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3’/5S’UTR

95% ClI
A

ABCB1 (MDR1)
ACTH

ACTN4

AF-1i AF-2

AP-1
ARDS

ARE
AREB

ATP

C

CCS
CD
CD2AP
CF
c-Jun, c-Fos
COX
CsA
DBD
DMP
dNTP
EDTA
ERK1/2

ESDR
FGR

FSGS
FKBP51/FKBP52

G

GA

GKS
GM-CSF

GRa, GRp
GRE

GWAS
HAT
HD
HDAC
HPA

- niekodujacy region lezacy po stronie 3°/5’ transkryptu (ang. 37/5°
untranslated region)

- 95% przedziat ufnosci (ang. confidence interval)

- adenina

- gen glikoproteiny P

- adrenokortykotropina (ang. adrenocorticotropic hormone)

- gen a aktyniny-4

- domena 1 i 2 z funkcjg aktywacyjng (ang. activational function domain 1
or 2)

- biatko aktywujace-1 (ang. activator protein-1)

- zespot ostrej niewydolno$ci oddechowej (ang. acute respiratory distress
syndrome)

- sekwencja bogata w adeniny i uracyl (ang. A/U rich element)

- biatko wigzace si¢ do sekwencji ARE (ang. ARE binding protein)

- adenozynotrojfosforan (ang. adenosine triphosphate)

- cytozyna

- badania kliniczno-kontrolne (ang. case-control study)

- choroba Lesniowskiego-Crohna (ang. Crohn disease)

- biatko zwigzane z CD2

- cyklofosfamid

- bialka kompleksu AP-1

- cyklooksygenaza

- cyklosporyna A

- domena wigzaca DNA (ang. DNA binding domain)

- rozlana proliferacja mezangium (ang. diffuse mesangial proliferation)

- trifosforan deoksynukleotydu

- kwas edetynowy/wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)

- kinaza regulowana przez sygnaly zewnatrzkomorkowe 1/2 (ang.
extracellular signal-regulated kinases 1/2)

- krancowe stadium niewydolnosci nerek (ang. end-stage renal disease)

- rodzinna oporno$¢ na glikokortykosteroidy (ang. ang. familial
glucocorticoid resistance)

- ogniskowe segmentalne szkliwienie kigbuszkéw nerkowych (ang. focal
segmental glomerulosclerosis)

- immunofiliny (ang. FK506 binding protein 51/ FK506 binding protein
52)

- guanina

- geldanamycyna

- glikokortykosteroidy

- czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagoéw (ang.
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

- receptor glikokortykosteroidowy a,  (ang. glucocorticod receptor)

- sekwencja odpowiadajaca na glikokortykosteroidy (ang. glucocorticoid
response elements)

- metoda badania catego genomu (ang. genome-wide association studies)

- acetylotransferaza histonowa (ang. histone acetyltransferase)

- plasawica Huntingtona (ang. Huntington's disease)

- deacetylaza histonowa (ang. histone deacetylase)
- 0§ podwzgorze-przysadka-nadnercze (ang.
adrenal axis)

hypothalamic-pituitary-
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Hsp90, Hsp70
HSP90AAL
HuR

HWE

IBD
IxB

IKK
IL
INOS
IZN
JNK
LBD
LD
MAPK
MCNS

MIF
MIF

MKP-1

MMF
MP
MRNA
MSBD

NBD
NCBI

NnGRE

NF-xB
NLPZ
NLS
NO
NPHS1
NPHS2
NR3C1
NTD
OR

p50, p65
POChP
p38 MAPK

PBMC

Pf

P-gp
Region H
Rtx

- biatka opiekuncze, biatka szoku termicznego (ang. heat shock protein)
- gen Hsp90, izoforma o

- biatko nalezace do AREB
- prawo rownowagi Hardy’ego-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg
Equilibrium)

- nieswoiste zapalenie jelit (ang. inflammatory bowel disease)

- biatko inhibitorowe czynnika jadrowego xB (ang. inhibitory protein of
NF-«xB)

- kinaza biatka IxB (ang. IxB kinase)

- interleukina

- indukowalna forma syntazy tlenku azotu (ang. inducible NOS)

- idiopatyczny zespot nerczycowy

- N-koncowa kinaza c-Jun (ang. c-Jun N-terminal kinase)

- C-terminalna domena wigzaca ligand (ang. ligand binding domain)

- nierownowaga sprzezen (ang. linkage disequilibrium)

- kinaza aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated protein kinases)
- zesp6Ol nerczycowy ze zmianami minimalnymi (ang. minimal change
nephrotic syndrome)

- gen cytokiny MIF

- cytokina, czynnik hamujacy migracje makrofagéw (ang. macrophage
migration inhibitory factor)

- fosfataza kinazy aktywowanej mitogenem MKP-1 (ang. mitogen
activated protein kinase phosphatase-1)

- mykofenolan mofetylu

- mezangialna proliferacja (ang. mesangial proliferation, MP)

- informacyjny kwas rybonukleinowy (ang. messenger RNA)

- domena $rodkowa wigzaca substrat (ang. middle substrate binding
domain)

- domena wigzaca nukleotyd (ang. nucleotide binding domain)

- Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej (ang. National Center
for Biotechnology Information)

- sekwencja nieodpowiadajaca na glikokortykosteroidy (ang. negative
glucocorticoid response elements)

- transkrypcyjny czynnik jadrowy B (ang. nuclear factor kB)

- niesteroidowe leki przeciwzapalne

- sygnal lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal)

- tlenek azotu

- gen nefryny

- gen podocyny

- gen receptora glikokortykosteroidowego

- domena N-terminalna (ang. N-terminal domain)

- iloraz szans (ang. odds ratio)

- biatka kompleksu NF-kB

- przewlekta obturacyjna choroba pluc

- kinaza p38 aktywowana mitogenem (ang. mitogen-activated protein
kinase p38)

- jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripherial blood
mononuclear cells)

- plazmafereza

- glikoproteina P

- region taczacy (ang. hinge region)

- rituksimab
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RZS - reumatoidalne zapalenie stawow

SNP - polimorfizm  pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism)

SOZN - steroidooporny zespot nerczycowy

STR - krotkie powtorzenia tandemowe (ang. short tandem repeats)

SWZN - steroidowrazliwy zespot nerczycowy

SZZN - steroidozalezny zespot nerczycowy

T - tymina

TBE - bufor Tris-Boran-EDTA

TDT - test nierOwnowagi transmisji (ang. transmission disequilibrium test)

TMD - domena transmembranowa (ang. transmembrane domain)

TNFa - czynnik martwicy nowotworu a (ang. tumor necrosis factor o)

TTP - tristetraprolina, bialko nalezace do bialek z rodziny AREB

uc - wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ang. ulcerative colitis)

WT-1 - czynnik guza Wilmsa (ang. Wilm’s tumor suppresor protein)

ZN - zespol nerczycowy
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1. Glikokortykosteroidy

Glikokortykosteroidy (GKS) sa niezbedne dla zycia oraz istotne we wszystkich aspektach
standbw zdrowia i choroby, poniewaz regulujg procesy komorkowe od mitozy po apoptozg
oraz od metabolizmu po wzrost i rozw6j [113].

Endogenne GKS naleza do steroidowych hormonoéw syntetyzowanych i wydzielanych przez
warstwe pasmowatg kory nadnerczy. Zalicza si¢ do nich kortyzol, kortykosteron i kortyzon.
Proces ten podlega regulacji przez o§ podwzgorze-przysadka-nadnercze (ang. hypothalamic-
pituitary-adrenal axis, HPA). Bodzce stresowe zwigkszaja poziom endogennych GKS krazacych
we krwi. Na skutek stresu fizycznego lub psychicznego dochodzi do pobudzenia podwzgorza,
ktore wydziela kortykoliberyne (ang. corticotropin-releasing hormone, CRH) stymulujaca
przysadke do produkcji adrenokortykotropiny (ang. adrenocorticotropic hormone, ACTH).
Nastepnie ACTH oddziatuje na nadnercze, ktore w odpowiedzi syntetyzuje i uwalnia GKS [32,
113, 216] (Ryc. 1). Endogenne GKS wykazuja wiele wiasciwosci istotnych dla utrzymania
homeostazy organizmu. Odbywa si¢ t0 m.in. poprzez regulowanie metabolizmu weglowodanow,
biatek 1 tluszczOw oraz modulowanie odpowiedzi ukladu immunologicznego [63].
Brak rownowagi w syntetyzowaniu i uwalnianiu endogennych GKS skutkuje stanami
patologicznymi, takimi jak: powazne powiklania sercowo-naczyniowe czy metaboliczne
i immunologiczne komplikacje, ktore obserwuje si¢ w chorobach Cushinga (nadmiar GKS)
i Addisona (niedobor GKS) [32].

STRES PSYCHICZNY

STRES FIZYCZNY /

®

' PODWZGORZE '
o ()

PRZYSADKA \

NADNERCZE

§

GKS

Rycinal. Schemat regulacji wydzielania endogennych glikokortykosteroidow przez 0§ podwzgorze—
przysadka—nadnercze.

Zastosowanie egzogennych GKS w leczeniu wielu choréb, w tym zapalnych

I autoimmunologicznych, siega 1855 roku. Ukazata si¢ wowczas monografia Tomasza Addisona

pt. ,,On the Constitutional and Local Effects of Disease of the Suprarenal Capsule”, w ktorej

opisal on objawy kliniczne jednostki chorobowej zwigzanej z zaburzeniami kory nadnerczy,

8
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nazwanej od jego nazwiska chorobg Addisona [144]. W roku 1930 Pfiffner i Swingle wyodr¢bnili
ekstrakt z kory nadnerczy, ktory nazwano corting [64]. Zapoczatkowato to seri¢ eksperymentow
nad strukturg i synteza zwigzkow z kory nadnerczy przez wiele zespoldw badawczych, m.in. pod
kierunkiem Edwarda Kendalla z Kliniki Mayo czy Tadeusza Reichsteina z Uniwersytetu
w Bazylei. Odkrycia te doprowadzilty do wyodrgbnienia zwigzku, pierwotnie nazwanego
sktadnikiem ,,E” Kendalla lub 17-hydroksy-11-dehydrokortykosteronem, obecnie zwanego
kortyzon. W 1948 roku Philip Hench z kliniki w Mayo jako pierwszy zastosowat kortyzon
w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawoéw (RZS). Terapia zakonczyla si¢ sukcesem, a GKS
staty si¢ powszechnie przepisywanymi lekami w leczeniu wielu schorzen [63, 67]. Za swoje prace
badawcze i spektakularne wyniki Kendall, Reichstein i Hench otrzymali w 1950 roku Nagrode
Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny [225].

Po wprowadzeniu kortyzonu (1948), a nastgpnie kortyzolu (1951) w leczeniu RZS,
rozpoczeto poszukiwania lepszych $rodkow, ktore wywotywatyby mniej skutkéw ubocznych.
Podczas gdy naturalne GKS mozna uzyskiwa¢ z nadnerczy zwierzat, farmaceutyczne steroidy sa
zazwyczaj syntetyzowane z kwasu cholowego lub saponin steroidowych, ktére wystepuja
w roslinach z rodzin Liliowate i Pochrzynowate. Modyfikowanie tych steroidow pozwolito
na otrzymanie duzej grupy syntetycznych steroidow o specjalnych wilasciwosciach istotnych
pod katem farmakologicznym oraz terapeutycznym [142].

Podstawa struktury chemicznej GKS jest steran, ktory zbudowany jest z trzech pierscieni
cykloheksanowych A, B, C oraz jednego pierscienia cyklopentanowego D (Ryc. 2). Orientacja
grup funkcyjnych zwigzanych z pierScieniami steroidu jest kluczowa dla jego biologicznej
aktywnosci. Grupy znajdujace si¢ ponizej plaszczyzny steroidu sa oznaczane jako o, natomiast
grupy znajdujace si¢ powyzej ptaszczyzny steroidu jako f [201].

(T LJOE

> \"-a.,/""i‘\v‘./'%"‘
( \ A B |
S g

N

a) b)

Rycina 2. Struktura steroidow: a) schemat budowy steranu — szkielet weglowy, b) ogoélny wzor struktury
steroidéw, gdzie R; i R, to zazwyczaj grupy metylowe, natomiast R; — fancuch boczny
[201, zmodyfikowane].

Istotnymi grupami funkcyjnymi w aktywnosci biologicznej GKS sa:

- tlen w postaci grupy ketonowej w pozycji C3 oraz C20,

- podwojne wigzanie mi¢dzy atomami wegla C4 1 CS5,
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- grupa B-hydroksylowa w pozycji C11,
- dwuweglowy tancuch w pozycji B oraz grupa a-hydroksylowa w pozycji C17,
- grupa -metylowa w pozycjach C18 i C19 [142].
Wsréd powszechnie stosowanych syntetycznych GKS  wymienia si¢:  kortyzol
(hydrokortyzon), kortyzon, deksametazon, betametazon, prednizon i prednizolon (Ryc. 3).

] ~
l < l < \;\_ |
N~
KORTYZOL KORTYZON DEKSAMETAZON
N o] N
N L e
> ; - . .
\ S J
BETAMETAZON PREDNIZON PREDNIZOLON

Rycina 3.  Struktury chemiczne powszechnie stosowanych syntetycznych glikokortykosteroidow (GKS)
[226].

Na szczegolng uwage zasluguja deksametazon oraz betametazon, ktore posiadajg atom
fluoru (F) w pozycji C9a, zwickszajacy aktywnos¢ glikokortykosteroidowg oraz grupe metylowsa
(-CH3s) w pozycji Cl16 redukujaca aktywnos¢ mineralokortykoidowa, w pozycji a
dla deksametazonu i w pozycji B dla betametazonu. Steroidy te wykazuja okoto 25 razy wicksza
aktywno$¢ przeciwzapalng w pordwnaniu z kortyzolem oraz maja dluzszy okres pottrwania.
Dla praktycznego poréwnania: 0,75 mg deksametazonu lub betametazonu prowadzi
do odpowiedzi klinicznej porownywalnej z 5 mg prednizolonu czy 20 mg kortyzolu. Jednakze
z powodu silnych efektow ubocznych wskaznik terapeutyczny deksametazonu czy betametazonu
nie jest wyzszy niz prednizolonu, w zwigzku z tym stosowane sg one w sytuacjach, gdy inne
sposrod syntetycznych GKS nie sg juz skuteczne [142].

W osoczu kortyzol i jego syntetyczne pochodne wigza si¢ w sposob odwracalny
ze specyficznymi transportowymi globulinami: transkortyng i albuming. Transkortyna jest
globuling o wysokim powinowactwie, ale niskiej zdolno$ci wigzania, natomiast albumina posiada
mate powinowactwo, lecz wzglednie wysoka zdolno$¢ wigzania. W niskich badz prawidtowych
stezeniach 80 - 90% kortyzolu i prednizolonu jest zwigzane z transkortyna, a tylko 5 - 10% z
albuming. W wysokich stezeniach, miejsca wigzania w transkortynie s3 wysycone, co skutkuje
wzrostem ilosci wolnego kortyzolu oraz prednizolonu, ktére moga by¢ metabolizowane. Szybkos¢
eliminacji  kortyzolu oraz prednizolonu rosnie przy stosowaniu wysokich dawek.

Metylprednizolon i deksametazon wigzane sg tylko przez albuming, a procent zwigzania jest
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niezalezny od dawki. W zwigzku z tym szybkos$¢ eliminacji dla tych zwigzkow jest stata bez

wzgledu na dawke [142].
GKS s3a metabolizowane glownie poprzez redukcje podwodjnego wigzania pomigdzy

atomami wegla C4 1 C5, co moze zachodzi¢ zar6wno w watrobie, jak rowniez poza nig. Nastepnie
redukcji do grupy hydroksylowej podlega grupa ketonowa w pozycji C3, co zachodzi juz tylko
w watrobie. Warto$¢ okreséw pottrwania wskazuje, ze obecno$¢ podwojnego wigzania pomigdzy
Cl i C2 (prednizolon, metylprednizolon) i fluoru w pozycji C6 (parametazon) lub C9
(betametazon, deksametazon) zwieksza opornos¢ tych molekul na degradacje i redukuje ich

klirens, dzigki czemu leki te moga wywiera¢ dlugotrwate efekty w organizmie [142].

2. Steroidoterapia

Glikokortykosteroidy znalazty szerokie zastosowanie w leczeniu wielu chorob ze wzgledu
na ich wlasciwosci przeciwalergiczne, przeciwzapalne, przeciw$§wigdowe, przeciwobrzekowe
I iImmunosupresyjne oOraz przyspieszanie dojrzewania pecherzykow plucnych czy obnizanie
Cisnienia wewnatrzczaszkowego [74]. Jednak stosowanie GKS nie ogranicza si¢ do miejsca
docelowego. Dziatajag one ogolnoustrojowo, co prowadzi do wielu skutkéw ubocznych terapii,
takich jak: osteoporoza, zahamowanie wzrostu u dzieci, rozstgpy skorne, wybroczyny, tradzik,
zanik miegsni, nadcis$nienie tetnicze, cukrzyca wtorna, wrzody zotadka, a takze zaburzenia
psychiczne, takie jak: agresja, psychozy czy depresja [8, 74, 166].

Obecnie syntetyczne GKS powszechnie stosowane sa w leczeniu chordb zapalnych, takich
jak: przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP) czy zespot ostrej niewydolnosci oddechowe;j
(ang. acute respiratory distress syndrome, ARDS), a takze choréb autoimmunologicznych, takich
jak: astma, RZS czy nieswoiste zapalenie jelit (ang. inflammatory bowel disease, IBD) [7, 9, 10].
Sposrod wymienionych jednostek chorobowych, w przypadku ktorych stosowanym leczeniem jest
przede wszystkim glikokortykosteroidoterapia, obserwuje si¢ rdzne reakcje pacjentow
na leczenie. Bardzo czesto pojawia si¢ staba reakcja lub jej brak na terapiec w odpowiedzi na
wysokie dawki GKS. W przypadku POChP, §rodmigzszowego zwldknienia ptuc, ARDS oraz
mukowiscydozy wskazuje si¢ w duzej mierze na steroidooporno$¢ [9]. W zwigzku z tym
wlaczajac do terapii GKS, nalezy wzig¢ pod uwage fakt, ze wrazliwos¢ i odpowiedz na GKS
roznig si¢ miedzy osobnikami, tkankami i komorkami, jak réwniez zalezg od czasu stosowania

lekow oraz skumulowanej dawki [113].
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3. Molekularny mechanizm dzialania glikokortykosteroidéow

3.1. Genomowy mechanizm dzialania glikokortykosteroidow

Molekularny mechanizm dziatania GKS moze opiera¢ si¢ o genomowe i niegenomowe
efekty. Genomowe mechanizmy zwigzane s3 2z wewnatrzkomorkowym receptorem
glikokortykosteroidowym GR nalezagcym do podrodziny receptoréw jadrowych — czynnikéw
transkrypcyjnych zaleznych od ligandu [32, 132, 178, 203]. Ekspresja GR zachodzi
we wszystkich typach komoérek 1 tkanek. Najwigkszag uwage skupia si¢ na jego dwoch
dominujgcych izoformach: GRa i GRp, z ktorych receptor GRpB nie posiada zdolno$ci wigzania
GKS [113]. Na strukture receptora GR skladaja si¢ trzy gtéwne funkcjonalne domeny:
N-terminalna domena (ang. N-terminal domain, NTD), domena centralna wigzgca DNA
(ang. DNA binding domain, DBD) oraz C-terminalna domena wiazaca ligand (ang. ligand binding
domain, LBD), a takze region H (ang. hinge region) taczacy domeny DBD i LBD [32, 178] (Ryc.
4). Kazda domena posiada specyficzng funkcje. NTD bierze udziat w regulacji transkrypcji, jest
to tzw. domena z funkcja aktywacyjnag 1 (ang. activational function domain 1, AF-1). Zbudowana
jest ona z pierwszych 420 aminokwasoéw z konca N i jest kluczowg w procesach rekrutacji
podstawowej maszynerii transkrypcyjnej, w tym bialka rozpoznajacego sekwencje TATA
(ang. TATA-binding protein, TBP). Domena DBD (aminokwasy 421 - 488), zawiera dwa palce
cynkowe, ktore zaangazowane s3 w  wigzanie kwasu deoksyrybonukleinowego
(ang. deoxyribonucleic acid, DNA), jadrowa translokacj¢ receptora oraz jego dimeryzacjg.
Domena LBD o funkcji aktywacyjnej 2 (ang. activational function domain 2, AF-2), obejmujaca
aminokwasy 526-556, jest odpowiedzialna za oddziatywania z biatkami opiekunczymi
(ang. chaperones) oraz koregulatorami w sposob zalezny od ligandu [7, 32, 37, 131, 141, 172,
207]. Fosforylacja jest waznym procesem, ktory moduluje aktywno$¢ i stabilnos¢

receptora GR, a glowne miejsca fosforylacji zlokalizowane sg w domenie NTD [207].

NR3CI

Eksony 'Tl ' enﬂea

DBD

A 420 488 527 727777 1 420 488 527 727 742
GRa GRp
Rycina4.  Uproszczony schemat struktury genu NR3C1. W wyniku alternatywnego splicingu pierwotnego
transkryptu powstaja dwie izoformy receptora: GRa i GRB; DBD — domena wiazaca DNA,

H — region taczacy, LBD — C-terminalna domena wiazaca ligand, NTD — N-terminalna domena
[131, 178, zmodyfikowane].
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Nieaktywny receptor GRa (niezwigzany z ligandem) zlokalizowany jest w cytoplazmie
w postaci heteromerycznego kompleksu z dimerami biatek szoku termicznego (ang. heat shock
protein, Hsp), takimi jak: Hsp90, Hsp70, z podjednostkami biatka p23 oraz immunofilinami:
FKBP51 (ang. FK506 binding protein 51) i FKBP52 (ang. FK506 binding protein 52), (Ryc. 5a)
[6, 32, 63, 172, 207]. Biatka te utrzymuja receptor w formie nieaktywnej, hamuja jego
translokacj¢ do jadra komorkowego oraz stabilizujg kompleks. GKS sg czasteczkami wysoce
lipofilnymi, w wyniku czego swobodnie dyfundujg przez btong komérkowa do wnetrza komorki
na drodze pasywnej dyfuzji [108]. W oparciu o klasyczng S$ciezke transdukcji sygnatu
w cytoplazmie dochodzi do aktywacji receptora GRa na skutek zwigzania z GKS bedacych
ligandem dla receptora, co prowadzi do molekularnej rearanzacji heterokompleksu receptora,
ekspozycji sygnalu lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signal, NLS) i szybkiego
importu do jadra komorkowego. Transport kompleksu GR-GKS przez bton¢ jadrowa angazuje
biatka: importyng-a oraz importyng-13 [36, 58, 79, 113, 172]. W jadrze komorkowym biatka
receptorowe tworzg aktywny homodimer, ktéry wzmacnia (transaktywacja) lub hamuje
(transrepresja) transkrypcj¢ docelowych genéw w oparciu o nastepujace mechanizmy:

- bezposrednie oddziatywanie ze specyficzng sekwencja regionu promotorowego genow
docelowych (prozapalnych lub przeciwzapalnych) odpowiadajacg na GKS, tzw. sekwencjg
GRE (ang. glucocorticoid response element) lub nieodpowiadajaca na GKS - nGRE
(ang. negative glucocorticoid response element),

- oddziatywania z innymi czynnikami transkrypcyjnymi (oddziatywania biatko-biatko),

- bezposrednie wigzanie do DNA genéw docelowych i interakcje z sasiadujagcymi czynnikami
transkrypcyjnymi,

- wplyw na strukture chromatyny,

- potranskrypcyjne efekty [6, 9, 32].

