Sigma)
Glutation utleniony (GSSG, 10 mg/ml) ( Sigma)
Przygotowanie prébek:
NaBH; (2 M, 1,4 M w 0,05 M NaOH) (Sigma)
kwas sulfosalicylowy (20% zawierajgcy 100uM DTE)(Sigma)
DMSO (Fluka)
HBr (Baker)
NaCl (POCh)
N-etylmorfolina (1 M) (Sigma)
mBrB (20 mM w 100% acetonitrylu) (Sigma)
HCLO4 (Chempur)
NaOH (POCh)

Faza mobilna do HPLC

Bufor A:
1,65% wodorotlenek czterobutyloamoniowy (Fluka)
0,8% kwas ortofosforowy (Riedel-de Haén) pH=3,85
0,25% kwas octowy lodowaty (Chempur)

Bufor B:
1,65% wodorotlenek czterobutyloamoniowy (Fluka)
0,8% kwas ortofosforowy (Riedel-de Haén)
20% acetonitryl (Baker) g pH=3,85
0,25% kwas octowy lodowaty (Chempur)
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8.

IDENTYFIKACJA LEUKOTRIENOW CYSTEINYLOWYCH METODA
WYSOKOSPRAWNEJ CHROMATOGRAFII CIECZOWEJ W
POLACZENIU ZE SPEKTROMETRIA MAS (LC-MS)

Standard:
[20,20,20-Hs] leukotrien E4; (5 ng) (Biomol Research
Laboratories)

Przygotowanie probek:
Metanol czystosci HPLC (Merck)
EDTA (0,01%) (Sigma)
n- Heptan (Riedel-de Haén)
50% metanol (Merck)

Faza mobilna:
Bufor : acetonitryl (Baker) )
Methanol (Merck)
Kwas octowy (POCh)
Amoniak (POCh)

Y~

pH=5,6
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