W jadrze komorkowym homodimer aktywnego receptora GRa wiaze si¢ z palindromowa
15-nukleotydowa sekwencja GRE (AGAACANNNTGTTCT, gdzie N oznacza dowolny
nukleotyd). Interakcja ta pozwala na rekrutacj¢ kofaktoréw transkrypcji, takich jak: koaktywatora
receptora steroidowego 1 (ang. steroid receptor coactivator 1, SRC-1), biatka wiazacego
z elementami odpowiedzi na cAMP, tzw. biatko CREB (ang. CAMP response-binding protein,
CBP), biatka p300, kompleksu biatka p300 i CBP-PCAF (ang. p300/CBP associated protein).
Biatka te posiadaja aktywno$¢ acetylotransferazy histonowej (ang. histone acetyltransferase,
HAT) przeprowadzajacej reakcj¢ acetylacji histonow (gtownie histonu 4), wptywajac tym samym
na rearanzacj¢ struktury chromatyny. RozluZnienie struktury chromatyny pozwala na szybkie
wigzanie czynnikow transkrypcyjnych 1 polimerazy RNA II, a tym samym na indukcje
transkrypcji genow docelowych [10, 78, 172, 220] (Ryc. 5b).

Przeciwna sytuacja zachodzi przy wigzaniu receptora z nGRE (CTCC(N)y..GGAGA).
Wykazano, ze przylaczanie GRa do nGRE skutkuje tworzeniem komplekséw korepresorow oraz
rekrutacjg deacetylaz histonowych (ang. histone deacetylase, HDAC), co prowadzi do hamowania
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transkrypcji docelowych genow [172, 220]. Dodatkowo, nGRE uniemozliwia dimeryzacje GRa
dzieki unikatowej sekwencji, ktora zmienia konformacje reszt GRa waznych dla aktywacji
transkrypcji, co wspiera transrepresje [75] (Ryc. 5c).

GRo moze takze hamowaé transkrypcje gendow poprzez oddziatywanie z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi, np. transkrypcyjnym czynnikiem jadrowym xB (ang. nuclear
factor kB, NF-xB ) i biatkiem aktywujacym-1 (ang. activator protein-1, AP-1) [10, 172]. NF-xB
jest czynnikiem transkrypcyjnym zaangazowanym w rozw6j wielu chorob zapalnych.
Moze wystepowaé jako homodimer Iub heterodimer, w sklad ktorego moga wchodzic¢
podjednostki: p65 (RelA), c-Rel, Rel B, p52/p100 i p50/p105. Dominujaca kombinacjg jest
p65/p50 - heterodimer zaangazowany w aktywacj¢ procesow transkrypcyjnych. W cytoplazmie
NF-kB wystepuje w formie nieaktywnej zwigzanej z inhibitorem kB (ang. inhibitory protein of
NF-xB, IkB). To potaczenie maskuje sygnat NLS, zapobiegajac jego przemieszczaniu si¢ do jadra
i wigzaniu z DNA. Aktywno$¢ NF-kB indukowana jest m.in. przez cytokiny prozapalne, takie jak:
interleukina 1B (IL-1P) i czynnik martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor a, TNFa),

jak rowniez przez produkty mikrobiologiczne (lipopolisacharydy) czy infekcje wirusowe.

Stymulacja komorek przez te induktory prowadzi do aktywacji kinazy IkB (ang. IxB kinase,
IKK), ktora fosforyluje IxkB [172].

GKS

a) (KBP ” ; i
Dysocjacja kompleksu Hsp90
KBPS inhibitorow GRa E;(BPS?)

Hsp70 . HSp90 =
- gh —» CRT AR e G ) é p23 P
N Hsp70 Hsp90 -
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E / ywacja Hsp70 Hsp70
>
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Indukeja transkrypcji genow Hamowanie transkrypcji genow
Rycina5. Molekularny mechanizm dziatania glikokortykosteroidow (GKS): a) - aktywacja

i przemieszczanie receptora GRa do jadra, b) wigzanie receptora GRo do sekwencji GRE -
aktywacja transkrypcji genéw docelowych, ¢) wigzanie GRa do sekwencji nGRE - hamowaniem
transkrypcji genow docelowych [172, zmodyfikowane] (szczegotowy opis w tekscie).
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Ufosforylowane IkB poddawane jest poliubikwitynacji i kierowane na degradacje do kompleksu
proteasomowego. NF-kB jest importowany do jadra i aktywuje transkrypcje genéow kodujacych
czynniki prozapalne, takie jak: TNFa, IL-1p, GM-CSF (ang. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor) czy enzymy zwigzane z syntezg zapalnych mediatorow, takie jak:
cyklooksygenaza-2 (COX-2) czy indukowalna syntaza tlenku azotu (ang. inducible NOS, iNOS).
GRo hamuje aktywno$¢ transkrypcyjnag NF-kB poprzez bezposrednig interakcje z podjednostka
p65 [172] (Ryc. 6).
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Rycina 6.  Hamowanie transkrypcji genow kodujacych czynniki zapalne/prozapalne poprzez oddziatywanie
receptora GRa z transkrypcyjnym czynnikiem NF-kB [172, zmodyfikowane] (szczegotowy opis

w tekscie).
AP-1 jest kompleksem zaangazowanym w regulacje ekspresji wielu gendow kodujacych
cytokiny oraz enzymy niszczace tkanki, takie jak kolagenazy. AP-1 wchodzi w sktad rodziny
biatek bZIP (ang. basic leucin zipper protein), ktore charakteryzuja si¢ sekwencjami bogatymi

w bialka zasadowe oraz domen¢ suwaka leucynowego. Sklada si¢ ono z elementu nalezacego
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do rodziny biatek Jun (c-Jun, v-Jun, Jun-B, Jun-D) oraz biatek Fos (c-Fos, Fos-B, Fra-1, Fra-2)
1 moze wystepowac jako homodimer lub heterodimer. Heterodimery spotykane sg czg¢sciej, jako
ze wykazuja wigksze powinowactwo wigzania z DNA. Powszechnie spotykang formag jest
heterodimer c-Fos/c-Jun. Dimeryzacja zachodzi na skutek stymulacji ze strony cytokin zapalnych
poprzez fosforylacj¢ podjednostki c-Jun przez N-koncowa kinaze c-Jun (ang. c-Jun N-terminal
kinase, JNK) oraz podjednostki c-Fos przez kinazy regulowane sygnatami zewnatrzkomorkowymi
1 i 2 (ang. extracellular signal-regulated kinases 1/2, ERK1/2). GRa hamuje aktywnos$¢ AP-1
poprzez te same mechanizmy, jak w przypadku NF-kB, na drodze bezposrednich interakcji
biatko-biatko (GRa-podjednostka c-Jun) [32] (Ryc. 7).
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Rycina7.  Hamowanie transkrypcji genow kodujacych czynniki zapalne/prozapalne poprzez oddzialywanie
receptora GRa z transkrypcyjnym czynnikiem AP-1 [172, zmodyfikowane] (szczegétowy opis

w tekscie).
W wyniku mechanizmoéw opisanych powyzej, NF-kB i AP-1 sg wyciszane przez receptor
GRa 1 nie dochodzi do transkrypcji genow zapalnych i prozapalnych. Hamowana jest produkcja
wielu cytokin, takich jak: TNFa, IL-1B, IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, IL-11 czy GM-CSF, ktore sg

zaangazowane w powstawanie choréb zapalnych. Rowniez wiele chemokin, takich jak:
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eotaksyna, chemokina B (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted,
RANTES,), enzymy: INOS i COX-2 czy czasteczki adhezyjne: ICAM-1 (ang. intercellular
adhesion molecule 1) i VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) sa regulowane w ten
sposob [10, 172].

Niektore geny prozapalne, np. TNFA kodujacy TNFa, maja niestabilne czasteczki
informacyjnego kwasu rybonukleinowego (ang. messenger RNA, mRNA), ktore sa szybko
degradowane przez specjalne enzymy RNazy, ale stabilizowane, jesli komorki sg stymulowane
przez czynniki zapalne. Na stabilnos§¢ mRNA wptywa sekwencja ARE (ang. AU rich element),
bogata w adeniny (A) i uracyl (U), ktora zlokalizowana jest w regionie 3’ nie ulegajacym
translacji (ang. 3’ untranslated region, 3’UTR) [10]. Z regionem tym moga wigza¢ si¢ biatka
AREB (ang. ARE binding protein) i powstaje wowczas kompleks rybonukleoproteinowy, ktory
kontroluje degradacje mRNA. Wsrod tych biatek sg: tristetraprolina (TTP), ktora przyspiesza
degradacje mRNA oraz biatko HuR (ang. Hu-antigen R) wydtuzajace czas pottrwania mRNA [32,
78]. Wigzanie HuR do ARE zalezne jest od dziatania kinazy p38MAPK nalezacej do kinaz MAP
aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases, MAPK). Kinaza ta poprzez
kinaz¢ biatkowg 2 aktywowang kinazami MAP (ang. MAP kinase activated protein 2) aktywuje
specyficzng metylotransferaze, ktora z kolei metyluje biatka AREB chronigc je przed degradacja
w proteasomie i czynigc je stabilnymi [111]. GKS wywierajg inhibitorowy efekt na Sciezki
sygnalowe MAPK poprzez wzrost ekspresji fosfatazy MKP-1 (ang. mitogen activated protein
kinase phosphatase-1), ktora hamuje p38 MAPK. Informacyjne RNA (MRNA) nie jest
stabilizowane i biatka inicjujace procesy zapalne nie powstaja. Odnotowano, ze jeden
z syntetycznych GKS — deksametazon, reguluje poziom biatek TTP i HuR, zmniejszajac w ten
sposob poziom mMRNA gendéw kodujacych czynniki zapalne, takich jak: gen kodujacy
cyklooksygenaze - 2 — COX2 i gen kodujacy eotaksyne - CCL11. Wymagato to jednak wyzszych
stezen, okoto 10 nM, a nie standardowo stosowanego 1 nM [78] (Ryc. 8).

17



WSTEP

GKS

Stany zapalne

LGR;} GR(:X 3’ ||| |

GRE | | | Lana®
{ MKK36 B
Ekspresja MKP-1 l Sciezki
P P sygnatowe
MKP-1 % — 30 pP3SMAPK MAPK

¥

s P
MAPKAPK2

AAAAAAAA
mRNA l B en r

ARE

Sv

" Bialka inicjujace
{_ procesy zapalnc@‘prompalnc; £

Rycina 8.  Destabilizacja mMRNA czynnikow zapalnych/prozapalnych zawierajacych sekwencje ARE. GKS
poprzez receptor GRa, wplywaja na kaskad¢ kinaz MAPK na drodze aktywacji MKP-1, ktora jest
inhibitorem p38 MAPK; MKK3/6 — kinazy 3 i 6 aktywujace p38MAPK, MAPKAPK?2 — kinaza
biatkowa 2 aktywowana kinazami MAP; [10, zmodyfikowane] (szczegétowy opis w tekscie).

3.2. Niegenomowy mechanizm dzialania glikokortykosteroidow

Niegenomowy mechanizm dziatania GKS dotyczy bezposredniego modulowania $ciezek
przekazywania sygnatu. Odbywa si¢ to poprzez btonowy receptor GR (ang. membrane-bound
glucocorticoid, mGR) lub poprzez cytoplazmatyczny receptor GR (ang. cytoplasmic
glucocorticoid, cGR), ktore wchodza w interakcje z kinazami MAPK: ERK, JNK, p38 MAPK czy
kinazami tyrozynowymi, np. Src [32]. Przykladem jest stymulowane przez GKS uwalnianie
kinazy Src, ktéra prowadzi do aktywacji lipokortyny 1, bedacej inhibitorem fosfolipazy - enzymu
uwalniajacego kwas arachidonowy. W efekcie dochodzi do zahamowania syntezy mediatorow
procesu zapalnego, dla ktorych kwas arachidonowy jest substratem [58, 156].

Do niegenomowych mechanizméw GKS mozna rowniez zaliczy¢ ich bezposredni wptyw
na uktad immunologiczny na poziomie komoérkowym. Indukuja one apoptoze limfocytow T,
neutrofili, bazofili czy eozynofili, redukujac tym samym stany zapalne [32].

Niegenomowe efekty GKS zachodzg szybko, w ciggu kilku sekund/minut i odbywajg si¢ na
poziomie btony komorkowej. Dziatania genomowe sa wolniejsze (potrzeba godzin/dni, zanim
zmiany w komorkach, tkankach czy narzadach bgda widoczne), wymagaja modulacji transkrypcji
gendw i zachodza w jadrze komérkowym [38, 144].
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4.  Opornos¢ na glikokortykosteroidy

Terapia GKS jest wykorzystywana w leczeniu choréb zapalnych, autoimmunologicznych
i proliferacyjnych. Jednakze pomimo szerokiego klinicznego zastosowania, korzysci z ich
przyjmowania sg cze¢sto ttumione na skutek wystgpowania zmienno$ci osobniczej. U niektorych
pacjentow obserwuje si¢ stabg reakcje na leczenie GKS albo catkowity jej brak. W takich
przypadkach wymagane jest stosowanie wysokich dawek GKS. Spadek efektywnos$ci terapii
zwigzany jest rowniez z komplikacjami, takimi jak: osteoporoza, choroby metaboliczne czy
zwigkszone ryzyko chorob ukladu sercowo-naczyniowego. Z tego powodu pacjenci, ktorym
podawane sg wysokie dawki lecznicze, dodatkowo znajduja si¢ w grupie podwyzszonego ryzyka
wystapienia efektow ubocznych [37, 220]. Uznaje si¢, ze efekt leczniczy zalezy zar6wno
od dawki jak i czasu trwania terapii [220].

4.1. Rodzinna opornos¢ na glikokortykosteroidy

Oporno$¢ na GKS w leczeniu wielu chordb zapalnych nalezy odr6zni¢ od zespotu
Chrousosa - rodzinnej oporno$ci na GKS (ang. familial glucocorticoid resistance, FGR). Zespot
Chrousosa jest bardzo rzadkim schorzeniem dziedziczonym autosomalnie recesywnie
lub dominujaco. Charakteryzuje si¢ zmniejszonym dziataniem kortyzolu, z powodu defektu
receptora GR [9, 37, 217]. Objawia si¢ hiperkortyzolemig bez cech syndromu Cushinga [10, 207].
Zredukowane dziatanie kortyzolu skutkuje stymulacja osi HPA. Wzrost stezenia ACTH stymuluje
nadnercze do produkcji innych niz GKS steroidéow, co skutkuje objawami klinicznymi FGR,
takimi jak: nadci$nienie z hipokalemia (jako objaw nadmiaru mineralokortykoidow)
i/lub hirsutyzm, cechy meskie i zaburzenia menstruacyjne u kobiet (jako objaw nadmiaru
androgenow) [10, 217]. Zesp6t Chrousosa zwigzany jest z mutacjami w genie jadrowego
receptora GKS z grupy 1C podrodziny 3 - NR3C1, ktore w wigkszosci dotycza funkcji domeny
LBD oraz DBD [37, 207]. Mutacje te wptywaja na receptor GR poprzez ostabienie dziatania
transaktywacyjnego, zaburzenie procesu wigzania ligandu, zmniejszenie ekspresji receptora GRa,
opoOznienie importu jadrowego receptora, zmian¢ w oddzialywaniach z koaktywatorami, wptyw
na alternatywny splicing oraz zdolno$¢ wigzania do GRE [22, 217]. W eksonie 6 (domena LBD)
zidentyfikowano mutacj¢ przesuni¢cia ramki odczytu (ang. frameshift), ktora skutkuje ekspresja
skroconego biatka GRa. Zmutowane biatko najprawdopodobniej wykazuje dominujaca
negatywng aktywno$¢, pogarszajac tym samym import prawidtowego receptora GRa do jadra
komorkowego  [187]. Pacjenci z FGR  wyraznie roznig si¢  od  pacjentow
z glikokortykosteroidoopornoscia w przebiegu chordb zapalnych. Potwierdza to fakt, ze
U pacjentow z astmg oporng na GKS analiza mutacji nie wykazata zadnych nieprawidtlowosci
w strukturze receptora GRa [10].

Inne mechanizmy prowadzace do opornosci na GKS zwigzane z defektami receptora GRa

moga dotyczy¢ zwigkszonej ekspresji Hsp90, zmian stopnia fosforylacji receptora, indukowanej
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hormonem zmiany konformacji receptora wplywajacej na jego transport do jadra czy jego

termolabilnosci [217].
4.2. lIzoforma GRp

Izoformy receptora GR warunkuja specyficznos¢ transkrypcyjng. Maja one rézne wzory
dystrybucji tkankowej i profile regulacji transkrypcyjnej. Dodatkowo sa rowniez poddawane
réznym potranslacyjnym modyfikacjom, ktore wptywaja na ich funkcje [113].

W przeciwienstwie do GRa, izoforma GRP nie wigze GKS, ale jest transkrypcyjnie
aktywna, co potwierdzaja badania zespotu Cidlowskiego [110] nad syntetycznym steroidem
mifepristonem (RU-486). Wykazali oni, ze GR} wigze mifepriston i ulega translokacji do jadra,
gdzie wywoluje pozadany efekt. Cytokiny prozapalne, jak réwniez mikrobiologiczne antygeny
czy enterotoksyny gronkowca mogg indukowac¢ izoform¢ GRP. Wspdtzawodniczy ona z GRa
o wigzanie z sekwencjg GRE, dziatajac jako dominujacy inhibitor [9] (Ryc. 9a). Wzrost ekspres;ji
GRp powigzano z wieloma chorobami zapalnymi, m.in. niewrazliwa na leczenie GKS astmg [61],
RZS [99], wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (ang. ulcerative colitis, UC) [72] i IBD
[134]. Jednakze w przypadku astmy steroidozaleznej, nie odnotowano zwig¢kszonego poziomu
ekspresji GRPB. Duzo nizszy poziom ekspresji GRB w stosunku do GRa we wszystkich typach
komorek, za wyjatkiem neutrofilii, sugeruje, ze wplyw GRJ nie jest na tyle silny, aby przyczyniat
si¢ do powstania zjawiska steroidoopornosci [9, 10, 51]. Jednakze interesujacy wydaje si¢ fakt
zaobserwowany u myszy. Zwierzgta te wykazuja wysoka wrazliwo$¢ na GKS i nie tworzy si¢
u nich izoforma GRp, a poddane transdukcji genem GRB staja si¢ oporne na GKS [108].
Sugerowano rowniez role GRB w mechanizmie opornos$ci w przebiegu ciezkiej astmy, poprzez
wplyw nadekspresji tej izoformy na obnizenie aktywnosci HDAC2. Niestety hipoteza ta

nie zostata potwierdzona [20].
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Rycina9.  Mechanizm  dziatania  glikokortykosteroidow (GKS) oraz czynniki zaangazowane
w steroidooporno$¢: a) wspotzawodniczego o wiagzanie z GRE pomiedzy GRa i GRp,
b) modyfikacje potranslacyjne GRa: fosforylacja (P) i defosforylacja, sumoilacja (SUMO),
ubikwitynacja (Ub) acetylacja (Ac) i deacetylacja, nitrozylacja (NO), c) rola P-gp, d) rola kinaz
MAPK, e) modyfikacje heteromerycznego kompleksu receptora GR, f) dzialanie acetylaz
i deacetylaz, g) wptyw cytokin [10, 172, zmodyfikowane] (szczegotowy opis w tekscie).

4.3. Modyfikacje potranslacyjne GRa

Potranslacyjne modyfikacje receptora GRa odgrywaja wazna rolg w jego aktywacji [207,
213] (Ryc. 9b). Sugeruje sig, ze ich zaburzenia moga prowadzi¢ do nieprawidlowosci mogacych
powodowac steroidooporno$¢é. Wsrdd potranslacyjnych modyfikacji znajdujg si¢: fosforylacja

i towarzyszaca jej defosforylacja, ubikwitynacja, acetylacja i towarzyszaca jej deacetylacja,
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sumoilacja i nitryzylacja. Zestawienie wszystkich modyfikacji potranslacyjnych wraz z ich
lokalizacjg, induktorem oraz wptywem na dziatanie GRa przedstawia tabela 1.

Wykazano, ze fosforylacja moze wywolywac rozne efekty w zaleznosci od jej lokalizacji.
Fosforylacja Ser21l przez p38 MAPK wigze si¢ ze wzrostem poziomu transkryptow genow
indukowanych przez GRo [124, 195]. Natomiast fosforylacja Ser226 obniza transdukcj¢ sygnatu
GRa poprzez zwigkszone usuwanie GRa z jadra komérkowego [23, 78]. Sugeruje si¢ takze, ze
fosforylacja moze kierowaé receptor na droge degradacji poprzez ubikwitynacj¢, a nastepnie
degradacje proteasomalng [78].

Sumoilacja wykazuje dziatanie przeciwstawne do ubikwitynacji i najprawdopodobniej
wywiera wptyw na rekrutacje kofaktorow [32, 78]. Obserwuje sie, ze efekty sumoilacji sg wysoce
zalezne od typu komorki [131].

Acetylacja GRa jest zalezna od ligandu 1 reguluje funkcje GRo w zaleznosci
od docelowego genu i typu komorki [207]. Czesto towarzyszy jej deacetylacja receptora
w pozycji Lys494 i Lys495 umozliwiajaca oddziatywanie GRa z biatkiem p65 kompleksu NF-«kB,
co prowadzi do zahamowania jego aktywnosci transkrypcyjnej [80].

Nitrozylacja GR przez tlenek azotu (NO) w miejscu oddzialywania z Hsp90 zapobiega
dysocjacji receptora GRo z kompleksu, uniemozliwiajagc tym samym wigzanie ligandu [52].
W chorobach zapalnych odnotowuje si¢ czesto wzrost ekspresji iINOS, ktora produkuje duze ilosci
NO [9].

Tabelal.  Potranslacyjne modyfikacje receptora GRa.
Typ modyfikacji Lokalizacja Induktor Efekt
Wplyw na: wigzanie ligandu,
Fosforylacja Domena NTD: interakcje z koaktywatorami,

i defosforylacja
[9, 10, 32, 78, 207, 131]

Ser113, Serl41, Ser203,
Ser211, Ser226, Ser404

kinazy: ERK, p38 MAPK,
JINK; fosfataza: MKP-1

wewnatrzkomorkowa lokalizacje,
stabilnos¢ receptora, transport
jadrowo-cytoplazmatyczny,
potencjat transaktywacyjny

Ubikwitynacja
[32, 78, 113, 131]

Domena NTD: Lys419

enzym aktywujacy ubikwityne

- E1, enzym koniugujacy - E2,

ligaza ubikwitynowo- biatkowa
- E3

Kierowanie receptora na degradacj¢
proteasomalng; zmniejszenie
aktywnosci transkrypcyjnej

Zachodzi po zwigzaniu ligandu i
przed translokacja jadrowa;

Acetylacja Rejon taczacy H: acetylotransferaza histonowa - modulowanie aktvwnosei
i deacetylacja Lys492-495 (sekwencja HAT, deacetylaza histonowa - nie akty
[131, 207] KKTK) HDAC?2 transkrypcyjnej GR poprzez
! wzmacnianie lub hamowanie jego
interakcji z koaktywatorami
Sumoilacia Domena NTD: Wplyw na: stabilno$¢ biatka
[32, 78, 131 J207] Lys277 i Lys293; SUMO-1 i zwigkszenie aktywnosci
R domena LBD: Lys703 transkrypcyjnej
Nitrozylacja Reszty Tyr NO Redukcja powinowactwa wigzania

[°]

GKS

GKS - glikokortykosteroidy, LBD - C-terminalna domena wigzagca DNA, NTD - N-terminalna domena, K,

Lys — lizyna, NO - tlenek azotu, Ser - seryna, T — treonina, Tyr — tyrozyna, SUMO - sumoilacja
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4.4. Glikoproteina P

Podtoza steroidoopornosci upatruje si¢ takze W niewystarczajacej ilosci ligandu dla GRa
(Ryc. 9c). Moze by¢ to zwigzane z nadekspresjg genu ABCB1 (MDR1) kodujacego glikoproteing
P (P-gp) [10, 172]. P-gp nalezy do rodziny biatek ABC (ang. adenosine triphosphate-binding
cassete family) i jest transporterem btonowym. Dziata jako pompa zalezna od ATP biorgca udziat
w absorpcji, dystrybucji i eliminacji lipofilowych czasteczek, w tym GKS, poza komorke.
W zwigzku z tym sugeruje si¢, ze moze przyczyniaé si¢ do powstania steroidoopornosci [9, 37].
Na ludzka P-gp sktada si¢ 1280 aminokwasow. Zbudowana jest ona z dwoch homologicznych,
symetrycznych sekwencji, z ktorych kazda zawiera sze$¢ hydrofobowych transmembranowych
domen (ang. transmembrane domain, TMD) i motyw wiazacy ATP (ang. nucleotide binding
domain, NBD). Hydroliza ATP dostarcza energii, ktora jest konieczna dla aktywnego transportu
lekow wbrew gradientowi stezen. Cze$¢ cytoplazmatyczna domeny NBD zawiera miejsca
wigzania i hydrolizy ATP, natomiast segmenty 4-6 i 10-12 domeny TMD zawierajg miejsca
wigzania subst‘rBegSw [37, 140] (Ryc. 10).
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Rycina 10. Uproszczony schemat struktury genu ABCB1 oraz model P-glikoproteiny. Region P-glikoproteiny
kodowany przez odpowiedni ekson zaznaczono tymi samymi kolorami [2, zmodyfikowane].

Nadekspresje¢ glikoproteiny P wykryto m.in. w limfocytach u pacjentoéw z RZS opornym
na leczenie GKS [190]. Dodatkowo u pacjentow ze stwierdzonym UC, u ktorych stosowano
terapi¢ GKS, odnotowano wzrost ekspresji P-glikoproteiny w jednojadrzastych komorkach krwi
obwodowej (ang. peripherial blood mononuclear cells, PBMC) [69]. Ponadto, zastosowanie
specyficznych  inhibitorow  pompy  P-glikoproteinowej,  jak  PSC833,  wykazalo
wewnatrzkomérkowy wzrost poziomu kortyzolu i cyklosporyny w ludzkim nabtonku jelitowym
oraz limfocytach T [46].
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4.5. Kinazy aktywowane mitogenami

Sugeruje si¢, ze kinazy aktywowane mitogenami (MAPK) odgrywaja wazng rolg
w odpowiedzi zapalnej. Kinaza JNK dziata prozapalnie regulujac aktywacje AP-1, podczas gdy
sciezka sygnatowa kinazy p38 MAPK moze dziata¢ prozapalnie stabilizujac mRNA genow
prozapalnych, takich jak: COX-1, TNFA, IL6 i IL8 lub wycisza¢ geny odpowiedzi
immunologicznej, np. TLR2. GKS wyciszaja dziatanie p38 MAPK poprzez indukowanie
transkrypcji fosfatazy MKP-1, ktora defosforylujac JNK, ERK i p38, inaktywuje je [172].
W badaniach in vitro zaobserwowano rowniez, ze kombinacja IL-2 i IL-4 indukuje
steroidoopornos¢ zwigzang z aktywacja kinazy p38 MAPK. Powigzano to z fosforylacja receptora
GRa, ktorej skutkiem byt spadek powinowactwa wigzania ligandu oraz jego translokacji jadrowej
[7]. Zwigzek p38 MAPK ze steroidoopornoscig potwierdzaja takze inne badania. Wykazano, ze
znaczny poziom aktywnosci tej kinazy wystepuje w makrofagach pecherzykow ptucnych
pacjentow chorych na astmg, u ktorych wystepowala staba odpowiedz na leczenie
GKS, w poréwnaniu do pacjentdow, ktorzy reagowali pozytywnie na terapi¢ [13]. Informacje te
moga sta¢ si¢ wskazowka w celu zastosowania inhibitoréw MAPK, jako czasteczek skutecznych

w redukcji steroidoopornosci [7, 172] (Ryc. 9d).
4.6. Bialka heteromerycznego kompleksu receptora GRa

Biatko Hsp90 odgrywa wazng role w stabilizowaniu konformacji GRa, aby mogt
on wydajnie wigza¢ ligand [226]. Wyrdznia si¢ izoformy Hsp90a i Hsp90p. Biatka te zbudowane
sa z trzech wysoce konserwatywnych domen: domeny N-koncowej wiazacej ATP, domeny
srodkowe] wiazacej substrat (ang. middle substrate binding domain, MSBD) o aktywnosci
ATPazowej oraz C-koncowej domeny karboksylowej z motywem pentapeptydu MEEVD.
Domena C-koncowa odpowiedzialna jest za dimeryzacj¢ biatka oraz wigzanie bialek
opiekunczych zawierajacych 34-aminokwasowe powtdrzenia (ang. tetratricopeptode repeat,
TPR). Domena N-koncowa jest potaczona z domena MSBD poprzez tacznik, ktory wptywa

na strukturalng elastyczno$¢ biatka oraz umozliwia interakcje biatko-biatko [95, 194] (Ryc. 11).
HSP90AAL

(izoforma 2)

Eksony

domeny
biatkowe

domena-N ~ domena MSBD Jdomena-
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Rycina 11. Uproszczony schemat struktury genu HSP90AA oraz kodowane przez niego biatko Hsp90a
izoforma 2, skladajaca si¢ z 732 aminokwaséw; MSBD — domena wigzaca substrat,
MEEVD — motyw pentapeptydu.
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Wskazuje si¢ na potencjalne zmiany w biatku Hsp90, ktére moga przyczyniaé si¢
do steroidoopornosci. Ouyang i wsp. [137] wskazali na zwigzek wysycenia jadrowym Hsp90 z
opornoscig na GKS. Powigzano rowniez polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotide polymorphisms, SNP) genu FKBP51 ze wzrostem ekspresji biatek opiekunczych, co
moze prowadzi¢ do zmian w aktywnosci receptora GRa i skutkowa¢ steroidoopornoscia. Wysoka
ekspresje biatka FKBP51 powigzano ze zredukowanym powinowactwem wigzania ligandu przez
GRa. FKBP51 moze rowniez hamowac efekt wywolywany przez GKS promujac import jadrowy
transkrypcyjnie nieaktywnej izoformy receptora GRp [84] (Ryc. 9e).

4.7. Acetylacja i deacetylacja histonow

Acetylacja histonow odgrywa wazng role w regulowaniu transkrypcji genow zapalnych, jak
réwniez w mechanizmie dziatania GKS [10]. HAT acetyluje histony, glownie histon 4 (H4).
Dochodzi wowczas do czesciowej dekondensacji chromatyny, w wyniku czego jest ona lepiej
dostepna dla czynnikow transkrypcyjnych [7]. Przeciwzapalne dzialanie GKS polega
na zwigkszeniu aktywnosci HDAC2, ktora dziatajac przeciwstawnie do HAT, prowadzi
do wyciszania transkrypcji genow zapalnych. Zaburzenia w poziomie aktywnosci i ekspresji
HDAC?2 obserwuje si¢ u pacjentow ze stabg odpowiedzig na terapi¢ GKS [10, 79]. Szczegodlnie
duzo przypadkéw odnotowano w chorobach zapalnych zwigzanych z uktadem oddechowym:
obnizony poziom HDAC?2 zaobserwowano w PBMC i makrofagach pecherzykowych u pacjentow
ze stwierdzong astma oporng na Sterydy [68] oraz w makrofagach pecherzykoéw ptucnych, drog
oddechowych i ptuc u pacjentow ze zdiagnozowanym POChP [77]. Wskazuje to na mozliwos¢
zastosowania aktywatorow HDAC2 w celu przywracania aktywno$ci enzymowi, jak teofiliny

w POChP, co miatoby prowadzi¢ do znoszenia efektu steroidoopornosci [10] (Ryc. 9f).
4.8. Cytokina prozapalna MIF

Cytokina MIF (ang. macrophage migration inhibitory factor) jest wysoce konserwatywnym
biatkiem, sktadajagcym si¢ ze 115 aminokwasoéw z masg molekularng 12,5 kDa. Ludzkie biatko
MIF wykazuje 90% homologi¢ z biatkiem MIF myszy i szczuréw. Domeny biatka C-koncowa
oraz wolne reszty prolin domeny N-koncowej sa wazne dla jego aktywnosci tautomerycznej.
Dodatkowo domena C-koncowa wplywa roéwniez na  strukture czwartorzgdows
oraz termodynamiczng stabilno$¢ biatka. Cytokina MIF wykazuje szerokie wlasciwosci
plejotropowe, moze dziata¢ jako: prozapalna cytokina, chemokina, regulator proliferacji
komorkowej i1 przezycia, regulator angiogenezy, enzym posiadajacy aktywno$¢ tautomerazy,
moduluje réwniez wstepng odpowiedZ immunologiczng regulujac przezycie limfocytow B
1 aktywacje komoérek T, wchodzi w interakcje z GKS, oddziatuje na o§ HPA oraz wplywa
na wydzielanie insuliny. Wskazano na duzy wudziat cytokiny MIF w réznych
autoimmunologicznych i zapalnych chorobach, takich jak: sepsa, RZS, kil¢buszkowe zapalenie
nerek, miazdzyca, stwardnienie rozsiane, jak i w nowotworach [163] (Ryc. 99).
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5.  Molekularne podltoze choréb

Zmiennos¢ fenotypowa miedzy ludzmi wynika z réznic wystepujacych w DNA kodujagcym
biatka. W przypadku DNA niekodujagcego, jest on zrodlem informacji o rdznicach
mig¢dzyosobniczych, ktore identyfikuje si¢ za pomocag testow genetycznych zwigzanych
z analizowaniem wybranych markerow molekularnych. W celu poznania catkowitej sekwencji
genomowego DNA cztowieka wdrozono mi¢dzynarodowy Program Poznania Genomu Ludzkiego
(ang. human genome project, HGP) [86, 145]. Pozyskane dane z badan molekularnych stajg sie
cennym zrodlem informacji, pozwalajacym na poznanie patomechanizméw chordb na poziomie
materialu genetycznego, komorki, tkanki, narzadu lub catego organizmu cztowieka. Dodatkowo
ulatwiajg diagnostyke chorob, wskazujac na ich przyczyny oraz wczesne rozpoznanie, a takze
umozliwiaja podejmowanie odpowiednich krokow w profilaktyce, leczeniu, przebiegu choroby
oraz jej skutkow [86].

Jedna z najczulszych technik pozwalajacych na wykrywanie zmian w materiale
genetycznym oraz jednoczesng ich charakterystyke, jest sekwencjonowanie DNA [145, 146].
Pierwszymi technikami sekwencjonowania byly: metoda terminacji tancucha (Sangera) oraz
metoda chemicznej degradacji (Maxama-Gilberta). Obecnie wykorzystuje si¢ automatyczne
sekwenatory, ktore dzigki znakowaniu fluorescencyjnemu trifosforanow dideoksynukleotydow
pozwalaja na szybki odczyt sekwencji analizowanego DNA (300-1000 par zasad). Detektory
fluorescencji zbieraja w czasie rzeczywistym informacje o kolejnych nukleotydach, a pozyskane
sekwencje DNA sa nastgpnie porownywane z sekwencjami prawidlowymi z baz danych, takich
jak: amerykanskie GenBank czy Europejskie Laboratorium Biologii Molekularnej (ang. European
Molecular Biology Laboratory, EMBL). W stosunkowo nowej metodzie pirosekwencjonowania
(,,sekwencjonowanie poprzez synteze’’), badanie kolejnosci zasad w sekwencji DNA opiera si¢
na analizie sygnalow pochodzacych z chemiluminescencji emitowanej podczas dobudowywania
kolejnego nukleotydu do jednoniciowej matrycy. Modyfikacja pirosekwencjonowania jest metoda
454 zaliczana do sekwencjonowania nowej generacji (ang. next-generation sequencing, NGS),
ktora wykorzystuje réwnolegte pirosekwencjonowanie wielu fragmentéw DNA w tym samym
czasie, co znaczaco skraca czas reakcji. Metody te pozwalaja na analize sekwencji DNA,
poszukiwanie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, mutacji oraz badanie genomow

kolejnych organizméw [86, 145].
5.1. Markery genetyczne

Wyrdznia si¢ dwa glowne typy markeréw genetycznych: powtodrzenia tandemowe (satelity)
oraz polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism, SNP).
Oba typy markeréw moga by¢ przyczyna chordb, jak rowniez moga nie wywotywaé zadnego
efektu i by¢ wykorzystywane jako markery pozwalajace na zawegzenie lokalizacji chromosomowej

gendw chorobotworczych [19, 145].
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Powtoérzeniami tandemowymi nazywa si¢ fragmenty DNA, ktore charakteryzuja sig
prostym, tandemowym motywem wystepujacym w ciggu. Na podstawie dlugosci powtarzajacej
si¢ sekwencji, rozrdznia si¢: minisatelity (powtdrzenia 6-100 par zasad), nazywane rOwniez
zmienng liczbg tandemowych powtorzen (ang. various number tandem repeats, VNTRS)
oraz mikrosatelity (powtorzenia 1-5 par zasad), nazywane takze krotkimi powtdrzeniami
tandemowymi (ang. short tandem repeats, STR). Wsrdd chordb spowodowanych tandemowymi
powtorzeniami znajdujg si¢ m.in. plgsawica Huntingtona (ang. Huntington's disease, HD ),
zwigzana z powtorzeniami motywu CAG w liczbie 38-180 w genie IT15 chromosomu 4.
W efekcie powstaje uszkodzony produkt biatkowy tego genu — huntingtyna, co skutkuje
zaburzeniami w sygnalizacji nerwowej oraz w transporcie biatka w modzgu. Inng chorobg jest
dystrofia miotoniczna typu I (choroba Crushmanna Steinerta), objawiajaca si¢ zanikiem mig$ni.
Zwigzana jest ona z polimorfizmem STR (powtoérzenia motywu CTG w liczbie 35-50, a nawet az
do 1000) w genie DMPK zlokalizowanym na chromosomie 19 [145].

W przypadku SNP zmiana dotyczy pojedynczego nukleotydu oraz musi wystgpowaé
przynajmniej u 1% populacji. Moga one mie¢ funkcjonalne konsekwencje, powodujac zmiany
w sekwencji aminokwasow, wpltywac na stabilno$¢ transkryptu i zmiang powinowactwa wigzania
czynnikow transkrypcyjnych. Wiele SNP nie wywiera zadnego wplywu na funkcje komorki, ale
zmiany w sekwencji DNA moga mie¢ duzy wptyw na reakcje ludzkiego organizmu na chorobe,
czynniki §rodowiskowe: wirusy, bakterie, toksyny, chemikalia, leki czy inne terapie. Dzigki temu
wiedza na temat SNP jest bardzo wartosciowa w badaniach biomedycznych, a takze
w diagnostyce medycznej czy podczas wytwarzania produktow farmaceutycznych [19, 145, 181].

Najwigksze znaczenie wydaje si¢ mie¢ badanie tych polimorfizmow, ktore wplywaja
na funkcje biatka lub jego ekspresje, poniewaz to one najprawdopodobniej zwigkszaja ryzyko
choroby. W celu nadania hierarchii waznosci polimorfizméw pod wzgledem przyczyniania si¢
do wystapienia schorzenia nalezy wzia¢ pod uwage lokalizacje w genie oraz typ powodowanej
zmiany [19, 181]. W zwiazku z tym, najgrozniejsze moga by¢ zmiany niesynonimiczne w DNA.
Zaliczy¢ do nich mozemy zmiany sensu (ang. missense), w wyniku ktorych w kodowanym biatku
w danym miejscu wystepuje inny aminokwas. Kolejna jest zmiana nonsens (ang. nonsense), ktora
prowadzi do wczesniejszego zakonczenia translacji (zmiana generuje wezesniejsze pojawienie si¢
kodonu ,,stop’’). W przypadku zmian synonimicznych, gdy polimorfizm wystgpuje w regionie
kodujacym, ale nie skutkuje zmiang aminokwasu w biatku, lub jesli znajduje si¢ w rejonie
niekodujacym, moze on w dalszym ciggu wplywa¢ na funkcje genu. Ujawniaé si¢ to moze
w zmniejszeniu stabilnos$ci transkryptu czy alternatywnym sktadaniu mRNA [181].

Rozpatrujac lokalizacje polimorfizmdw, zaobserwowano wzrost ich wptywu, gdy potozone
sa w rejonach promotorowych lub regulatorowych genu. Pomimo ze trudno jest przewidzie¢ efekt
polimorfizmu promotora tylko w oparciu o sekwencj¢ DNA, sugeruje si¢, ze zmiana taka
wystepujaca W rejonie wysoce konserwatywnym najprawdopodobniej ma znaczenie funkcjonalne.

W analizie polimorfizméw o prawdopodobnym znaczeniu funkcjonalnym bierze si¢ pod uwage
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glownie obszary kodujace, promotorowe, odlegle sekwencje wzmacniajace transkypcje
(ang. enhancers) oraz miejsca splicingowe [181].

Nowy diagnostyczny marker moze by¢ uzyteczny tylko w sytuacji, gdy wywiera wplyw
na wazne decyzje podejmowane przez lekarzy klinicystow. Natura tych decyzji zalezy od typu
choroby, etapu choroby i dostepnych metod leczenia. Diagnostyczne markery mozna podzieli¢ na:

- zapobiegawcze, ktore wskazuja na potrzebe dokonywania badan przesiewowych
w populacjach z wysokim ryzykiem danej choroby,

- prognostyczne, ktore wskazuja na prawdopodobny przebieg choroby, np. nawroty
czy prognozy przezycia pacjenta niezaleznego od stosowanego leczenia, jakie uzyska
pacjent,

- markery odpowiedzi na terapi¢, wykorzystywane do monitorowania odpowiedzi
pacjentdow na leczenie, pozwalajgce rowniez na fenotypowe roznicowanie podobnych
chorob [146].

Wséréd tego typu markeréw wskazuje si¢ na polimorfizmy gendw enzymow
metabolizujacych leki. Pierwszy taki polimorfizm zlokalizowano w cholinoesterazie butyrylowe;j
oraz N-acetylotransferazie. Szczegdlng uwage skupia si¢ na metabolizmie lekow
przeciwnowotworowych, z powodu ich po toksycznosci. Dla przyktadu S-metylotransferaza
tiopuryny (ang. thiopurine S-methyltransferase, TPMT) jest enzymem metabolizujagcym
merkaptouryng oraz azatroping, ktore sg wykorzystywane jako leki przeciwnowotworowe
oraz immunosupresyjne [54, 90]. Zidentyfikowano dwa SNP w genie TPMT, ktore prowadza
do zmniejszenia stezenia enzymu. Przyczyng najprawdopodobniej jest niestabilno$¢ tego wariantu
biatka, ktore ulega wczesniejszej degradacji. Innym  przykladem jest system
cytochromu P450, na ktory sktada si¢ grupa enzymoéw metabolizujaca szeroki zakres zwigzkow
chemicznych, w tym wiele roznych lekéw. Wiele enzymoéw P450 wykazuje obecnosé
polimorfizmow, ktore wplywaja na poziom eliminacji duzej liczby lekow [90].

Poznanie sekwencji genomu czlowieka umozliwitlo pozyskanie wielu danych, ktore
wskazuja na czynniki genetyczne determinujace wiele zaburzen zdrowotnych. Badania
genetyczne okazaly si¢ istotne w identyfikowaniu prostych choréob mendlowskich, takich jak
mukowiscydoza, HD i wielu innych rzadkich zaburzen. Trudniejsze okazato si¢ badanie
ztozonych chorob, do ktorych zalicza si¢: IBD, astme czy choroby serca. W ich przypadku ryzyko
choroby najprawdopodobniej kontrolowane jest przez kilka genow, jak rowniez poprzez

oddzialywania gen - gen czy $§rodowisko - gen [109].
5.2. Metoda badania calego genomu - GWAS

Na uwage zastuguje nowa metoda badania catego genomu GWAS (ang. genome-wide
association studies). GWAS mierzy i analizuje zmiany w sekwencji DNA catego genomu w celu
okreslenia genetycznych czynnikow ryzyka chordb, ktore sg powszechne w populacji.

Ostatecznym celem GWAS jest wykorzystanie genetycznego czynnika ryzyka do wskazania, kto
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znajduje si¢ w tej grupie oraz identyfikowania biologicznych podstaw podatnosci na rozwdj
chorob. Dazy si¢ tym samym do 0Szacowania nowych strategii ich zapobiegania i leczenia.
Jednym z pierwszych sukcesow GWAS byla identyfikacja genu CFH kodujacego czynnik H
uktadu dopetniacza, jako gtownego czynnika ryzyka zwyrodnienia plamki zottej zwigzanego
z wiekiem (ang. age-related macular degeneration, AMD) [19]. Metoda GWAS znalazta rowniez
szerokie zastosowanie w obszarze farmakologii. Na uwage zastuguje farmakogenetyka, ktora
bada metabolizm lekéw oraz ich efektywno$¢ leczenia, jak rowniez niekorzystne
dziatanie, w odniesieniu do zmian w sekwencji DNA [19, 54]. Przyktadem moze by¢ warfaryna
bedaca lekiem przeciwzakrzepowym. Dobranie odpowiedniej dawki leczenia wplywa
na skutecznos$¢ terapii. Spekuluje si¢, ze czesciowo kontrolowane jest to rowniez przez geny.
Przypuszczenia te moga potwierdza¢ badania GWAS, ktore ujawnily zmiany w sekwencjach
DNA w kilku genach, ktorych produkty bialkowe moga mie¢ istotny wplyw na dawkowanie
warfaryny [19]. Wskazuje si¢ roéwniez na funkcjonalne polimorfizmy genu opornosci
wielolekowej ABCB1 i ich zwigzki z ekspresjg i aktywnoscig glikoproteiny P [54]. Testy
genetyczne metoda GWAS przyczynily si¢ do rozwinigcia nowego obszaru medycyny
tzw. medycyny spersonalizowanej, ktorej celem jest dostosowanie opieki medycznej do kazdego
pacjenta indywidualnie w oparciu o jego genetyczny profil i inne biologiczne cechy [19].

Metoda GWAS opiera si¢ na zastosowaniu duzej proby badanej oraz duzego panelu
markerow genetycznych [19]. Katalog GWAS Narodowego Instytutu Badania Ludzkiego
Genomu (dostepny na stronie internetowej: http://www.genome.gov/GWAStudies), zawiera liste
ponad 3600 SNP identyfikujacych znane choroby. Choroby szczegdtowo opisane charakteryzuja
si¢ obecnoscig wielu alleli podatnosci na te schorzenia, przy czym kazdy z nieznacznym
wplywem [19, 30].

W metodzie GWAS analizuje si¢ setki tysiecy, a nawet miliony polimorfizmoéw. Badanie
genomu na tak szeroka skale nie wymaga hipotez na temat jakie typy gendéw czy polimorfizmy
wykazuja prawdopodobny zwiagzek z fenotypem, ktory nas interesuje, jednakze wigze si¢ to
z wysokimi naktadami finansowymi. Dodatkowo potencjat identyfikowania powiazania fenotypu

Z SNP jest niski z powodu duzej ilosci testow [116].
5.3. Badania genéw kandydujacych

Konkurencyjng metoda do metody GWAS, s3 badania oparte o geny kandydujace. Maja
one na celu ogranicza¢ koszty tego typu analiz, jak rowniez zmniejsza¢ liczbe testow do matych
podzbiorow. W tym przypadku proponuje si¢ hipotez¢ oparta na zestawie gendw, ktore
potencjalnie moga mie¢ zwigzek z interesujacym nas fenotypem [116].

Wsrod kryteriow doboru genow kandydujacych wymienia sig:

- funkcje kodowanego przez dany gen biatka w odniesieniu do jednostki chorobowej

lub cechy,

- mechanizmy odpowiedzi na lek w jakie zaangazowane jest biatko,
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- identyfikacja genéw ludzkich w oparciu o modele zwierzgce,

- geny, w ktorych rzadkie mutacje prowadza do powstawania choréb monogenowych

lub zespotow chorobowych (moga przyczyniac si¢ do choréb wielogenowych),

- informacje z genetycznych badan sprz¢zen lub asocjacji [65,181].

Badania prowadzone na genach kandydujacych maja dwojakie korzysci: zwickszaja
statystyczng wydajnos¢ analiz asocjacyjnych ztozonych chorob oraz pozwalaja na biologiczne
poznanie fenotypu, tkanek, genow i biatek, ktére prawdopodobnie zaangazowane sg w chorobg.
Maja one na celu wykrywanie od niskiego do umiarkowanego wzglednego ryzyka w kontekscie

etiologii i genetycznej heterogennosci [181].
5.4. Analiza sprzezen

Poszukiwanie genow odpowiedzialnych za wystapienie choroby rozpoczyna si¢ od analizy
sprzezen. Genetyczna analiza sprz¢zen jest metodg statystyczng, ktorg wykorzystuje si¢ w celu
okreslenia potencjatu funkcjonalnego genu z jego lokalizacja na chromosomie. Opiera si¢
na zasadzie, ze markery sgsiadujgce ze sobg maja tendencje¢ do wspdlnej segregacji podczas
rekombinacji chromosomowej w czasie przekazywania ich potomstwu. Z tego powodu, jezeli
choroba dziedziczona jest wraz ze specyficznymi markerami, mozna wnioskowac, ze gen
lub geny odpowiedzialne za chorobe zlokalizowane sg w poblizu tych markeré6w na chromosomie
[19]. Metoda ta przydatna jest w przypadku rzadkich jednogenowych chordb, a zwlaszcza tych,
ktére oparte sa na mendlowskim wzorze dziedziczenia, mniej natomiast w przypadku ztozonych
chorob. W celu poprawy prognozowania i badania prawdopodobienstwa wystepowania ztozonych
cech, stosuje si¢ analizg nierownowagi sprz¢zen (ang. linkage disequilibrium, LD). LD polega
na obserwacji wariantow genetycznych osobnikow, ktorzy sa nosicielami konkretnego
polimorfizmu w jednym miejscu, a czesto predysponuja do bycia nosicielami innego
specyficznego polimorfizmu w innych pobliskich miejscach [145]. W odniesieniu
do polimorfizméw SNP, LD opisuje w jakim stopniu allel jednego SNP jest dziedziczony
lub koreluje z allelem innego SNP w obrgbie populacji [19].

Charakterystyka wzoru LD w genomie okazala sig¢ istotna dla badan asocjacyjnych choroby
czy tez gendw podatnosci na chorobg, jak rowniez dla zrozumienia takich zjawisk jak:
rekombinacja, mutacja i selekcja. Wykazano, ze wiele wariantow genetycznych pojedynczych
genow odgrywa wazng role w podatnosci na specyficzne choroby. Przyktadem moze by¢ gen
ryzyka raka piersi i prostaty BRCAL zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 17 (17g21)
i BRCA2 zlokalizowany rowniez na dlugim ramieniu chromosomu 13 (13g12.3). Produkty tych
genow zaangazowane sa W procesy naprawy DNA [145].

Wyniki badan asocjacyjnych moga by¢ bezposrednie, przyczynowe lub niebezposrednie
1 nieprzyczynowe. W pierwszym przypadku zwigzek wystepuje, gdy rozne allele w locus markera
sa bezposrednio zaangazowane w etiologi¢ choroby poprzez szlaki biologiczne, w ktorych biorg

udzial. Takie asocjacje zazwyczaj znajdowane sa we wstepnych badaniach GWAS lub
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w badaniach genow kandydujacych, w ktorych poszczegoélne funkcjonalne polimorfizmy sg
ukierunkowane. W przypadku wynikow niebezposrednich i nieprzyczynowych, zwiazki pojawiaja
si¢, gdy allele w locus markera s3 skorelowane (s3 w LD) z allelami w poblizu locus
przyczynowego, ale nie wptywaja bezposrednio na ryzyko choroby [19, 30]. Mogg si¢ rowniez
pojawi¢ sprzeczne wyniki bedace konsekwencja jakosci danych czy tez probkowania
statystycznego lub z powodu probleméw zwigzanych z naktadaniem si¢ populacji i ich
mieszaniem [30].

Pozyskane wyniki musza zosta¢ poddane analizie statystycznej oraz dodatkowym badaniom
na poziomie biatka, komorki czy na zwierzetach w celu weryfikacji zwigzku pomiedzy
proponowang mutacja genetyczng a patologia [145]. SNP wystepuja w calym
genomie, w rejonach kodujacych, niekodujacych oraz rejonach nieulegajacych translacji. Tego
typu zmiany analizuje si¢ w celu sprawdzenia czy dany wariant genetyczny jest zwigzany
z choroba. Nosicielstwo jednego Iub dwoch kopii allelu wysokiego ryzyka zwigksza
prawdopodobienstwo rozwoju choroby. Wsrod powszechnie stosowanych wykorzystuje si¢ dwa
modele badawcze: badania kliniczno-kontrolne (ang. case-control study, CCS) oraz test
nierownowagi transmisji (ang. transmission disequilibrium test, TDT) [109]. Badania CCS
polegaja na porownywaniu czestosci alleli 1 genotypow SNP migdzy dwoma zdefiniowanymi
grupami: grupa pacjentéw, ktora zostata zdiagnozowana pod katem danej choroby oraz grupa
kontrolng, w ktorej nie wykazano obecnos$ci danej choroby. Wzrost czestosci allelu lub genotypu
badanego SNP w grupie pacjentow w porownaniu z grupg kontrolng wskazuje na fakt, ze obecny
allel moze zwigksza¢ ryzyko choroby. Celem metody jest zatem oszacowanie czy istnieje
statystyczny zwigzek pomiedzy wystapieniem choroby, a genetycznym markerem [30, 106. 109].
W analizie wynikéw badan CCS dokonuje si¢ rowniez okreslenia ryzyka choroby wyznaczonego
przez allele/genotypy polimorfizmu SNP. Parametrem wykorzystywanym w tym celu jest iloraz
szans (ang. odds ratio, OR) bedacy stosunkiem alleli nosicieli do nie-nosicieli w grupach
badanych w poréwnaniu z grupa kontrolng [30, 109].

Za pomoca testu TDT okresla si¢ liczbe przekazanych 1 nieprzekazanych alleli
rozpatrywanego wariantu polimorficznego od zdrowych rodzicow choremu potomstwu [109,
181].
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6. Steroidoopornos¢ — geny kandydujace

Badania asocjacyjne powszechnie testujg seric SNP wsrod genow kandydujacych, aby
oszacowac czy jaki§ SNP moze zwigksza¢ ryzyko rozwoju choroby. W oparciu o te informacje
typuje si¢ rowniez geny kandydujace i markery genetyczne bioragce udziat w zjawisku

steroidooporno$ci w poszczegdlnych jednostkach chorobowych.
6.1. Gen NR3C1

Ludzki gen receptora GR - NR3C1 zlokalizowany jest na dtugim ramieniu chromosomu 5
(5931.3) i sktada si¢ z 9 eksonow [37, 113, 224] (Ryc. 4). Eksony pierwszy i ostatni ulegaja
alternatywnemu splicingowi. Alternatywny splicing generuje roézne warianty receptora GR.
Najwazniejsze z nich, to izoformy GRa i GRp, bedace wynikiem alternatywnego splicingu
eksonu 9. Analizy nad skladem aminokwasowym wykazaty, Ze izoformy te sa identyczne
od konca aminowego do aminokwasu 727, nast¢pnie GRa posiada dodatkowe 50 aminokwasow,
natomiast GR dodatkowe niechomologiczne 15 aminokwasow.

Ekspresja GRo zachodzi we wszystkich narzadach oraz tkankach, a jego aktywnos¢
w komorce zalezna jest od obecnosci GKS. Natomiast zmieniona domena LBD w receptorze GRf3
powoduje, ze nie ma on zdolno$ci wigzania GKS oraz rézni si¢ od GRa réwniez tym, ze
wykazuje wieksza specyficznos¢ tkankowa. Ulega ekspresji w komodrkach nablonkowych, ktore
wyscietaja oskrzeliki koncowe pluc, formujg zewngtrzng warstwe ciatka Hassala w grasicy
i przewody zotciowe w watrobie, przy czym limfocyty grasicy i inne komorki nablonkowe w tych
narzadach majg niewielkg ilo§¢ GRp. Zwraca to uwage na fakt, ze ekspresja GRa i GRP moze
r6ézni¢ si¢ migdzy soba w réznych komorkach. Wykazano, ze wzglednie wysoki poziom ekspresji
GRB w poréwnaniu z GRa koreluje z wystepowaniem glikokortykosteroidoopornosci [113].
Zaobserwowano zwickszong ekspresje GRB w PBMC u pacjentow ze zdiagnozowanym
RZS, co wigzato si¢ z wystepowaniem u nich glikokortykosteroidooponosci [26]. Zwigkszony
poziom GRP wykazano rowniez w komorkach T drog oddechowych, PBMC oraz indukowanych
tuberkuling zmianach zapalnych u 0s6b ze stwierdzong astmg glikokortykooporng [154]. Jednakze
nie wykazano zwigzku pomigdzy poziomem mRNA GRa a opornos$cia na GKS u pacjentow
Z ostrg bialaczkg limfatyczng [103].

Mutacje inaktywujace receptor GRa sa przyczyng rodzinnej opornosci na GKS. Wigkszo$¢
z nich wplywa na funkcje domen: LBD i DBD [207]. Zmiany te prowadzg do: zmniejszenia
potencjatu transaktywacyjnego, opoznionej translokacji jadrowej receptora, zaburzen w wigzaniu
ligandu, zmniejszonej ekspresji GRo, zaburzen w oddziatywaniu z koaktywatorami
czy alternatywnego sktadania genu [217]. Rowniez polimorfizmy SNP powigzano ze zmianami
wrazliwosci na GKS. Moga one ostabia¢ formowanie kompleksu GKS-GRa i w konsekwencji
zmienia¢ procesy transaktywacji i/lub transrepresji [37]. W genie tym wyrdzniono takze
polimorfizm dlugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments length
polymorphism, RFLP) Tthllll (rs10052957). Zlokalizowany jest on w rejonie promotorowym
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1 zwigzany jest ze zmiang cytozyny (C) na tyming (T) w pozycji 3807 tancucha DNA. Powigzany
zostal on ze zredukowang odpowiedziag na dekSametazon oraz nizszym poziomem insuliny
i cholesterolu [215] oraz podwyzszonym dobowym poziomem kortyzolu [157]. W intronie 2
zidentyfikowano réwniez inny polimorfizm RFLP Bcll (rs 41423247). Jest to substytucja C>G
w pozycji 646 w DNA, ktory powigzano ze zwigkszong wrazliwoscig na GKS u niektorych osob.
Sugerowano, ze polimorfizm N363S oraz Bcll mogg by¢ zwigzane z terapeutycznymi korzysciami

w ostrej biataczce limfoblastycznej [85], jednak nie udato si¢ tego potwierdzi¢ [185].
6.2. Gen ABCB1

Ludzki gen ABCB1(MDR1), kodujacy glikoproteing P, zlokalizowany jest na dlugim
ramieniu chromosomu 7 (7921.12) [37, 224]. Sktada si¢ z 29 eksonow, z czego ekson 1 jest
nickodujacy [224, 226] (Ryc. 10). Gen ten nie posiada kasety TATA (ang. TATA box) w czesci
promotorowej. W kontroli tego typu gendw bierze udzial sekwencja inicjatora (Inr), ktéra
obejmuje miejsce startu transkrypcji (+1). Poza tym gen ten posiada odwrocong sekwencje
CCAAT oraz wyspy bogate w CG, ktore oddziatujg z czynnikami transkrypcyjnymi. W rejonie
promotora wigzane sg rowniez takie czynniki, jak EGR-1 (ang. early growth response 1) czy WT-
1 (ang. Wilm’s tumor suppresor protein), ktore odpowiednio wzbudzajg lub hamujg ekspresje¢
genu w sytuacji ekspozycji na chemiczny czynnik aktywujacy. Wskazuje si¢ takze wplyw
na ekspresj¢ genu ABCB1 takich czynnikéw $rodowiskowych jak: cytostatyki, metale cigzkie,
szok termiczny czy promieniowanie UV i X [140]. Wiele badan dostarcza informacji na temat
znaczenia polimorfizméw genu ABCB1l, prowadzacych do zmian funkcjonalnych

oraz fenotypowego zréznicowania w ekspresji glikoproteiny P [37].
6.3. Gen HSP90AA1l

Gen HSP90AAL zlokalizowany na dtugim ramieniu chromosomu 14 (14g32.33) koduje
on biatko Hsp90a [224, 226]. W wyniki alternatywnego splicingu powstajg dwie izoformy biatka
Hsp90a: diuzsza, sktadajaca si¢ z 854 aminokwasow (izoforma 1) oraz krotsza, sktadajaca sie
z 732 aminokwasow (izoforma 2) [194] (Ryc. 11).

Wskazuje si¢ na zwigzek nieprawidtowosci w biatkach opiekunczych i biatkach im
towarzyszacych (ang. co-chaperones), ktore moga prowadzi¢ do zmian w odpowiedzi na GKS
[37]. Wykazano, ze zmiany w Hsp90 i Hsp70 skutkuja spadkiem wrazliwo$ci na GKS w ludzkich
komorkach biataczkowych [96]. Zmiany w poziomie Hsp90 odnotowano w PBMC u o0sob
chorych na astme steroidooporng [150], IZN [137] oraz stwardnienie rozsiane [121]. Opisano
polimorfizmy w genach HSP90AA1l i HSP90AB1 kodujacych odpowiednio biatka Hsp90-1la
i Hsp90-1B. Niestety nie wykazano powigzania miedzy badanymi SNP (w genie HSP90AAL:
3’-UTR+307, rs3736807, rs4906178, rs3809386, promotor -32 oraz HSP90ABL1: rs504697
i rs3757286), a odpowiedzia na leczenie GKS u pacjentéw ze zdiagnozowang astmg [66].
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6.4. Gen MIF

Ludzki gen MIF zlokalizowany jest na dtugim ramieniu 22 chromosomu (22q11.2). Sktada
si¢ z 3 eksonow, odpowiednio: 107, 172 i 66 par zasad, migdzy ktorymi znajdujg si¢ sekwencje
introné6w, odpowiednio: 188 i 94 pary zasad [224, 226]. W rejonie regulatorowym genu
5’znajduje si¢ wiele sekwencji wigzacych czynniki transkrypcyjne, takie jak: AP-1, NF-xB, SP-1,
GATA czy biatka CREB. Zwraca si¢ szczegdlng uwage na polimorfizmy rejonu promotorowego
genu MIF: polimorfizm STR sekwencji czteronukleotydowej CATT w liczbie od pigciu do o$miu
powtdrzen w pozycji -794 oraz polimorfizm SNP polegajacy na zamianie guaniny (G) na
cytozyng (C) w pozycji -173, ktore powigzano m.in. z RZS czy mlodzienczym idiopatycznym

zapaleniem stawow (ang. juvenile idiopathic arthritis, JIA), [17, 21] (Ryc. 12).

-825/-813 -794 -780 -540 -513 -275 -250

Rycina 12. Schemat struktury genu MIF z uwzglednieniem rejondw wigzania czynnikow transkrypcyjnych
w rejonie 5’UTR genu oraz polimorfizméw: (CATT)sg i -173G/C [21, zmodyfikowane].

Cytokina MIF (ang. macrophage migration inhibitory factor, MIF) posiada wtasciwosci
prozapalne w przebiegu wielu chordb, w tym RZS 1 miazdzycy. MIF opisano jako rozpuszczalny
czynnik ulegajacy ekspresji w komorkach T w nadwrazliwosei typu poznego (ang. delayed-type
hypersensitivity, DTH). DTH to przyktad odpowiedzi komorkowej na antygeny, w ktorej
glownymi komorkami odpowiedzi immunologicznej s3 limfocyty Thl. MIF jest nietypowa
cytoking, poniewaz moze by¢ zaréwno indukowana przez GKS, jak 1 wykazywac¢ zdolnos¢
hamowania ich dziatania. Uwaza si¢, ze MIF jest endogennym antagonista GKS w oddzialywaniu
na uklad immunologiczny. Podczas gdy GKS wyciszaja ekspresje 1 oslabiaja wydzielanie
wiekszosci czasteczek prozapalnych, MIF jest uwalniany z makrofagéw, komorek T i1 innych
komorek wewnatrzwydzielniczych w dwojaki sposob: niskie stezenia GKS indukujg jego
sekrecje, natomiast wysokie stezenia hamujg ja  [126]. Dodatkowo  badania
wykazaty, ze wyciszanie przeciwzapalnego efektu GKS przez MIF, zwigzane jest gtownie z
hamowaniem indukcji kinazy MKP1 [9]. Odnotowano wzmocnienie ekspresji MIF w komorkach
jednojadrzastych okrgznicy u chorych ze steroidoopornym UC, gdzie podanie przeciwciat anty-
MIF przywracato odpowiedz komoérek na GKS [76]. Przypuszcza si¢ zwigzek polimorfizmu genu
MIF z opornoscig na GKS u pacjentow ze zdiagnozowanym RZS i CD [11, 57]. Terapia anty-MIF
moze by¢ efektywna w wielu chorobach steroidoopornych [9].
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7. Zespél nerczycowy

Zespot nerczycowy (ZN) jest konstelacjg objawoéw klinicznych bedacych wynikiem utraty
biatka z moczem. Objawia si¢ cigzka proteinurig u dzieci powyzej 50 mg/kg masy ciata/dobg lub
stosunkiem biatko:kreatynina powyzej 200 mg/mmol, hipoalbuminemia (ponizej 30 mg/l),
hiperlipidemig i obrzgkami [100, 197]. Biatkomocz moze mie¢ wiele przyczyn, stad uznaje si¢, ze
ZN nie jest odrebng jednostka chorobowa, ale manifestacja wielu r6znych choréb kiebuszkowych.

Szczyt zachorowan na ZN pojawia si¢ u dzieci ponizej 16 roku zycia. Rocznie odnotowuje
si¢ okoto 2-7 przypadkéw ZN na 100 tys. dzieci [44, 100, 197]. Zdecydowanie czeSciej pojawia
si¢ u chtopcow anizeli u dziewczynek, gdzie stosunek ten wynosi 1,5-2:1 [45, 56, 100, 105].

Zaktada si¢, ze ZN zwigzany jest z nieprawidtowosciami w funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego. Sugeruje si¢, ze populacja limfocytéw T uwalnia limfokiny, ktore oddziatuja
na bariere filtracyjna kiebuszka, zwigkszajac filtracje biatka [100]. Sciana klebuszkowej bariery
sktada si¢ z trzech elementéw, ktoére wplywaja na selektywno$¢ bariery. Sg nimi komorki
srédblonka okienkowego, blona podstawna oraz wyspecjalizowane komorki nabtonkowe

(podocyty), ktore tacza si¢ ze sobg za pomoca bton szczelinowych [44, 56, 105].
7.1. Klasyfikacja zespolu nerczycowego

ZN mozna podzieli¢ na wrodzony lub nabyty. Nabyty ZN moze by¢ idiopatyczny
(pierwotny) lub wtorny. Idiopatyczny ZN (IZN) poddawany jest klasyfikacji na podstawie
klinicznej odpowiedzi na steroidy oraz w zaleznosci od typu histologicznego [56, 100, 105, 197].

7.1.1.Wrodzony zespél nerczycowy

Wrodzony ZN (ang. congenital nephrotic syndrome, CNS) pojawia si¢ w pierwszych latach
zycia (gléwnie w przeciggu 3 miesiecy). ZN ujawniajacy si¢ w wieku 3-12 miesigcy okreslany
jest jako niemowlecy [55, 200]. Defekty w budowie okre$lonych elementow wchodzacych
w sklad btony filtracyjnej klebuszkéw nerkowych, powigzane sg z mutacjami genetycznymi lub
moga by¢ jako wtdrne wywotane przez wrodzone infekcje (spowodowane kila czy
toksoplazmoza). Ze wzglgdu na nieimmunologiczny charakter tego ZN, cechuje go zwykle
oporno$¢ na glikokortykosteroidoterapi¢ 1 imunnosupresj¢, czasami rownieZ na nieswoiste
leczenie antyproteinuryczne [55, 197].

Defekty genetyczne zaburzaja budowe, a co za tym idzie funkcje kluczowych bialek bariery
filtracyjnej, do ktorych naleza: nefryna, podocyna, o aktynina-4, laminina 3 a takze czynnik
transkrypcyjny WT1, ktory pelni wazng rolg w rozwoju nerek i gonad [200]. Rycina 13
przedstawia lokalizacj¢ kluczowych bialek bariery filtracyjnej kigbuszka nerkowego. W tabeli 2

zestawiono typy wrodzonego ZN w oparciu o defekty genetyczne tych biatek.
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ﬁ SEZ,

Blona podstawna kigbuszka

Lokalizacja produktow gendw uczestniczacych w etiologii wrodzonego ZN; 1 — Nefryna,
2 — Podocyna, 3 — Biatko zwigzane z CD2, 4 — a aktynina-4, 5 — Kanal wapniowy, 6 —
Biatko guza Wilms’a, 7 — Fosfolipaza C, epsilon 1, 8 — Odwrotna formina 2, 9 — a3p1
integryny [44, 55, zmodyfikowane].

Rycina 13.

Tabela2.  Typy wrodzonego zespotu nerczycowego w oparciu o defekty genetyczne kluczowych biatek

bariery filtracyjnej klebuszka nerkowego [44, 55, 60, 87, 100, 102, 139, 171, 224].

Gen Lokalizacja Biatko Funkcja fizjologiczna Rodzaj ZN
Tworzy szkielet bony
szczelinowatej; biatko adhezyjne; ZN typu
1. NPHS1 19q13.1 Nefryna czasteczka sygnatowa; brak finiski
. e , inskiego
skutkuje zanikiem wyrostkow
stopowatych
Tworzy potaczenia
2. NPHS2 1925 Podocyna z nefryng i CD2AP; stanowi ZN typu 2
rusztowanie blony szczelinowatej
Oddzialuje z nefryna;
Biatko zwiazane zaangazowane
3. CD2AP 6p12 2 CD2 P FSGS typ 3
z aktyna cytoszkieletu podocytu
. Tworzy wiazania krzyzowe z
4. ACTN4 19913 o aktynina-4 aktyna cytoszkicletu podocytu FSGStyp 1
Kanat jonowy Indukowana jonami Ca?*
5. TRPC6 11g22.1 . transdukcja sygnatu dla wzrostu FSGS typ 2
(wapniowy) . .
podocytu; homeostaza jonowa
Czynnik transkrypcyjny; bierze Zespot
Bialko guza udzial w prawidtowym rozwoju Frasier’a,
6. WT1 11p13 Wilms’a nerek i gonad; supresja Zesp6t Denis-
nowotworowa Drash
Enzym podocytu odpowiedzialny
Fosfolipaza C za wewnatrzkomorkowe
7. PLCE1 10923 epsilon 1 ' przekaznictwo sygnatow; regulacja ZN typ 3
wzrostu i rdznicowania komorki,
ekspresji genow
Odwrotna Biatko z rodziny regulujacych
8. INF2 14g32.33 formi aktyne; przyspiesza polimeryzacje FSGS typ 5
ormina 2 . g -
i depolimeryzacje aktyny
9. ITGAS, 17921.33 ; Czasteczki taczace podocyty z
ITGB1 10p11.2 osfy, integryny blong podstawna kiebuszka NEP

ZN - zespot nerczycowy, FSGS - ogniskowe segmentalne szkliwienie kigbuszkow nerkowych, NEP -
zespol nerczycowy-pecherzowe oddzielanie si¢ naskorka-choroba ptuc (ang. nephrotic syndrome-
epidermolysis bullosa-pulmonary disease)

7.1.1.1. Wrodzony zespol nerczycowy typu finskiego

Wrodzony ZN typu finskiego zwigzany jest z mutacjami w genie NPHS1, ktory koduje
nefryne niezbedng do prawidtowej funkcji podocyny. Gtoéwnym objawem Kklinicznym jest
masowy biatkomocz, ktory zaczyna si¢ juz w zyciu ptodowym. ZN typu finskiego wystgpuje na
catym $wiecie, ale czegstos¢ wystepowania w Finlandii wynosi 1:8200 porodéow (1:800 wynosi
nosicielstwo zmutowanego genu w populacji finskiej) [55, 105]. W obrazie uzyskanym

za pomoca mikroskopii elektronowej, obserwuje si¢ zmiany w podocytach oraz brak bton
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szczelinowatych [105]. Dzieci finskie z objawami choroby posiadaja jedna z dwoch mutacji tego
genu:

a) mutacja typu Fin-major, ktéra prowadzi do delecji dwoch par zasad w obrebie
eksonu 2, konsekwencja jest produkcja skroconego biatka nefryny z 1241 do 90
aminokwasow

b) mutacja Fin-minor, mutacj¢ typu nonsens w eksonie 26, skracajaca biatko do 1109
aminokwasow [55, 200].

W tej grupie pacjentdw obserwuje si¢ opornos¢ na leczenie zachowawcze z progresja w kierunku
krancowego stadium niewydolnosci nerek (ang. end-stage renal disease, ESRD). W populacjach
innych niz finska wystepuja inne rozmaite mutacje typu delecje, utraty sensu, nonsens, insercje

czy mutacje miejsca splicingowego [200].
7.1.1.2. Rodzinny zesp6l nerczycowy

Podocyna jest bardzo waznym elementem strukturalnym bariery filtracyjnej w kigbuszkach
nerkowych, ktory taczy si¢ z nefryna i biatkiem zwigzanym z CD2 (ang. cluster of differentiation
2, CD2AP). Mutacje w genie NPHS2 kodujacym podocyne powigzane sa z rodzinnym
steroidoopornym ZN [55, 105]. We wczesnym stadium choroby obserwuje si¢ minimalne zmiany
w obrazie histologicznym (ang. minimal change nephrotic syndrome, MCNS) z tendencja
do przejscia w ogniskowe segmentalne szkliwienie kiebuszkéw nerkowych (ang. focal segmental
glomerulosclerosis, FSGS) [105]. Przyczyna rodzinnie wystepujacego FSGS jest mutacja genu
ACTN4 kodujacego o aktyning-4. Zmiana ta wplywa na zaburzenia czynno$ciowe blony
szczelinowatej na skutek usztywnienia sieci aktynowo-aktyninowej, czego efektem jest
biatkomocz [55].

7.1.2. Nabyty zespol nerczycowy

7.1.2.1. ldiopatyczny zespél nerczycowy

Idiopatyczny zespot nerczycowy (1ZN) jest najczgsciej spotykang glomerulopatia u dzieci.
Pierwsza linig leczenia sa GKS. Uznaje si¢, ze odpowiedzZ na leczenie GKS ma wigksza wartosé
prognostyczng w porownaniu z wynikiem biops;ji [130].

Wsrdd najczesceiej spotykanych typow histologicznych wymienia sig:

a) Zespol nerczycowy z obecnoscig zmian minimalnych (MCNS) — w mikroskopie
elektronowym obserwuje si¢ fuzje wypustek podocytow w kigbuszkach nerkowych,
podczas gdy w mikroskopie $wietlnym brak zmian lub sa one minimalne [105];
spotykany u okoto 80% dzieci z ZN [45].

b) Ogniskowe segmentalne szkliwienie klebuszkéw nerkowych (FSGS) — obserwuje si¢

ogniskowe 1 segmentalne zageszczenie 1 szkliwienie mezangium z obliteracjg naczyn
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wlosowatych kigbuszka. Czgéciej spotykany u dzieci ze steroidoopornym ZN [102,
105].

c) Btoniasto-rozplemowe ki¢buszkowe zapalenie nerek (ang. membranoproliferative
glomerulonephritis, MPGN) charakteryzuje si¢ pogrubieniem S$ciany wlosniczek
oraz proliferacja komorek mezangium [161].

d) Rozlana proliferacja mezangium (ang. diffuse mesangial proliferation, DMP)
oraz mezangialna proliferacja (ang. mesangial proliferation, MP) [71]

e) Bloniasta nefropatia (ang. membranous nephropathy, MN) [160].

MCNS i FSGS wystepuja najczesciej u dzieci, podczas gdy MN u dorostych [105].

7.1.2.2. Wtorny zespol nerczycowy:

Czynnikl mogace prowadzi¢ do wtoérnego ZN:

- choroby uktadowe, takie jak: toczen rumieniowaty ukladowy, nefropatia IgA, anemia
sierpowata, choroba Schonleina-Henocha,

- infekcje: zapalenie watroby typu B (HBV), HIV/AIDS, malaria, toksoplazmoza, kita,

- leki, takie jak: penicylina, interferon, pamidronian, heroina, lit, rtg¢, niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ),

- choroby immunologiczne/alergiczne, m.in. choroba Castlemana, choroba Kimura,

- nowotwory zto$liwe, takie jak: chtoniak, biataczka [105].

7.2. Leczenie zespolu nerczycowego

7.2.1.Glikokortykosteroidy i leki immunosupresyjne

Podstawa leczenia ZN sg GKS. Terapia powinna opiera¢ si¢ o przebieg choroby i dobranie
odpowiedniej formy leczenia. Powszechnie stosowanym syntetycznym GKS w leczeniu ZN jest
prednizolon. Zgodnie z protokotem ISKDC (ang.International Study of Kidney Disease),
miedzynarodowego konsorcjum do spraw chordb nerek u dzieci, podawanie leku zaczyna si¢ od
maksymalnej dawki 60 mg/m? dziennie przez okres 4 tygodni, nastepnie 40 mg/m?w alternatywne
dni przez nastegpne 4 tygodnie [223]. Za wyznacznik podawane sg 4 tygodnie, jako ze wydtuzanie
tego czasu wigze si¢ z efektami ubocznymi. W sytuacji braku odpowiedzi na dzienne
dawkowanie, po tym okresie rozwaza si¢ podawanie wysokich dawek dozylnego
metylprednizolonu przez nastgpne 3 tygodnie. Jezeli i w tym wypadku nie ma reakcji na lek,
wilacza si¢ immunnosupresanty [100, 197]. O nawrotach mowi sig, jezeli w moczu obserwuje si¢
obecnos$¢ biatka (+++) przez trzy kolejne dni. Okolo 70% dzieci ma przynajmniej jeden epizod
nawrotu choroby. Leczone sg one rowniez steroidami. Gdy okazuje si¢, ze pacjent jest
steroidozalezny lub z czgstymi nawrotami, wowczas nalezy odstawi¢ steroidy na dluzszy czas.
Drugga linig leczenia sa leki niesteroidowe [100].

Na podstawie klinicznej odpowiedzi na steroidy wyrdznia si¢ wigc:
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a) Steroidowrazliwy ZN (SWZN), jezeli odpowiedz na steroidy pojawia si¢ w ciggu

pierwszych 4 tygodni trwania terapii,

b) Steroidooporny ZN (SOZN), jezeli brak pozytywnej odpowiedzi na terapi¢ steroidami

w ciaggu pierwszych 4 tygodni [100]; jest gtdowng przyczyng ESRD [45].

Dodatkowo w oparciu 0 SWZN:
a) Czestonawracajacy ZN (ang. frequently relapsing nephrotic syndrome, FRNS), gdy

pojawiaja si¢ dwa lub wiecej nawroty choroby w przeciagu pierwszych 6 miesigcy

lub wigcej niz cztery nawroty w okresie 12 miesigcy,
b) Steroidozalezny ZN (ang. steroid dependent nephrotic syndrome, SDNS), w sytuacji,

gdy nawroty pojawiaja si¢ podczas zmniejszania dawki steroidow lub w ciggu 2

tygodni po zakonczonej terapii [56, 100].

7.2.2.Niesteroidowe leki

Niesteroidowe leki stosowane s3 u pacjentow z cze¢stymi nawrotami choroby, sa

steroidozalezni lub steroidooporni [60]. Ws$rod powszechnie stosowanych znajdujg sie:

lewamizol, zwigzki alkilujace:

cyklosporyna i takrolimus, mykofenolan mofetylu, rituximab i NLPZ (Tabela 3).

cyklofosfamid 1 chlorambucyl, inhibitory kalcyneuryny:

Tabela3.  Zestawienie powszechnie stosowanych niesteroidowych lekow
[31, 44,100, 105, 129, 133, 138, 197].

Lek

Mechanizm dzialania

Srodek przeciwrobaczy z wlasciwosciami immunostymulujacymi; wptywa

1. Lewamizol na indukcje transkrypcji IL-18 oraz stymuluje limfocyty Thl do produkcji
cytokin, zmniejszajac w ten sposob odpowiedz Th2
s Cyklofosfamid Leki cytostatyczne; metabolizowane w watrobie do aktywnych alkilujacych
2. Zwiazki A . 1 LT !
alkiluiace form, ktore wnikaja do komoérki wehodzae w reakcje z jej komponentami, w
wa Chlorambucyl tym z DNA, prowadzac do jej zniszczenia
N Cyklosporyna A Immunqsupresyjny efekt: wigzg si¢ z imn.luno.min‘ami: cyklosporyna Az
3. Inhibitory cyklofiling, takrolimus z FKBP a nastgpnie wigza i hamuja kalcyneuryng
kalcyneuryny Takroli (fosfataze biatkows), co skutkuje redukcja ekspresji IL-2 a tym samym
akrolimus wzrostem immunosupresji
Dziatanie cytotoksyczne na limfocyty B i T; hamowanie dehydrogenazy
4. Mykofenolan mofetylu monofosforanu inozyny, w wyniku czego dochodzi do zaburzonej syntezy

nukleozydoéw guanozynowych niezbgdnych do budowy DNA

5. Rituximab

Przeciwciata monoklonalne anty-CD20 hamujace proliferacje limfocytéw B

6. NLPZ, np. kwas
acetylosalicylowy

Hamowanie syntezy prostaglandyn, gtownie PGI, i PGE,

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne
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Idiopatyczny zesp6t nerczycowy nalezy do najczesciej spotykanych glomerulopatii u dzieci.
Podstawg leczenia sg glikokortykosteroidy, ze wzgledu na ich wilasciwosci przeciwzapalne,
przeciwobrzgkowe 1 immunosupresyjne. Niestety u okolo 60-80% pacjentdow wstepnie
odpowiadajacych pozytywnie na terapig, pojawiajg si¢ nawroty biatkomoczu, a cz¢$¢ z nich staje
si¢ steroidozalezna lub steroidooporna, pomimo wstepnej catkowitej remisji. W celu eliminacji
nawrotow wydluza si¢ czas terapii, co niestety wigze si¢ z ryzykiem licznych powaznych
komplikacji. Zmienno$¢ osobnicza w odpowiedzi na egzogenne glikokortykosteroidy moze
wynika¢ z r6znic w aktywnosci czynnikow, ktore zwigzane sg z ich biodostgpnoscia, dystrybucja
tkankowa 1 eliminacja. Wskazuje si¢, ze zmiany w sekwencjach genow kodujacych biatka
zaangazowane w odpowiedz na lek, moga determinowac¢ wynik terapii. Na tej podstawie typuje
si¢ geny kandydujace zwigzane ze zjawiskiem steroidoopornosci. Wérdd nich zwraca si¢ uwage
na geny, ktorych produkty biatkowe zwigzane s3 z genomowym mechanizmem dziatania
glikokortykosteroidow, angazujacym receptor glikokortykosteroidowy czy geny kodujace
transportery btonowe, w tym glikoproteing P. Dokonujac korelacji zmian w sekwencjach
konkretnych genow z fenotypem steroidoopornosci, mozna pozyskac profil genetyczny pacjenta
odpowiadajacego  pozytywnie lub  negatywnie na terapi¢  glikokortykosteroidami.
Dazenie do rozwoju medycyny spersonalizowanej daloby szanse na wyeliminowanie zbgdnych
zabiegow leczniczych zwigzanych czgsto ze skutkami ubocznymi, jak rowniez na zmniejszenie
kosztow leczenia.

Gloéwnymi celami niniejszej pracy byto:

1.  Poszukiwanie genéw kandydujacych zwigzanych z odpowiedzia na leczenie
steroidami, ktorych zmiany w sekwencjach moga by¢ przydatne w roznicowaniu
pacjentow z idiopatycznym zespotem nerczycowym i wyodrebnieniu wsrod nich
chorych steroidoopornych oraz steroidowrazliwych w celu zastosowanie
odpowiedniej terapii.

2. Okreslenie przydatnosci badan nad zmianami w wytypowanych genach
w prognozowaniu steroidoopornos$ci zwigzanej z idiopatycznym zespotem
nerczycowym.

Wyznaczono réwniez nastepujgce cele szczegotowe:

1. Identyfikacja mutacji oraz znanych i opisanych polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu oraz krotkich powtérzen tandemowych wytypowanych gendéw: NR3C1,
ABCB1, HSP90AAl, MIF w grupie pacjentow ze steroidoopornym
i steroidowrazliwym zespotem nerczycowym oraz w calej grupie pacjentow
z idiopatycznym zespotem nerczycowym i grupie kontrolne;.

2. Analiza asocjacji pomiedzy czgstoscia wystepowania genotypow 1 alleli
zidentyfikowanych polimorfizméw wyzej wymienionych gendw w grupie pacjentow

ze steroidoopornym i steroidowrazliwym zespotem nerczycowym oraz wskazanie ich
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potencjalnego zwigzku ze steroidoopornym fenotypem lub steroidowrazliwym
fenotypem.

Analiza asocjacji pomiedzy czgstoscig wystepowania genotypow i alleli
zidentyfikowanych polimorfizméw badanych gendw w grupie pacjentow
z idiopatycznym zespotem nerczycowym i grupie kontrolnej oraz wskazanie ich
potencjalnego zwigzku z idiopatycznym zespotem nerczycowym.

Analiza nierownowagi sprzezen pomigdzy zidentyfikowanymi polimorfizmami
w obrebie wytypowanych gendéw oraz wygenerowanie blokéw haplotypowych
w obrebie badanych grup.

Analiza asocjacji pomiedzy czestoscig haplotypow poszczegolnych polimorfizmow
wybranych genéw w grupie pacjentéw ze steroidoopornym oraz steroidowrazliwym
zespotem  nerczycowym  oraz  wskazanie ich  potencjalnego  zwigzku
ze steroidoopornym fenotypem lub steroidowrazliwym fenotypem.

Analiza asocjacji pomiedzy czestoscig haplotypow poszczegodlnych polimorfizmow
genow kandydujacych w grupie pacjentow z idiopatycznym zespotem nerczycowym
i grupie kontrolnej oraz wskazanie ich potencjalnego zwigzku z idiopatycznym
zespotem nerczycowym.

Analiza nierownowagi sprzezen haplotypow wszystkich  zidentyfikowanych

polimorfizméw tacznie w obrebie badanych genow.
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GRUPA BADANA

Grupe badang stanowity dzieci rasy kaukaskiej z populacji polskiej (z terenu wojewodztwa
wielkopolskiego). Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu wyrazita akceptacje na przeprowadzenie badan (Uchwata
nr 526/12, Zalacznik 1). Opiekunowie prawni pacjentow wyrazili pisemng zgode
na przeprowadzenie badan genetycznych, po wczesniejszym poinformowaniu ich o charakterze
badan oraz ich celu. Zgoda zostata udokumentowana w postaci stosownego o$wiadczenia
(Zatacznik 2). Dodatkowo wsrod pacjentdow przeprowadzono ankiete, stworzong w oparciu
0 kwestionariusz Prof. Friedhelma Hildebrandta, w celu pozyskania informacji na temat objawow
poczatkowych, wynikéw laboratoryjnych, wynikow biopsji (jesli byla przeprowadzana),
podjetego leczenia, wystgpowania schorzeniach wspotistniejacych oraz chordb nerek u rodzicow

i krewnych dzieci (Zatgcznik 3).
1. Pacjenci

W badaniu uczestniczyto 71 niespokrewnionych pacjentow z ZN hospitalizowanych w
Klinice Kardiologii i Nefrologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Rozpoznanie ZN nastgpito w wieku od 3 miesigcy do 16 lat
(Srednia wieku wyniosta 4,1 lat). Liczba dziewczat wynosita 30 (42%), natomiast liczba chtopcow
41 (58%). Pacjenci zostali poddani leczeniu steroidami w dawce 2 mg/kg masy ciata, do dawki
maksymalnej 2 x 30 mg/kg masy ciata. Na podstawie odpowiedzi pacjentdéw na leczenie,
wyodrgbniono dwie grupy: steroidowrazliwi (SW), ktérzy odpowiedzieli na leczenie w przeciggu
6-8 tygodni i uzyskali remisje biatkomoczu juz po 2-4 tygodniach, oraz steroidooporni (SO),
ktérzy nie uzyskali remisji w ciggu 8 tygodni.

Na grupe pacjentow ze steroidoopornym zespotem nerczycowym (SOZN) sktadato si¢ 41
pacjentow, wsrod nich 16 dziewczat (39%) oraz 25 chtopcoéw (61%). Najnizszy wiek rozpoznania
wynosil 3 miesigce, natomiast najwyzszy — 15 lat (Srednia 4,1 lat). Z powodu braku pozytywne;j
odpowiedzi pacjentow na leczenie GKS, u 33 pacjentdéw wykonano biopsj¢, u 7 biopsji nie
wykonano, u jednego byla nieudana biopsja. Badanie histopatologiczne bioptatow nerek
pobranych od pacjentow wykonano w Zakltadzie Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Wsrdd pacjentéw u ktorych wykonano biopsj¢, dominowaty zmiany
w postaci mezangialnej proliferacji (MP), ogniskowe segmentalne szkliwienie klebuszkow
nerkowych (FSGS), obecnos¢ zmian minimalnych (MCNS), rozproszony rozplem (DMP),
obecnos¢ zmian minimalnych z cechami niedojrzalosci w bioptacie nerki (MCNS, N), zmiany
w postaci mezangialnej proliferacji z cechami niedojrzato$ci w bioptacie nerki (MP, N), btoniasto
— rozplemowe kiebuszkowe zapalenie nerek (MPGN), zmiany w postaci mezangialnej proliferacji
ze stwardnieniem klebuszkéw (MP, GS), MP z przybytkiem, MCNS z przybytkiem oraz DMP
z N (Tabela 4). Pierwsza terapia obejmowala leczenie GKS, brak odpowiedzi wymagat

42



I1l. GRUPA BADANA

zastosowania innych niesteroidowych lekow, wsrdd nich znalazty si¢ inhibitory kalcyneuryny:
cyklosporyna (CsA), mykofenolan mofetylu (MMF), rituximab (Rtx), zwiazki alkilujace:
cyklofosfamid (CF) i chlorambucyl, a takze zabiegi plazmaferezy (Pf). W wyniku zastosowanego
leczenia do remisji doszto u 23 pacjentow (56,1%), w przypadku 4 pacjentow (9,8%) odnotowano
kolejny rzut ZN, biatkomocz o innej niz nerczycowej etiologii pojawil si¢ u 13 pacjentow
(31,7%), natomiast jeden pacjent zmart z powodu powiktan. Sposrdd 41 pacjentéw z SOZN, u 25
(61%) wystegpowaly wspotistniejace schorzenia. Dodatkowo 14 pacjentow bylo nosicielami
mutacji w genach kodujacych kluczowe bialka blony filtracyjnej: NPHS1, NP S1, WT1. Tabela 5
zawiera szczegOlowa charakterystyke grupy pacjentow z SOZN z uwzglednieniem pfci,
rozpoznania histopatologicznego, zastosowanego leczenia, aktualnego stanu zdrowia, aktualnego
wieku, obecnosci schorzen wspoétistniejacych oraz genetycznego podtoza ZN.

Na grupe ze steroidowrazliwym ZN (SWZN) sktadato si¢ 30 pacjentoéw, z czego 14 (47%) -
stanowily dziewczeta, natomiast 16 (53%) - stanowili chlopcy. Minimalny wiek rozpoznania ZN
wynosil 18 miesi¢cy, natomiast maksymalny — 16 lat. Biopsje wykonano tylko w przypadku
10 pacjentow. Decyzje o wykonaniu biopsji uzaleznione byly od stanu zdrowia pacjenta.
Wsréd rozpoznan histopatologicznych wyodrebniono: FSGS, MCNS, DMP, MP, MCNS z N,
MCNS z rozplemem (Tabela 4). W przypadku 15 pacjentéw (50%) jedynym stosowanym lekiem
byly GKS. Analogicznie do grupy SOZN, oprocz GKS, stosowano rowniez inne niesteroidowe
leki, takie jak: CF, CsA, MMF, Rtx. Zastosowanie alternatywnych lekéw w leczeniu ZN zwigzane
byto z pojawiajacymi si¢ skutkami ubocznymi dlugotrwatego dawkowania GKS. U 13 pacjentow
(43,3%) wystepowaly schorzenia wspotistniejace. Na skutek leczenia GKS w przypadku
7 pacjentow (23,3%) doszto do steroidozaleznego ZN (SZZN), u 27 pacjentow (90,0%) doszto do
remisji choroby, u 2 pacjentéw (6,7%) odnotowano drugi rzut ZN (6,7%), a u 1 pacjenta (3,3%)
pojawit si¢ biatkomocz o innej niz nerczycowa etiologii. Sposrod 30 pacjentow z SWZN, u 13
(43%) odnotowano wspotistniejace schorzenia oraz jeden pacjent byt nosicielem mutacji w genie
kodujacym nefryne — NPHS1.

Tabela 6 =zawiera szczegétowa charakterystyk¢ grupy pacjentow z SWZN
z uwzglednieniem pici, rozpoznania histopatologicznego, zastosowanego leczenia, aktualnego
stanu zdrowia, aktualnego wieku, obecnosci schorzen wspotistniejacych oraz genetycznego
podioza ZN.
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Tabela 4. Charakterystyka grupy pacjentow z SOZN i SWZN z uwzglednieniem plci, wieku rozpoznania

oraz wyniku biopsji.

Liczba pacjentéw

Liczba pacjentéw

76 SWZS 30
Ple¢ Dz/Ch P (ég’o//‘;))
Wiek <6lat 27 (90%)
rozpoznania >6 lat 3 (10%)
MCNS, rozplem 1 (3,3%)
MCNS, N 1(3,3%)
nefropatia 1 (3,3%)
MCNS/MP 1(3,3%)
Wynik MCNS 7 (23,3%)
biopsji
DMP 1 (3,3%)
MP 1 (3,3%)
FSGS 1(3,3%)
Brak biopsji 20 (66,7%)

ze SOZN 4
i 16 (39%) /
Ple¢ Dz/Ch 25 (61%)
Wiek <6 lat 34 (83%)
rozpoznania > 6 lat 7 (17%)
MP 11 (26,8%)
FSGS 8 (19,5%)
MCNS 4 (9,8%)
DMP 2 (4,9%)
MCNS, N 2 (4,9%)
MP, N 1 (2,4%)
MP, GS 1 (2,4%)
Wynik MP z 0
biopsji przybytiiem | 1 (24%)
MCNS z
przybytkiem 1(2.4%)
DMP, N 1 (2,4%)
MPGN 1 (2,4%)
Brak biopsji 9 (22,0%)
. 1 nieudana
Uwagi biopsja

Ch — chiopcy, DMP - rozproszony rozplem, Dz — dziewczynki, FSGS - ogniskowe segmentalne szkliwienie klebuszkow
nerkowych, GS — stwardnienie kiebuszkow, MCNS - obecno$¢ zmian minimalnych, MP - mezangialna proliferacja,
MPGN - rozplemowe klebuszkowe zapalenie nerek, N — cechy niedojrzatosci w bioptacie nerki, SOZN — pacjenci ze
steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN — pacjenci ze steroidowrazliwym zespotem nerczycowym
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Tabela 5.

Szczegdtowa charakterystyka pacjentow z SOZN.

Kod Ple¢ Rozpoznanie . Aktualny Aktualny . P .
L.p pacjenta pacjenta histopatologiczne Leczenie y ii[i?:rz] oy wiek Schorzenia wspolistniejace/Genetyczne podloze ZN
1. K77 Dz N, MP GKS, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 111 cukrzyca typu I, choroba Hashimoto / NPHS1 (intron 1)
2. K94 Ch MCNS, N GKS, CF, CsA, MMF remisja 131 osteoporoza, stan po ztamaniu kregow L3 i L4
3. K100 Ch MCNS GKS, CF, CsA biatkomocz 171 brak / NPHS1 - Ser421Asn, Arg1008Lys
4. K103 Dz FSGS GKS, CF, CsA, MMF, Rtx  biatkomocz 241 naczyniak watroby / NPHSL1 - lle183Leu, Asp310Asn
5. K115 Dz MP GKS, CF, CsA, MMF, Rtx  biatkomocz 231 brodawczak / NPHS1 - Ala423Pro
6. K119 Dz FSGS GKS, CsA zgon nie dotyczy brak / NPHS1 - Thr18Ser, intron 1; NPHS2 - Arg229Gin
7. K123 ch FSGS GKS, CF, CsA remisja 231 brak / NPHS1 - Val655Met
8. K128 ch - GKS, CF biatkomocz 81 astma oskrzelowa, alergia / NPHS1 - Pro227Arg, WT1 - Pro257Pro
9. K132 ch - GKS, CsA remisja 51 SNN, transplantacja / NPHS1 - Thr42Arg, Ser1157Phe
10. K72 Ch MP, GS GKS, CF, CsA, MMF, Rtx  biatkomocz 141 niskorostos¢ / WT1 — Val303lIr
11. K162 ch MCNS, N GKS, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 71 brak
12. K98 Ch MP GKS, CF, CsA, MMF biatkomocz 221 wzw C
13. K42 Ch FSGS GKS, CsA, MMF, Rtx remisja 181 otytos¢, niskorostosé
14. K75 Ch MP GKS, CsA, MMF, Rtx remisja 16| padaczka
15. K82 Dz MCNS GKS, CsA, MMF, Rix remisja 141 brak
16. K102 Ch MP GKS, CsA, MMF, Rtx ZN 221 brak / NPHS2 - Val290Met
17. K108 ch MP GKS, CsA, MMF remisja 181 luszczyca / NPHS2 (intron 7)
18. K109 Dz DMP GKS, CsA, MMF, Rtx remisja 141 tojotokowe zapalenie skory
19. K126 ch MP GKS, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 151 cukrzyca typu |, choroba Hashimoto / NPHS2 (intron 7)
20. K134 Ch MP GKS, CsA, CF, MMF biatkomocz 201 SNN, transplantacja / NPHS2 (intron 7)
21. K84 Dz MPGM GKS, CsA, MMF, Rtx biatkomocz 221 brak
22. K139 Ch - GKS, CF remisja 61 brak / NPHS1 — Thr761Ser, Arg1008Lys, Arg1088GIn
2. K142 Dz DMP Cﬁ g’z}n(i)zhgls‘? . i 131 nawracajace infekcje w drogach oddechowych, otytosé
24, K160 ch MP GKS, CF, CsA remisja 9l brak
25. K169 ch MP GKS, Chlorambucyl, CsA remisja 141 astma oskrzelowa, ASD |1 z przeciekiem L-P i przerostem prawego przedsionka
26. K170 Dz MP GKS, CF, CsA, rtx biatkomocz 181 brak
27. K175 ch nieudana biopsja GKS remisja 201 zespot krotkiego jelita
28. K177 Dz FSGS GKS, CsA remisja 131 brak
29. K183 Dz MCNS GKS, CsA, CF, Pf ZN 71 brak




Thela 5. (kontynuacja)

Aktualny

L.p. K.Od P!ec - Rozpoznanle Leczenie stan AktL_JaIny Schorzenia wspoélistniejace/Genetyczne podloze ZN
pacjenta pacjenta histopatologiczne Kliniczny wiek
30. K207 Ch - GKS, CsA, Pf remisja 51 stenoza aortalna, stan po udarze niedokrwiennym moézgu
MP
31 K51 Ch z przybytkiem (B, I Eliltare T remisja 171 PChN
. CsA, Rix
macierzy
MCNS
32. K217 Dz z przybytkiem GKS, CsA remisja 171 brak
macierzy
33. K202 Ch MP GKS, CsA, Rix remisja 181 nadci$nienie tetn., bradykardia, osteoporoza, Il etap PChN
34. K214 Dz - GKS, CsA ZN 61 ASD II (stan po op.), stan po udarze niedokrwiennym mozgu, trombofilia
35. K258 Dz FSGS GKS, CsA, Pf ZN 61 brak
36. K146 Ch DMP, N GKS, CF, CsA remisja 111 choroba Le$niowskiego - Crohna, nadwaga, cytomegalia
37. K193 Ch FSGS GKS, CF, CsA remisja 181 PChN - stan po transplantacji nerki, choroba Lesniowskiego - Crohna
GKS, CF, CsA, . . .
38. K199 Dz FSGS Chlorambucyl, Pf biatkomocz 211 padaczka, uposledzenie umystowe
39. K262 Ch - GKS, CsA biatkomocz 131 wodogtowie wrodzone, zespot wad wrodzonych, hipoplazja ptuca lewego, padaczka
40. K259 Dz MCNS GKS, CF, CsA, Rtx biatkomocz 71 brak
41. K265 Ch - GKS, CF remisja 41 brak

ASD - ubytek przegrody miedzyprzedsionkowej, CF — cyklofosfamid, Ch — chtopcy, CsA - cyklosporyna A, DMP - rozproszony rozplem, Dz — dziewczynki, FSGS - ogniskowe segmentalne
szkliwienie klebuszkow nerkowych, GKS — glikokortykosteroidy, GS — stwardnienie klebuszkow, MCNS - obecno$¢ zmian minimalnych, MMF — mykofenolan mofetylu, MP - mezangialna
proliferacja, MPGN -rozplemowe klebuszkowe zapalenie nerek, N — cechy niedojrzatosci w bioptacie nerki, PChN — przewlekla choroba nerek, Pf — plazmafereza, Rtx — rituksimab,
SNN — schytkowa niewydolno$¢ nerek, SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, WZW C — wirusowe zapalenie watroby typu C, ZN — rzut zespotu nerczycowego




Tabela 6.

Szczegdtowa charakterystyka pacjentow z SWZN.

Aktualny

L.p. paﬁ%?] ta pal(:}:f] ta hislfg;g?;lzg?clsne Leczenie k|ii|ti&:;rz]n Akvfltifliny Schorzenia wspolistniejace/Genetyczne podloze ZN Uwagi
y
1 K43 Ch MENS, nrgizupnlfm GKS, CF, CsA, MMF, Rtx  remisja 9l brak szzN
2. K127 Dz MCNS, N GKS, CF, CsA, MMF, Rtx remisja 161 niskorosto$¢, osteoporoza, prochnica SZZN
3. K130 Ch nefropatia toczniowa GKS, CF, Pf remisja 211 toczen uktadowy
4. K131 Dz MCNS GKS, CF remisja 8l nawracajace ZUM / NPHS1 — Ser1157Phe
5% K133 Ch - GKS remisja 91 brak
6. K136 Ch - GKS, CF, CsA remisja 8l brak
7. K168 Ch MCNS/MP GKS remisja 211 osteoporoza
8. K161 Ch MCNS GKS, CF, CsA remisja 71 brak SZZN
9. K140 Dz MCNS GKS, CF, CsA remisja 101 matka dziecka -SNN, stan po transplantacji nerki rodzinny ZN
10. K191 Dz DMP GKS, CF, CsA remisja 131 brak SZZN
11. K198 Ch - GKS, CF, CsA, Rix remisja 91 brak SZZN
12. K254 Ch MP GKS, CF ZN 111 krotkowzrocznosé, stan po ONN w przebiegu ZN
13. K256 Dz - GKS remisja 8l nadreaktywno$¢ oskrzeli o typie atopii
14. K101 Dz - GKS remisja 141 brak
15. K111 Dz - GKS, CsA remisja 71 brak
16. K154 Dz MCNS GKS, CF remisja 121 cytomegalia
17. K156 Ch - GKS remisja 111 brak
18. K179 Dz - GKS remisja 71 brak
19. K180 Ch - GKS remisja 141 stan po op. przepukliny pachwinowej prawostronnej
20. K182 Ch - GKS remisja 71 brak
21. K186 Ch MCNS GKS ZN 71 osteopenia
22. K189 Dz - GKS remisja 141 brak
23. K263 Dz - GKS remisja 61 brak
24. K266 Ch - GKS remisja 71 brak
25, K267 ch MCNS GKS, CsA remisja 131 f;gli’gl;: Recklinghausena, osteopenia, niskorostos¢, nadcisnienie
26. K269 Dz - GKS remisja 81 brak
27. K272 Ch MCNS GKS, CF, CsA, Rix remisja 201 cukrzyca typu | SZZN
28. K273 Dz - GKS biatkomocz 161 brak SZZN




Tabela 6.  (kontynuacja).

Aktualny

Kod Ple¢ Rozpoznanie . Aktualny . e s . .
L.p. pacjenta pacjenta histopatologiczne Leczenie " i?]ti?;rz]ny wiek Schorzenia wspolistniejace/Genetyczne podloze ZN Uwagi
29. K279 Ch - GKS remisja 8l brak
30. K280 Dz FSGS GKS, CF remisja 171 niskorosto$¢, osteoporoza, prochnica

CF — cyklofosfamid, Ch — chiopcy, CsA - cyklosporyna A, DMP - rozproszony rozplem, Dz — dziewczynki, FSGS - ogniskowe segmentalne szkliwienie kigbuszkow nerkowych,
GKS - glikokortykosteroidy, MCNS - obecno$¢ zmian minimalnych, MMF — mykofenolan mofetylu, MP - mezangialna proliferacja, N — cechy niedojrzatoéci w bioptacie nerki, ONN — ostra
niewydolno$¢ nerek, Pf — plazmafereza, Rtx — rituksimab, SNN — schylkowa niewydolno$¢ nerek, SWZN - pacjenci ze steroidowrazliwym zespolem nerczycowym, ZN — rzut zespotu
nerczycowego, ZUM — zakazenia uktadu moczowego




GRUPA BADANA

2. Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowilo 30 dzieci niespokrewnionych ze sobg w wieku od 4 do 18 lat
($rednia wieku - 9,7 lat), w tym dziewczynki — 11 (37%) oraz chtopcy — 19 (63%). Pacjenci byli
hospitalizowani na Oddziale Otolaryngologii Dziecigcej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu
w celu przeprowadzenia zabiegu wyciecia migdatkow. Opiekunowie dzieci wyrazili $wiadoma
zgode na udzial w badaniach, po uprzednim poinformowaniu o ich charakterze oraz celu
(Zatgcznik 2, analogiczne jak w przypadku grup pacjentow). U dzieci z grupy kontrolnej
na podstawie przeprowadzonych ankiet wyeliminowano obecnos¢ schorzen nefrologicznych
bezposrednio u nich, jak rowniez wérod cztonkdéw ich rodzin (Zatgcznik 4).

W zwiazku z ochrong danych osobowych, pozyskany material biologiczny zaréwno od grup
badanych, jak i grupy kontrolnej, kodowano odpowiednimi oznaczeniami, ktorymi postugiwano

si¢ przez caly czas trwania analiz.
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IV. MATERIALY I METODY

MATERIALY I METODY

1. Materialy

1.1. Aparatura

Nazwa sprzetu (model)

Aparat do sekwencjonowania (Genetic Analyzer ABI Prism 3130)
Aparat do elektroforezy poziomej (Mupid®-One)
Autoklaw Classic (Standard)

Cieplarka (Seria BD)

Elektroniczna waga laboratoryjna (WPE 30)
Mieszadlo wirowe (MS 3 basic)

Mikrowiréwka (Mini Spin, speed x1000)
Nanodrop (Spectrophotometer ND-1000)
pH-metr (Accumet Basic)

Pipety (Research Plus)

System dokumentacji zeli (Gel Doc-1t™)
Termocykler (Veriti® Thermal Cycler)
Termomikser (Thermomixer Comfort)

Wirowka (Centrifuge 5810R)

1.2. Odczynniki

Odczynnik

Alkohol etylowy, bezwodny, 99,8% (POCH)

Agaroza (Lab Empire)

Bromek etydyny (roztwoér 10 mg/ml) (Sigma)

Na;EDTA x 2H,0 (Sigma)

Formamid (Hi-Di Formamide) (Applied Biosystems)
Kwas borowy (Sigma)

Polimer (POP-7 Polymer for 3130) (Applied Biosystems)
Polimer (POP-4 Polymer for 3130) (Applied Biosystems)

Standard wielkosci DNA (GeneScan 600 LIZ) (Applied Biosystems)

Tris Base (Sigma)
Woda wolna od nukleaz (Ambion)
Wodorotlenek sodu (NaOH) (POCH)

Firma

Applied Biosystems
TaKaRa

Prestige Medical
BINDER

Radwag

IKA

Eppendorf
ThermoScientific
Fisher Scientific
Eppendorf

UVP

Applied Biosystems
Eppendorf
Eppendorf

Nr katalogowy
396480111
AGA001.500
E1510

E0399

4311320

B7901
4363785
4363752
4408399
T-6066
AM9930
czda-810925112
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Ptytki do oczyszczania produktu PCR (MultiScreen — PCRgg Filter Plate)

(Merck Millipore) MSNU03010
Ptytki do reakcji sekwencjonowania (MicroAmp Optical Reaction Plate)
(Applied Biosystems) N8010560

1.3. Roztwory i bufory

Roztwor Nr katalogowy
Alkohol etylowy 70%
Bufor EDTA 10x (Applied Biosystems) 402824
Bufor obcigzajacy 6x (Fermentas) R0611
BigDye Terminator 5x Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 4337455
- Bufor BD (BigDye Terminator 5x Sequencing Buffer)
(Applied Biosystems) 4336697
- BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix
(Applied Biosystems) 4336911
FastStart Tag DNA Polymerase dNTPack 5U/ul (Roche) 04738381001
- Bufor GC (GC-Rich Solution 5x) (Roche) 10939000
- Bufor +MgCl; (PCR buffer 10x, with MgCl;) (Roche) 11441400
- dNTP (PCR Grade Nucleotide Mix, 10 mM) (Roche) 13154900
- Polimeraza (Fast Start Taqg DNA Polymerase, 1000 U) (Roche) 13539700
Marker DNA (Gene Ruler 1 kb DNA ladder SMO0311

0,5 pg/ul) (Fermentas)

Bufory

0,5M EDTA (pH=8,0)

Sktadniki na litr

EDTA 186,1 g

NaOH 20 g

Woda destylowana do 1000 ml
125 mM EDTA

Sktadniki na 15 mi

Woda wolna od nukleaz 11,25 ml

0,5 M EDTA 3,75 ml
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Bufor 10x TBE (pH=7,4)

Sktadniki na litr

Tris 108 g
Kwas borowy 2759

05 MEDTA 20 ml
Woda destylowana do 1000 ml

Bufor 1x TBE

Sktadniki na litr
Woda destylowana 900 ml
Bufor 10x TBE 100 mi

1.4. Zestawy komercyjne

Zestaw do izolacji DNA z krwi QIAGEN

(QlAamp DNA Mini Kit 250)

Odczynniki Nr katalogowy
Bufor elucyjny AE 1014591
Bufor lizujacy 1014604
Bufor ptuczacy AW1 1014795
Bufor ptuczacy AW2 1014577
Proteinaza K 1045099
Kolumny QlAamp Spin
Probowki odbierajace 2 ml

1.5. Zel agarozowy
1,5% zel agarozowy (100 ml)
Sktadniki na 100 ml
Agaroza 15¢9
Bufor 1x TBE 100 ml
Bromek etydyny S5ul
(10 mg/ml)

51106
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1.6. Programy

Programy wykorzystywane do analizy wynikow:

- EH Program (Estimating Haplotype — frequencies)
- FASTA serwer Uniwersytetu Virginia

- GraphPad Prism (wersja 5)

- HaploView (wersja 4.2)

- Peak Scanner Software (wersja 1.0)

- PHASE (wersja 2.1)

- Sequencing Analysis (wersja 5.2)

1.7. Material biologiczny

Material biologiczny stanowila krew obwodowa pobrana podczas rutynowych badan od
pacjentow zaliczonych do grup badanych i grupy kontrolnej, odpowiednio na Oddziale
Kardiologii 1 Nefrologii Dziecigcej oraz Oddziale Otolaryngologii Dziecigcej Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. Krew pobierana byta do probowek typu
monoweta ze ztozem EDTA. Wyizolowany DNA przechowywano w temperaturze -20°C

w Katedrze i Zaktadzie Histologii i Embriologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
2. Metody

Analizy laboratoryjne zostaly przeprowadzone w Katedrze i Zakladzie Histologii
i Embriologii Uniwersytetu Medycznego K. Marcinkowskiego w Poznaniu.

Badaniu poddano nastepujace geny: NR3C1, ABCB1, HSP90AAl i MIF (Tab. 7),
a schemat postgpowania przedstawiono na rycinie 14.
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Wytypowanie genow
kandydujacych powigzanych ze zjawiskiem
steroidoopornosci:

Uproszczony schemat badan

NR3C1, ABCBI, HSP90AAI, MIF

Grupa badana: dzieci z IZN,
wsrod ktorych wytypowano
podgrupy: SO i SW

i

Izolacja DNA
z krwi obwodowej

Analiza ilosciowa
i jakosciowa
preparatow DNA

Identyfikacja Identyfikacja
polimorfizméw polimorfizmu
SNP oraz mutacji STR

P dardon] Reakclj(a PCR
reakcja zﬂwyzna owap)fm
PCR uorescencyjnie
starterem
\ 4
PR
Elektroforeza Elektroforeza
pozioma kapilarna
Oczyszczanie e T Y
produktow e ———— e
reakcji PCR y s = R e
—
Pomiar st¢zenia Analiza
oraz czystoSci iké
produktow Rnikog

reakcji PCR

- Peak Scanner

Ro: ie Software 1.0 ‘
produktow - GraphPad Prism 5 Ll 1
reakcji PCR -PHASE 2.1 k=
Elektroforegram wygenerowany w programie Peak Scanner
Software 1.0
N ! =X ] Oczyszczanie
[ \\ \\ \ \\ | produktow reakcji
IS g g 3 sekwencjonowania
BERE i
& 3 2
¥ % g8 B i
P — .
3 § e - P~ e -~ i

Schemat graficzny nierownowagi sprzezen
wygenerowany w programie HaploView 4.2

- FASTA

- Sequencing Analysis 5.
- GraphPad Prism 5

- HaploView 4.2/EH Pro,

O T T T T T T e e T e T v e

 Elektroforegram wygenerowany w programie Sequencing Analysis 5.2

gram

Rycina 14. Ogblny schemat badan; IZN — idiopatyczny zespdét nerczycowy, PCR — lafncuchowa reakcja
polimerazy, SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, STR — krétkie powtorzenia tandemowe,

SO — steroidooporny, SW — steroidowrazliwy.
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Tabela 7.

Charakterystyka badanych genow w oparciu o bazy danych NCBI (National Center for Biotechnology Information), Ensembl, SNPper (CHIP Bioinformatics

Tools).
. Lokalizacja Strutkura genu . iz
Gen :\IDCVé? SekweEnnch:n?gPu wg na analizowanego Transkrypt Kodowane biatko Analizowane fragmenty K(:E;);/lv(zne b\i);liilzlk(():;)
chromosomie transkryptu
Odcinki kodujace oraz
9 eksonow okoto 100 - 200
(1. ekson NM_000176.2 NP_000167 nukleotydowe odcinki GRa 777
niekodujacy) flankujace odcinkow
kodujacych
NR3C1 2908 ENSG00000113580 5031.3
Odcinki kodujace oraz
9 eksonow okoto 100 - 200
(1. ekson NM_001020825.1 NP_00101866.1 nukleotydowe odcinki GRp 742
niekodujacy) flankujace odcinkow
kodujacych
Odcinki kodujace oraz
ABCBL 29 eksonow, okoto 100 - ZOQ .
5243 ENSG00000085563 7921.12 (1. ekson NM_000927.4 NP_000918.2 nukleotydowe odcinki P-gp 1280
(MDR1) . . : L
niekodujacy) flankujace odcinkoéw
kodujacych
, Odcinki kodujace oraz
HSPY0AAL EEb, okolo 100 nukleotydowe | Hsp90a
3320 ENSG00000080824 14¢32.33 (1. ekson NM_005348.3 NP_00533.9 L . i70f 2 732
hickodujacy) od'cm%(l ﬂankgjqce izoforma
odcinkow kodujacych
Odcinki kodujace oraz
okoto 100 - 200
MIF 4282 | ENSG00000240972 22¢11.23 3 eksony NM_002415.1 NP_002406.1 nukleotydowe odcinki MIF 115
flankujace, rejon 5'UTR,
rejon promotorowy oraz
rejon 3'UTR
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2.1. lzolacja DNA z krwi obwodowej

Izolacja DNA z krwi pacjentow grupy badanej oraz kontrolnej zostata przeprowadzona
zgodnie z protokotem zalgczonym do zestawu QIAamp DNA Mini Blood (QIAGEN). Izolacja
opierata si¢ o system kolumnowy z krzemionkowym zlozem. Wszystkie etapy izolacji zostaly
przeprowadzone w temperaturze pokojowe;j.

Na dno pustej probowki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml dodawano 20 pl proteinazy K
oraz 200 ul krwi obwodowej i 200 pul buforu lizujacego AL. Cato$¢ doktadnie mieszano przez
okoto 15 sekund za pomocg mieszadla wirowego. W celu lizy erytrocytow i bialek zwigzanych
z DNA, probowke umieszczano w bloku grzejnym w temperaturze 56°C na 10 minut. Widok
brunatno-zielonej mieszaniny §wiadczyt o prawidtowo przeprowadzonej lizie. W celu usunigcia
mieszaniny z wieczka, probéwke wirowano przez kilka sekund w mikrowirowce. Nastepnie
dodawano 200 pl czystego alkoholu o st¢zeniu 96 - 100% i mieszano przez worteksowanie
przez 15 sekund. Ponownie, w celu usuni¢cia mieszaniny z wieczka, wirowano probéwke przez
kilka sekund w mikrowiréwce. Catos¢ przenoszono pipeta na ztoze kolumny QIAamp Spin
umieszczone] w probowce odbierajacej. Proby umieszczano w wirdwece 1 wirowano przy
szybkosci 8000 rpm przez 1 sekunde. DNA wigzato si¢ ze zlozem krzemionkowym, natomiast
rozpuszczalnik przenikal przez nie do proboéwki odbierajacej. Po zakonczeniu wirowania kolumny
umieszczano W nowych probowkach odbierajacych. W celu usunigcia zanieczyszczen
ze ztoza, na kolumne do izolacji naktadano 500 pl buforu ptuczacego AW1 i wirowano przy
predkosci 8000 rpm przez 1 sekundg. Ponownie, po zakonczeniu wirowania, kolumng
umieszczano w nowej probowce odbierajacej. Ztoze przeptukiwano nakladajac na kolumne 500
ul buforu ptuczacego AW2 oraz wirujac przy predkosci 14000 rpm przez 3 minuty. Kolumne
przenoszono do nowej proboéwki typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml. Nastepnie na dno kolumny
naktadano 200 pl buforu wymywajacego AE oraz inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 5 minut. Po tym czasie proby wirowano przy predkosci 8000 rpm przez minutg. Na skutek
zmiany pH zloza krzemionkowego dochodzito do wymycia zwigzanego z nim DNA. Zawartos¢
probowki typu Eppendorf stanowito DNA, bedace materialem wyjsciowym do dalszych analiz,

bez koniecznos$ci oczyszczania. Proby przechowywano w temperaturze -20°C.
2.2. Analiza ilosciowa i jakosciowa preparatow DNA

Pomiar stezenia 1 czystosci wyizolowanego DNA przeprowadzono za pomoca
spektrofotometru Nano-Drop ND-1000 (ThermoScientific). Czysto$¢ oceniano na podstawie
stosunku wartoSci absorbancji mierzonej przy dlugosci fali elektromagnetyczne; 260 nm
(maksimum absorpcji dla DNA) do 280 nm (maksimum absorpcji dla biatek). Wartos¢ 1,5 tego
stosunku oznacza, ze w preparacie DNA zawarte jest 50% biatka. O wysokiej czystosci DNA
stanowi warto$¢ stosunku zawarta w przedziale 1,8 — 2,0.

Pomiar rozpoczynano od naniesienia na punkt pomiarowy 1 pl wody wolnej od nukleaz

firmy Ambion, w celu kalibracji urzadzenia. Nastepnie usuwano kropl¢ wody za pomocg ligniny
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1 naktadano 1 pl rozpuszczalnika — buforu elucyjnego AE, w ktorym zawieszono izolat DNA.
W ten sposob wykonano $lepa, zerowa probe w celu ustalenia wielkosci tla pomiaru.
Po przetarciu ligning punktu pomiarowego naktadano po 1 pl izolatu DNA i1 odczytywano

wartosci stgzen w ng/ul oraz stosunek A260/A280, odzwierciedlajacy czystos¢ badanych prob.
2.3. Lancuchowa reakcja polimerazy

Reakcja tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase chain reaction, PCR) zostata
przeprowadzona w celu powielenia (amplifikacji) docelowych fragmentow badanych genow.
Na mieszanine reakcyjna skladaty si¢: woda wolna od nukleaz, bufor reakcyjny z jonami Mg?,
mieszanina trifosforanow deoksynukleotydow (dNTP), mieszanina specyficznych starterow
w obydwu orientacjach (ang. forward i reverse) komplementarnych do sekwencji docelowych,
bufor GC oraz polimeraza FastStart Taq. Do dotkow ptytek 96-dotkowych naniesiono po 10,5 ul
mieszaniny reakcyjnej, a nastepnie dodawano po 2 upl genomowego DNA badanych grup.
Dodatkowo wykonywano kontrolng probe negatywna, w ktorej zamiast DNA dodawano 2 pl
wody wolnej od nukleaz, w celu potwierdzenia czystosci stosowanych odczynnikow. Koncowa
catkowita objetos¢ mieszaniny wynosita 12,5 ul. Tabela 8 przedstawia spis sktadnikow
mieszaniny do reakcji PCR z uwzglednieniem stezen poczatkowych, koncowych
oraz zastosowanych objetosci na probe.

Sekwencje starterow stosowane w reakcji PCR zostaly zaprojektowane przy uzyciu
programu Primer3 v.0.4.0, dostepnego na stronie internetowej: http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/.
Syntez¢  oligonukleotydow zlecono Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow Instytutu Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie, przez
serwis www.oligo.pl. Startery otrzymywano w formie liofilizatu, ktory rozpuszczano
w odpowiedniej objetosci wody wolnej od nukleaz w celu uzyskania st¢zenia koncowego 100
uM.

Tabela 8. Sktad mieszaniny do reakcji PCR.

Sklad mieszaniny do reakcji PCR

Skiadnik posctf:flz‘;jve Stezenie koncowe | Objetosé/prébe [ul]
H.O = - 5,53
Bufor z MgCl, 10x 1x 1,25
dNTP 10 mM 0,48 mM 0,6
Startery F+R 12,5 uM 0,5 uM 05
Bufor GC 5x 1x 25
Polimeraza FastStart Taq 5U/ul 0,048 U/pl 0,12

DNA 20 - 150 ng/pl 3,2 - 24 ng/pl 2

Calkowita objetos¢ reakcji - - 12,5

Startery zaprojektowano dla kazdego eksonu z uwzglednieniem okoto 100-200
nukleotydowych fragmentow flankujacych. Dhuzsze odcinki (powyzej 500-700 nukleotydow),
dzielono na mniejsze fragmenty. W przypadku genu MIF w oparciu o dane literaturowe,
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dodatkowo wzigto pod uwage regiony: S’UTR, promotor genu oraz 3’UTR. Dla eksonu 6 genu
HSP90AAL z powodu trudno$ci w zaprojektowaniu starterow, zastosowano sekwencje z bazy
Probe dostepnej na stronie NCBI. Numeracja eksonow odpowiadata tym obecnym w bazach:
Ensembl oraz SNPper, jedynie w przypadku genu ABCB1 zastosowano numeracj¢ w oparciu
o dane literaturowe, ktére wskazywaly na rozpoczecie numeracji od eksonu kodujacego
biatko, w celu ujednolicenia interpretacji wynikow. W zataczniku 5 w tabelach 9, 10, 11, 12
zamieszczono nazwy 1 sekwencje zastosowanych starterow dla odpowiednich regionow,
temperatury 1 czas przylaczania starterow oraz wielko$¢ uzyskanych produktow PCR dla
poszczegdlnych fragmentéw badanych genow.

W zalgczniku 6 w tabelach 13, 14, 15, 16 zestawiono temperatury (Tm), czasy przylaczania
starterow (sek) oraz liczbe cykli amplifikacji dla poszczegélnych fragmentow analizowanych
genow.

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Veriti® (Applied Biosystems).
Tabela 17 przedstawia zastosowany profil termiczny dla wszystkich reakcji. Roznice dotyczyty
temperatur (X°C) oraz czasow (y sek) przylaczania starteréw dla poszczegdlnych fragmentow
genow.

Tabela 17. Ogolny wzor profilu termicznego reakcji PCR dla badanych gendw, réznice dotyczyty temperatur

oraz czasu przylaczania starterow; x°C - temperatura przylaczania startera, y sek - czas
przylaczania startera.

‘Wstepna - q . - : - e
denaturacja Denaturacja Przylaczanie starter6w Elongacja Liczba cykli Amplifikacja
94°C/4 min 95°C/30 sek x°Cly sek 72°C/60 sek 35 cykli 72°CI7 min

2.4. Elektroforeza pozioma

W celu dokonania wizualnej analizy ilosciowej i jako$ciowej produktow zastosowano
elektroforeze pozioma. Przygotowano 1,5% zel agarozowy z dodatkiem 1,5ul bromku etydyny
(EtBr) umozliwiajacym detekcje rozdzielanych produktow w $wietle UV. Elektroforezg
prowadzono przy napicciu 100V w aparacie Mupid®-One (TaKaRa) w buforze 1x TBE.
Do kieszonek naktadano mieszaning pozyskanego produktu w reakcji PCR i buforu obcigzajacego
(6x Loading Dye). Dodatkowo na zel naktadano marker DNA (Gene Ruler 1kb DNA Ladder),
pozwalajacy na oszacowanie wielkosci rozdzielanych produktow. Tabela 18 przedstawia sktad

mieszaniny rozdzielanej w zelu agarozowym.

Tabela 18.  Sktad mieszaniny naktadanej na zel agarozowy dla markera wielko$ci oraz proby badane;j.

Odczynnik Objetosé
H>O 9,5ul
Marker Marker DNA 0,5ul
wielkosci Bufor obciazajacy 6x 2ul
12pl/kieszonke
H>0 8ul
Préba Bufor obcigzajacy 6x 2ul
badana Produkt reakcji PCR 2ul
12pl/kieszonke
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2.5. Oczyszczanie produktow reakcji PCR

Po weryfikacji produktow reakcji PCR na zZelu agarozowym, oczyszczono je z wolnych,
niewykorzystanych sktadnikow reakcji, takich jak: startery czy dNTP, ktore moglyby zaburza¢
reakcje sekwencjonowania. Oczyszczanie zostalo przeprowadzone na plytkach 96-dotkowych
MultiScreen—PCRgg Filter Plate (Merck Millipore). Dolki tych plytek wyposazone sg w specjalne
membrany o punkcie odcigcia 100 pz, co znaczy, ze zatrzymuja na swojej powierzchni wlasciwe
produkty reakcji PCR, natomiast krétsze produkty swobodnie przenikaja. Poniewaz do oceny na
zelu agarozowym wykorzystano 2ul z catkowitej objetosci produktu reakcji PCR, procesowi
oczyszczania poddawano pozostate 10,5ul. Do takiej objetosci produktu dodawano 200ul wody
wolnej od nukleaz, a nastgpnie kilkakrotnie mieszano za pomocg pipety wielokanatowej. Catos¢
przenoszono na ptytke 96-dotkowa MultiScreen-PCRgg Filter Plate, a nastgpnie wirowano przy
predkosci 800xg przez okoto 10 minut w temperaturze pokojowej, w celu usunigcia czasteczek
DNA mniejszych niz 100 pz. Po wirowaniu w celu wyptukania oraz rozpuszczenia osadzonych
na membranie produktow, dodawano po 20ul wody wolnej od nukleaz. Catos¢ przenoszono do

probéwek typu Eppendorf o pojemnosci 200ul lub na ptytke 96-dotkowa.
2.6. Pomiar stezenia oraz czystosci oczyszczonych produktéow reakcji PCR

Oczyszczone produkty reakcji PCR réwniez poddano ocenie jakosciowej oraz ilosciowej za
pomocg spektrofotometru Nano-Drop ND-1000 na drodze pomiaru spektrofotometrycznego.
Pomiar zostat przeprowadzony analogicznie do analizy jako$ciowej i ilo§ciowej preparatow DNA
wyizolowanych z krwi obwodowej grup badanych oraz grupy kontrolnej. Dodatkowo
dokonywano pomiaru proby negatywnej, na ktora sktadata si¢ proba, w ktorej zamiast 2ul DNA
dodawano 2ul wody wolnej od nukleaz. Tym samym w mieszaninie znajdowaly si¢ niezwigzane
produkty reakcji, takie jak startery czy dNTP-y. Wynik pomiaru proby negatywnej odejmowano
od wyniku uzyskanego dla prob badanych. W ten sposob otrzymywano pozbawiony tla, wtasciwy
wynik otrzymanych fragmentow.

2.7. Rozcienczenie produktow reakcji PCR

Pozyskane wyniki pomiaru stezenia i czystosci prob badanych byly niezbedne w celu
oszacowania wlasciwego stezenia matrycy wykorzystywanej do reakcji sekwencjonowania.
Stezenia byly rozne dla poszczegodlnych odcinkéw badanych gendéw, co wynikato z ich dtugosci
(ilo$¢ par zasad). Whasciwe stezenia prob uzyskiwano rozcienczajac je odpowiednig iloscig wody
wolnej od nukleaz. W zataczniku 7 w tabelach 19 i 20 zestawiono st¢zenia docelowe
poszczegélnych odcinkow badanych gendéw zastosowane w reakcji sekwencjonowania
odpowiednio dla genow: NR3C1 i ABCB1 oraz HSP90AAL i MIF.
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2.8. Sekwencjonowanie produktow reakcji PCR

Powielone w reakcji PCR poszczeg6lne fragmenty badanych genéw poddano analizie pod
katem sktadu nukleotydowego w celu identyfikacji potencjalnych mutacji oraz polimorfizmow.
Sekwencjonowanie produktow przeprowadzono klasyczng metoda terminacji tancucha (metoda
Sangera), przy uzyciu znakowanych terminatoréw — dideoksynukleotydow (ddNTP). W sktad
mieszaniny reakcyjnej wchodzity nastgpujace odczynniki:

1) matryca — oczyszczone DNA badanych prob o odpowiednim stezeniu (Zatgcznik 7,

Tabele 191 20)

2) starter do sekwencjonowania (Zatacznik 8, Tabela 21) — jeden z dwoch starteréw
wykorzystanych w pierwszej reakcji PCR (forward lub reverse); jeden, poniewaz celem
bylto uzyskanie jednej nici DNA,

3) Big Dye Terminator 5x Cycle Sequencing Kit, na ktory skladaty sie: Big Dye
Terminatorv3.1 Ready Reaction Mix, zawierajgcy termostabilng polimeraz¢ DNA, bufor
Big Dye Terminator 5x Sequencing Buffer oraz wolne trifosforany deoksynukleotydow
(UNTP) i  odpowiadajace im  znakowane  fluorescencyjnie  trifosforany
dideoksynukleotydow (ddNTP), ktére zamiast grupy hydroksylowej (-OH) przy weglu
C3 pozwalajacej na przytaczanie kolejnego nukleotydu do wydtuzanego tancucha DNA,
zawieraja jedynie atom wodoru, co skutkuje tym, iz w momencie przytaczenia ddNTP
do nowosyntetyzowanego tancucha DNA, synteza tancucha zostaje przerwana,

4) woda wolna od nukleaz.

Sktad mieszaniny zastosowany do reakcji sekwencjonowania z uwzglgednieniem stezen
poczatkowych, koncowych oraz pobieranych obj¢tosci odczynnikow na probe przedstawia tabela
22.

Tabela 22.  Sktad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania.

Skiad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania
Skiadnik Stezenie Stgzeme Objetosé/probe
poczatkowe koncowe [ul]
H,O - - 6,8
Big Dye Terminator 5x 5x 05 x 1
Sequencing Buffer ’
Specyficzny starter 12,5 uM 1,25 uM 1
Big Dye Terminatorv3.1
Ready Reaction Mix B 2 e
Oczyszczony produkt s
reakcji PCR w zaleznosci od fragmentu 1
Calkowita objetos¢ reakcji - | - 10

Reakcje sekwencjonowania byly przeprowadzone na plytkach 96-dotkowych MicroAmp
Optical Reaction Plate (Applied Biosystems) w objetosci 10 ul mieszaniny
reakcyjnej/probe/dotek z wykorzystaniem termocyklera Veriti® Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Do wszystkich analizowanych fragmentéw zastosowano jednolity program

amplifikacji (Tabela 23). W kazdym cyklu reakcji, na matrycy DNA, syntetyzowane sa nici
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komplementarne w oparciu 0 wbudowywanie dNTP z pewna cze¢stoscig do rosngcego tancucha
komplementarnego. W momencie wbudowania komplementarnego wyznakowanego ddNTP
(ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP), synteza tancucha zostaje przerwana. Na tej podstawie uzyskuje
si¢ mieszaning fragmentdéw wyznakowanych roznymi barwnikami fluorescencyjnymi, ktora

po oczyszczeniu poddaje si¢ rozdziatlowi w zelach sekwencyjnych.

Tabela 23.  Ogdlny wzdr profilu termicznego reakcji sekwencjonowania.

Wstepna . . . . . .
denaturacja Denaturacja Przylaczanie starteréw Elongacja Liczba cykli
96°C/1 min 96°C/10 sek 52°C/5 sek 60°C/4 sek 25 cykli

2.9. Oczyszczanie produktow reakcji sekwencjonowania

Proces oczyszczania produktow reakcji sekwencjonowania ma na celu usunigcie
pozostatosci mieszaniny reakcyjnej, W tym: niewykorzystanych starterow czy wyznakowanych
ddNTP, jako ze moglyby one zaburza¢ odczyt sekwencji badanego DNA z powodu
wprowadzanego tta. W tym celu do produktéw reakcji sekwencjonowania na ptytkach 96-
dotkowych dodawano 125mM roztwor EDTA (ang. ethylenediaminetetraacetic acid), po 2,5ul
na dno kazdego dotka. EDTA jest zwigzkiem chelatujacym wiele jondw metali, ktore sa
kofaktorami enzymoéw, w tym DNaz, w zwigzku z czym chroni DNA przed enzymatyczng
degradacjg. Nastepnie dodawano po 30ul 99,8% etanolu o temperaturze pokojowej w celu
precypitacji DNA. Catos¢ mieszano poprzez 4-krotne pipetowanie. Nastgpnie prowadzano
inkubacj¢ bez dostepu $wiatla w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Byt to zabieg
niezb¢dny, majacy uchroni¢ proby przed duzymi dawkami $wiatta, a tym samym przed zbyt
szybkim rozpadem fluorochroméw zwigzanych z ddNTP. Nast¢pnie proby wirowano przy
predkosci 4150rpm przez 30 minut w temperaturze 4°C. W wyniku wirowania, na dnie dotkow
znajdowaly si¢ wytragcone produkty sekwencjonowania, natomiast na supernatant sktadaty sig¢
zbedne sktadniki mieszaniny reakcyjnej, ktore zlewano. Osad przemywano poprzez dodawanie
do kazdego dotka po 30ul 70% etanolu o temperaturze pokojowej i wirowanie przy predkosci
3150rpm przez 15 minut w temperaturze 4°C i ponownie zlewano mieszaning znad osadu. W celu
doktadnego usunigcia resztek etanolu, ptytke wirowano w pozycji odwrdconej na ligninie przez
kilka sekund. Do osuszonych osadow dodawano po 15ul 100% formamidu, a nastgpnie produkty
denaturowano przez 3 minuty w temperaturze 96°C w celu uzyskania pojedynczych nici DNA.
Po uptywie wyznaczonego czasu denaturacji, plytke od razu umieszczano na bloku chtodzacym
w celu zatrzymania tego procesu. Calo$¢ wirowano przez kilka sekund, co miato prowadzi¢
do osadzenia kropel mieszaniny na dnie dotkéw. Uzyskana mieszanina wyznakowanych

fragmentow byta poddawana rozdzialowi elektroforetycznemu.
2.10. Rozdzial elektroforetyczny produktow sekwencjonowania

Pozyskang mieszaning produktow reakcji sekwencjonowania rozdzielano w automatycznym

analizatorze ABI Prism 3130 (Applied Biosystems), przy dobraniu odpowiednich parametrow
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uwzgledniajacych  typy  wykorzystywanych ~ do  sekwencjonowania  odczynnikéw
oraz oczyszczania. Zasada rozdzialu opierata si¢ o elektroforeze kapilarng znakowanych
fluorescencyjnie fragmentow DNA wraz z jednoczesng detekcja kolejno utozonych nukleotydow.
Elektroforeze przeprowadzono w cienkich kapilarach o dtugosci 36 cm w zelu POP-7 bgdacym
polimerem o wiasciwosciach poliakryloamidu. Wyznakowane fluorescencyjnie fragmenty DNA
migrowaty przez okienko lasera, ktory emitowat fale o dlugosciach odpowiadajacych maksimum
absorpcji zastosowanych barwnikéw fluorescencyjnych. Swiatto lasera wzbudzato fluorescencie,
a sygnat ten byt rejestrowany przez kamerg i przekazywany dalej do komputera. W komputerze
sygnal byl dodatkowo przetwarzany i zapisywany w postaci plikow w formacie .fsa, ktore

zawieraly odczyty sekwencji DNA.
2.11. Analiza wynikéw sekwencjonowania

Uzyskane dane analizowano za pomocg programu odczytujacego sekwencje -—
SequencingAnalysis v. 5.2 (Applied Biosystems). Program umozliwil odczyt sekwencji zarowno
w formie tekstowej, jak i w postaci pikow w elektroforegramu. Obraz pikéw pozwalal
na dodatkowa weryfikacje jakosci pozyskanego sygnatu fluorescencyjnego. Przyktadowy odczyt
sekwencji w formie pliku tekstowego przedstawia rycina 15. Rycina 16 natomiast przedstawia
odczyt sekwencji w formie pikow. Odczyt sekwencji w formie pliku tekstowego zawierat bloki
zawierajace po 10 nukleotydéw. Nad kazdym nukleotydem znajdowat si¢ stupek o odpowiednim
kolorze i wysokosci, co dawato informacje o jakosci sygnalu. Dobra jako$¢ odczytu obrazowana
byla przez stupki wysokie oraz niebieskie, natomiast gorsza jako$¢ odczytu przez stupki niskie
oraz zo6tte ($rednia jakos¢ odczytu) lub czerwone (staba jakos$¢ odczytu). Kolory zotty i czerwony
wynikaty ze stabego sygnatu fluorescencyjnego lub byly zwiazane z naktadaniem si¢ kilku

sygnatow o tej samej dlugosci, co jest charakterystyczne dla uktadéw heterozygotycznych.
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Rycina 15. Obraz wyniku sekwencjonowania w formie tekstowej (pacjent K101).
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Rycina 16. Obraz wyniku sekwencjonowania z ukladem heterozygotycznym (w czerwonym owalu)
w postaci pikow — elektroforegram (pacjent K101).

Otrzymane sekwencje poddano analizie pod katem zmian o charakterze mutacji, jak
rowniez zmian polimorficznych SNP oraz nowych zmian punktowych w sekwencji DNA.

Analizie poddawano amplifikowane fragmenty poszczegoélnych gendw.
2.12. Analiza mutacji

W celu identyfikowania potencjalnych mutacji w badanych fragmentach poszczegdlnych
gendw, pozyskane sekwencje pordwnywano z sekwencjami referencyjnymi z ogdlnodostgpnej
bazy danych NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov).

Poréwnania dokonywano poprzez wprowadzenie sekwencji do ogdlnodostepnego programu
FASTA (www.fasta.bioch.virginia.edu/fasta_wwwz2/fasta_list2.shtml).

Zidentyfikowane zmiany w sekwencji genu poddawano charakterystyce pod katem
lokalizacji w sekwencji genu oraz jej typu i wplywu na sekwencje polipeptydowa biatka
w oparciu o narzgdzie CCDS (ang. consensus coding sequence) z baz danych NCBI dostepnego
na stronie internetowej www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi.

2.13. Analiza polimorfizméw SNP

Identyfikacja i1 analiza polimorfizméw byla analogiczna jak w przypadku mutacji.
Informacje na temat polimorfizméw zaczerpni¢to z baz danych, takich jak:

- dbSNP NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp),

- SNPper (www.snpper.chip.org),

- Ensembl (www.ensembl.org/index.html).

Uzyskane dla poszczegélnych grup badanych wyniki zestawiano w programie Microsoft
Office Excel. Tabele zawieraly genotypy dla poszczegoélnych polimorfizméw zidentyfikowanych

w obrebie badanych genow.
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Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczono czestosci wystgpowania genotypOw oraz
alleli dla poszczegolnych grup badanych (SOZN, SWZN, IZN, grupa kontrolna). Dla wszystkich
polimorfizméw sprawdzono czy rozklad genotypow jest zgodny z prawem roéwnowagi
Hardy’ego-Weinberga (ang. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) wykorzystujac ogdélnodostepny
kalkulator Michael H. Court’a (2005-2008), ktory mozna znalezé na stronie internetowej:
www.tufts.edu/~mcourt01/Documents/Court%201ab%20-%20HW%?20calculator.xls.

Badanie polimorfizméw oparto o model asocjacyjny CCS, poroéwnujac czestosci alleli
i genotypow miedzy grupami (SOZN vs SWZN oraz [ZN vs grupa kontrolna). Zaktadajac, ze
analizie poddawano polimorfizm SNP bialleliczny z allelami A i B (gdzie allel B jest
potencjalnym allelem ryzyka), mozliwe bylo wystgpienie genotypow: AA, AB i BB. W celu
poszukiwania zwigzku pomigdzy genotypem a fenotypem, poshuzono si¢ trzema modelami
badawczymi rozwazajac parametr genetyczny poszukiwania zwigzku z choroba y (y>1):

- model dominujacy, w ktorym zakladano, ze jedna lub dwie kopie allelu B prowadza

do zwigkszenia lub zmniejszenia y-razy ryzyka choroby; na tej podstawie heterozygoty i
homozygoty powoduja takie samo ryzyko, czyli dokonuje si¢ pordéwnania AB+BB vs AA
(jest to szczegdlne wazne w przypadku, gdy allel B jest rzadkim allelem lub w sytuacji,
gdy otrzymano mata liczbg genotypow BB),

- model recesywny, w ktorym zakladano, ze dwie kopie allelu B sg koniecznie, aby
zwigkszy¢ lub zmniejszy¢ ryzyko choroby y-razy; rozpatrywano wiec poréwnania
BB vs AB+AA,

- model addytywny, w ktorym kazda kopia allelu B ma znaczenie: obserwuje si¢ wzrost
lub zmniejszenie ryzyka y-razy dla genotypu AB i 2y-razy dla genotypu BB; rozpatrywane
sg wiec porownania AB vs AA oraz BB vs AA.

W celu sprawdzenia czy uzyskane réznice w czestosciach wystepowania genotypow i alleli
majg istotny statystycznie zwigzek z fenotypem steroidoopornosci zwigzanym z IZN jak réwniez
z samym IZN, obliczano warto$¢ ilorazu szans (ang. 0dds ratio, OR) i 95% przedzialu ufnosci
(ang. confidence intervals, 95% CI). W tym celu zastosowanoo doktadny dwustronny test Fishera
(ang. Fisher's exact test), ktory stosowany jest w przypadku matych liczebnos$ci niektorych alleli
1 genotypow badanych grup. Analizy dokonywano za pomoca programu GraphPad Prism 5.
Wynik uznano za istotny statystycznie przy p<0,05. Wartos¢ OR pozwalata oszacowac z jaka
wielokrotnoscig dany allel lub genotyp danego polimorfizmu byt zwigzany z dang grupa badang.
Warto$¢ OR<1 wskazywata, ze dany allel lub genotyp moze mie¢ charakter ochronny przed
wystgpieniem fenotypu danej grupy badanej. OR~1 wskazuje na brak zwigzku rozpatrywanych
alleli i genotypow z dang grupa badang. OR>1 wskazuje, Ze nosiciele danego allelu lub genotypu

sa w grupie ryzyka zachorowania.
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2.14. Analiza nier6wnowagi sprzezen

Stopien powigzania ze sobg badanych biallelicznych SNP dla poszczegdlnych genow
migdzy badanymi  grupami dokonano za pomocg programu HaploView 4.2
(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview). Program wykorzystuje trzy roézne algorytmy:
algorytm Gabriel et al., regule 4 gamet (ang. four gamete rule) i rdzen niezrownowazenia
sprz¢zen (ang. solid spine of LD). W niniejszej pracy postuzono si¢ algorytmem Gabriel et al.,
jako zZe jest najbardziej wymagajacy 1 wiarygodny, tym samym redukuje ryzyko pozyskania
wynikow falszywie pozytywnych. Definiowanie nieréwnowagi sprzezen (LD) opiera sie¢
na oszacowaniu roéznicy pomiedzy czestoscig obserwowang wspotwystgpowania dwoch alleli (tj.
dwumarkerowy haplotyp), a czgstoscig oczekiwana, jezeli dwa markery sa niezalezne. Pomiar LD
opiera sie o wielkosci D i 2. Wielko§¢ D (wskaznik D’ Lewontine’a) jest miara genetyki
populacyjnej, powigzang ze zjawiskami rekombinacji migdzy markerami i przyjmuje wartosci
od 0 do 1. Warto$¢ D =0 wskazuje na catkowita rownowage sprzezenia (brak LD), czyli na czesta
rekombinacje¢ pomi¢dzy markerami. Natomiast D’=1 mowi o catkowitej nierownowadze
sprz¢zenia LD miedzy dwoma markerami, czyli braku rekombinacji. Dla celow analiz
genetycznych, LD definiuje sie rowniez za pomoca wielkosci r?, ktora jest miarg statystycznej
korelacji i wyraza si¢ wartociami od 0 do 1. Im wyzsza warto$é r?, tym silniejsze LD miedzy
dwoma SNP. Warto$¢ wspolczynnika r’=1 wskazuje, ze dwa SNP przekazuja podobna
informacje, czyli jeden allel pierwszego SNP jest czgsto obserwowany z allelem drugiego SNP.
Taki uktad dziedziczonych razem alleli tworzy haplotyp. Na tej podstawie, tylko jeden z dwoch
SNP moze by¢ genotypowany, zeby uchwyci¢ zmiane alleliczng. Migdzy tymi dwoma
wielko$ciami istnieja zaleznosci. Wspotczynnik r? jest wrazliwy na czestos¢ alleli markerow
i moze by¢ wysoki tylko w regionach o wysokiej wartosci D’. Na podstawie uzyskanych
genotypéw badanych polimorfizméw wygenerowano rekonstrukcje haplotypéw. Poréwnanie
obserwowanego rozkladu haplotypow w grupach SOZN z SWZN oraz IZN z grupa kontrolng
umozliwilo okreslenie zwiazkow polimorfizmow z fenotypami: SOZN oraz IZN na poziomie
haplotypowym. Graficzne przedstawienie interakcji migdzy badanymi SNP w oparciu o parametr

r? przedstawia rycina 17.

SNP2

Rycina 17. Schemat graficznego przedstawienia nierdwnowagi sprzezen pomiedzy trzema SNP. Kolor rombu
odpowiada wartosci r* wyrazonej w procentach: biaty — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny —
2
r‘=100%.
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Zgodnos$¢ z prawem HWE dla triallelicznych SNP obliczano wykorzystujac kalkulator
ogblnodostepny na stronie: http://www.had2know.com/academics/hardy-weinberg-equilibrium-
calculator-3-alleles.html. W celu testowania oraz oszacowania nierownowagi sprzezen
w przypadku triallelicznych SNP zastosowano ogolnodostepny program EH (ang. Estimating
Haplotype—frequencies) dostepny na www.linkage.rockefeller.edu/software/eh. Dziatanie
programu opiera si¢ o algorytm maksymalizacji wartoéci oczekiwanej (ang. Expectation—
maximization algorithm, EM). W oparciu o wprowadzone dane, program oblicza czgstosci
wygenerowanych haplotypéw w badanych grupach. Program nie generuje jednak graficznego
obrazu uzyskanych wynikéw. W celu sprawdzenia czy istniejg istotne statystycznie réznice

w czgstosciach wygenerowanych haplotypow, zastosowano doktadny dwustronny test Fishera.

2.15. Identyfikacja polimorfizmu krotkich powtorzen tandemowych

2.15.1. Lancuchowa reakcja polimerazy z wyznakowanym fluorescencyjnie

starterem

W celu identyfikacji polimorfizmu krétkich powtorzen tandemowych (STR) w rejonie
promotorowym genu MIF przeprowadzono reakcje PCR z wyznakowanym fluorescencyjnie na
koncu 5’starterem forward. Zastosowanym barwnikiem fluorescencyjnym byt FAM. Skiad
mieszaniny oraz obj¢toSci zastosowanych odczynnikéw byty analogiczne jak w przypadku reakcji
PCR, przygotowujacej produkty do sekwencjonowania (Tabela 8). W tabeli 24. zamieszczono
nazwy oraz sekwencje zastosowanych starterow oraz wielko$¢ uzyskanego produktu PCR,
natomiast tabela 25 przedstawia zastosowany profil termiczny reakcji PCR.

Tabela 24. Sekwencje starterow zastosowane do identyfikacji polimorfizmu STR genu MIF oraz dtugos¢
amplifikowanego fragmentu.

. Startery do sekwencjonowania Wielko$¢
Analizowany
Gen i produktu
fragment Nazwa startera Sekwencja startera [pz]
MIF5UF 5'-FAM-ATGGCCTTCACTGAGACTGG-3'
MIF | 5UTR Fragment 2 468
MIF5R2 5-GAATCACCATCCAGGGAACTT-3'
Tabela 25.  Profil termiczny reakcji PCR.
Wstepna . Przylaczanie q . . el
denaturacja Denaturacja starteréw Elongacja Liczba cykli Amplifikacja
94°C/4 min 95°C/30 sek 55°C/60 sek 72°CI60 sek 35 cykli 72°C/7 min

2.15.2. Analiza dlugosci znakowanych produktéw za pomocg elektroforezy
kapilarnej

W celu oznaczenia dlugosci produktéw wyznakowanych fluorescencyjnie zastosowano

elektroforeze kapilarng z wykorzystaniem automatycznego sekwenatora Genetic Analyzer 3110

(Applied Biosystems). Srodowisko denaturujace do elektroforezy oparte byto o roztwér polimeru

POP—4. Dodatkowo do produktu PCR dodawano wewnetrzny standard wielkosci GeneScan 600

LIZ. Fluorescencja wyznakowanych fragmentow byla wzbudzana przez lasery. Sygnal ten byl
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przez komputer przetwarzany i zapisywany w postaci plikow w formacie .fsa. Rozdziat
fragmentow zostal wykonany w Wydziatlowej Pracowni Technik Biologii Molekularnej
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

2.15.3. Analiza wynikéw uzyskanych za pomocg elektroforezy kapilarnej

Wwyniki uzyskane na drodze elektroforezy kapilarnej, analizowano za pomoca programu
Peak Scanner Software v1.0. Poszczegélne fragmenty DNA przedstawiane byly graficznie
w postaci pikow na elektroforegramie, pozwalajacych na stosunkowo tatwa identyfikacje
fragmentow. Wielkos$¢ alleli szacowano na podstawie generowanej przez program Krzywej
wzorcowej zaleznosci wielkosci fragmentow DNA od czasu migracji. wewngtrznego standardu
wielkosci. W oparciu o uzyskane -elektroforegramy, obecno$¢ jednego piku fluorescencji
klasyfikowano jako homozygote, natomiast obecno$¢ dwoch pikow jako heterozygote. Rycina 18

przedstawia elektroforegram dla uktadu homozygotycznego, natomiast rycina 19 dla uktadu

heterozygotycznego.
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Rycina 18. Elektroforegram badanego polimorfizmu STR w obecno$ci markera wielkosci oraz krzywej
wzorcowej — probka homozygotyczna (pacjent K272).
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Rycina 19. Elektroforegram badanego polimorfizmu STR w obecnoéci markera wielko$ci oraz krzywej
wzorcowej — probka heterozygotyczna (pacjent K269).

Uzyskane wyniki pozwolity przypisa¢ ilos¢ powtorzen CATT do dlugosci fragmentu i tak:
466 par zasad odpowiadato liczbie powtdorzen 5, 470 par zasad — 6 oraz 474 par zasad — 7.
W ten sposob odczytywano wyniki dla kazdego pacjenta.

Na podstawie pozyskanych wynikéw obliczono czgstosci genotypow oraz alleli dla
poszczego6lnych grup badanych (SOZN, SWZN, IZN, grupa kontrolna). Dla analizowanego
polimorfizmu sprawdzono czy badane genotypy sa zgodne z prawem HWE. Nast¢pnie dokonano
poréwnan czestosci alleli 1 genotypow miedzy grupami (SOZN vs SWZN oraz 1ZN vs grupa
kontrolna) opierajac si¢ na modelu asocjacyjnym. W celu sprawdzenia czy zaobserwowane
réznice sa istotne statystycznie, obliczono wartosci OR, 95% CI za pomoca dokladnego
dwustronnego testu Fishera z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 5.

2.15.4. Analiza nier6wnowagi sprzezen dla polimorfizmu krotkich powtorzen

tandemowych

W celu oszacowania czy badany polimorfizm STR wykazuje sprz¢zenie z wytypowanym
polimorfizmem SNP, =zastosowano program PHASE wersja 2.1, dostepny na stronie:
http://stephenslab.uchicago.edu/software.html. Program pozwala na skonstruowanie haplotypow
z zebranych genotypoéw populacji, przy czym wyrdznia si¢ od HaploView mozliwoscig
analizowania polimorfizméw STR, mikrosatelit i innych multiallelicznych loci. Zasada dziatania
opiera si¢ o metody statystyczne Bayesa. Nie generuje jednak wynikow w formie graficzne;.
W celu sprawdzenia czy wystepuja istotne statystycznie rdéznice w czestosciach wygenerowanych

haplotypoéw badanych grup, zastosowano doktadny dwustronny test Fishera.
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1. lzolacja genomowego DNA z krwi obwodowej - ocena ilosci i

jakosci produktu

Wyniki izolacji DNA z krwi obwodowej pacjentow oraz grupy kontrolnej stanowi zatgcznik
9. W zaleznosci od jako$ci materiatu biologicznego, zakres stezen wynosit od okoto 10 do okoto
100 ng/ul, z czystoscig mieszczacg si¢ w granicach od 1,7 do 2,0.

2. Wyniki amplifikacji fragmentéw badanych genéw

Matryce wykorzystywane w dalszych analizach uzyskiwano z zastosowaniem reakcji PCR,
w ktorej amplifikowano docelowe fragmenty badanych genéw (NR3C1, ABCB1, HSP90AAl
i MIF). Wszystkie otrzymane produkty reakcji PCR, zar6wno od pacjentow, jak i grupy
kontrolnej losowo poddawano rozdzialowi elektroforetycznemu.

Widoczny na zelu agarozowym lity prazek wizualizowat dobrg jakos¢, jak i ilos¢ produktu.
Rycina 20 przedstawia przyktadowy rozdziat elektroforetyczny produktu reakcji PCR pacjentow
z SOZN dla genu MIF.

K262 K100 K103 K115 K119 K123 K162 K42 K75 K134 K82 K. neg.

M

Rycina 20. Rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji PCR wybranych pacjentow z SOZN dla genu MIF
(produkt 867 pz); M — marker wielkosci; K. neg. — kontrola negatywna; 1,5% zel agarozowy.

3. ldentyfikacja mutacji punktowych w genach kandydujacych

W przypadku genéow NR3C1 oraz ABCB1 nie wykazano obecno$ci mutacji punktowych
w obrebie badanych grup pacjentow z SOZN i SWZN oraz w grupie kontrolnej.

W genie MIF zlokalizowano mutacje w rejonie 5’UTR u pacjenta o numerze
identyfikacyjnym K127 nalezacego do grupy z SWZN. Mutacja miala status heterozygoty
1 polozna byla w odlegtosci 937 par zasad od miejsca startu translacji (-937 C>T). Kolejna
mutacje punktowa w genie MIF zlokalizowano w rejonie 3’UTR u pacjenta o numerze
identyfikacyjnym K139, nalezacego do grupy pacjentow z SOZN oraz K111 nalezacego do grupy
pacjentow z SWZN. Mutacja miata status heterozygoty i byla zlokalizowana w odlegltosci 809 par

zasad od miejsca konca translacji (*809 C>T).
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W genie HSP90AAL w przypadku pacjenta K102 nalezacego do grupy SOZN w rejonie
intronu 7 zlokalizowano mutacje punktowa o statusie heterozygoty w odlegtosci 38 par zasad
od eksonu 7 (ekson7 + 38 T>C).

Wszystkie zidentyfikowane mutacje zlokalizowane byly w rejonach niekodujacych genow,
w zwigzku z czym nie wptywaly na zmiang sekwencji aminokwas6w badanych biatek. W tabeli

26 zestawiono mutacje zidentyfikowane w genach: HSP90AAL i MIF.

Tabela 26. Mutacje zidentyfikowane w genach HSP90AAL oraz MIF.

Mutacja Gen Lokalizacja Kod pacjenta t? rupa Status mutacji
adana
ekson7 +38 T>C HSP90AA1 Intron 7 K102 SOZN heterozygota
-937 C>T MIF 5'UTR K127 SWZN heterozygota
MIF K139 SOZN heterozygota
*809 C>T 3'UTR
MIF K111 SWZN heterozygota

SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN — pacjenci ze steroidowrazliwym zespotem
nerczycowym

4. ldentyfikacja polimorfizmow w wytypowanych genach

Na podstawie pozyskanych wynikoéw zidentyfikowano i poddano analizie 50 SNP, sposrod
351 wytypowanych wedhug baz danych: Ensembl, NCBI oraz SNPper, z czego 9 SNP (sposrod
124 SNP) w genie NR3C1, 26 SNP (sposrod 122 SNP) w genie ABCB1, 7 SNP (sposrod 56 SNP)
w genie HSP90AAL i 7 SNP (sposrod 49 SNP) oraz 1 STR w genie MIF.

W przypadku genu NR3C1 jeden SNP zlokalizowano w intronie, pig¢ SNP w czesciach
kodujacych oraz trzy SNP w rejonie 3’'UTR. W przypadku trzech SNP w czes$ciach kodujacych
byla to zmiana niesynonimiczna typu zmiany sensu, natomiast dwa SNP byly synonimiczne
(Zatacznik 10, Tabela 27).

W genie ABCB1 w wyniku genotypowania, jeden SNP zlokalizowano w rejonie 5’UTR,
sze$¢ SNP w czesciach kodujacych oraz osiemnascie SNP w intronach, jeden SNP w rejonie
3’UTR. Sposréd SNP rejondw kodujacych, trzy SNP byly niesynonimiczne typu zmiana
sensu, a inne trzy SNP byty synonimiczne (Zatacznik 10, Tabela 28).

W genie HSP90AA1 zidentyfikowano 2 SNP w cze$ciach kodujacych gendw, natomiast
cztery SNP w intronach. W przypadku SNP czesci kodujacych byt to typ zamiany synonimicznej
(Zatacznik 10,Tabela 29).

W genie MIF w wyniku genotypowania, zidentyfikowano dwa SNP oraz jeden STR
w rejonie promotorowym, dwa SNP w intronach oraz trzy SNP w rejonie 3’UTR (Zatacznik 10,
Tabela 30).

Odczyty genotypéw dla zidentyfikowanych polimorfizméw we wszystkich badanych
grupach stanowia zalaczniki: dla genu NR3C1 — zalaczniki 11, 12, 13, dla genu ABCB1 —
zalaczniki 14, 15, 16, dla genu HSP90AAL — zalaczniki 17, 18, 19 oraz dla genu MIF — zatgczniki
20, 21, 22.
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Weryfikacje otrzymanych polimorfizméw wytypowanych genéw pod katem zgodnosci
z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu y° w badanych populacjach stanowia zataczniki:
23, 24, 25, 26, 27, 28.

5. Analiza asocjacyjna polimorfizmow wytypowanych genow

Polimorfizmy rozpatrywano w oparciu o trzy modele porownawcze: model addytywny,
dominujacy oraz recesywny. Poszukiwano zaleznosci pomigdzy roéznymi wariantami
polimorficznymi, a podatnoscia na SOZN (poroéwnanie grup SOZN i SWZN), jak rowniez
ewentualnego zwigzku z IZN (porownanie grupy z IZN i grupy kontrolnej). Zaktadajac, ze ,,.D”’
to allel dominujacy (ang. major allel), a ,,d’’ to allel rzadszy (ang. minor allel), stosowane modele
porownawcze przedstawiajace si¢ nastgpujaco:

- model addytywny: Dd vs DD i dd vs DD,

- model dominujacy: dd+Dd vs DD,

- model recesywny: dd vs Dd+DD.

5.1. Analiza asocjacyjna polimorfizméw genu NR3C1

rs72555801

Polimorfizm rs72555801 genu NR3C1 znajduje si¢ w sekwencji intronu 1 i polega
na substytucji guaniny (G) adening (A) (G>A). Dokonujac analizy tego polimorfizmu
nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w czesto$ci wystgpowania genotypow i alleli
w porownaniu pacjentow z SOZN 1 SWZN, jak réwniez w calej grupie pacjentow z IZN
w porownaniu z grupa kontrolng we wszystkich rozpatrywanych modelach poroéwnawczych
(p>0,05), (Zatacznik 29, Tabela 31).
rs6189/rs6190 (ER22/23ER)

Polimorfizmy rs6189 i1 rs6190 wystepuja w sasiadujacych kodonach i sa ze soba sprzg¢zone.
rs6189 (E22E, Glu22Glu)

Polimorfizm rs6189 (E22E, gdzie E to kwas glutaminowy) genu NR3C1 zlokalizowany jest
w eksonie 2 1 zwigzany jest z substytucja guaniny adening (G>A) w kodonie 22. Zmiana ta
nie prowadzi do zmiany aminokwasu - mamy do czynienia ze zmiang synonimiczng — zarowno
wariant z guaning (GAG) jak i z adening (GAA) koduja kwas glutaminowy (Glu).

Porownujac czestosci  genotypow oraz alleli w podgrupie pacjentow z SOZN
I SWZN, nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic miedzy analizowanymi grupami,
jednak zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu A w uktadzie heterozygotycznym (GA) z
podgrupa z SWZN w addytywnym modelu (GA vs GG), wskazujac na jego potencjalny charakter
ochronny w stosunku do fenotypu SOZN (p=0,071; OR=0,10; 95% CI=0,005-1,906). Podobne
wyniki uzyskano dla modelu dominujacego (AA+GA vs GG; p=0,071; OR=0,10; 95% CI=0,005-
1,906). Trend w kierunku asocjacji allelu A z SWZN potwierdza réwniez pordwnanie alleli A vs
G (p=0,073; OR=0,10; 95% CI=0,005-1,965). W analizie pordéwnawczej pacjentow z IZN z grupa
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kontrolng nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czestosciach genotypow oraz alleli
w zastosowanych modelach poréwnawczych (p>0,05). Nie zaobserwowano wystepowania allelu
A w uktadzie homozygotycznym (AA) w zadnej z rozpatrywanych grup (Zalacznik 29, Tabela
31).

rs6190 (R23K, Arg23Lys)

Polimorfizm rs6190 (R23K, gdzie R to arginina, natomiast K to lizyna) genu NR3C1
zlokalizowany jest w eksonie 2 i zwigzany jest z substytucjg guaniny adening (G>A) w kodonie
23. Zmiana ta prowadzi do zmiany aminokwasu, jest to wigc typ zamiany okreslany jako zmiana
sensu (ang. missense) — wariant z guaning (AGG) koduje argining (Arg), natomiast wariant
z adening (AAG) koduje lizyne (Lys).

Analizujac ten polimorfizm nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czestoSciach
wystepowania genotypoéw 1 alleli w porownaniu pacjentow z SOZN i SWZN w oparciu
0 rozpatrywane modele poréwnawcze. Zaobserwowano natomiast trend w kierunku asocjacji
allelu A w uktadzie heterozygotycznym (GA) w modelu addytywnym, jak réwniez w modelu
dominujagcym (AA+GA vs GG) z podgrupa SWZN (p=0,073; OR=0,10; 95% CI=0,005-1,965
dla obydwu przypadkow). Wskazuje to na potencjalne zmniejszone ryzyko wystgpienia fenotypu
SO zwigzanego z IZN u nosicieli allelu A. Trend w kierunku asocjacji allelu A z SWZN
potwierdza réwniez poréwnanie samych alleli: A vs G (p=0,073; OR=0,10; 95% CI=0,005-
1,965). Poréwnujac czestosci  genotypow 1 alleli pacjentow z IZN z grupa
kontrolna, nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic (p>0,05). Nie zaobserwowano
wystepowania allelu A w uktadzie homozygotycznym (AA) w zadnej z rozpatrywanych grup
(Zatacznik 29, Tabela 31).
rs72542742 (A229T, Ala229Thr)

Polimorfizm rs72542742 (A229T, gdzie A to alanina, a T to treonina) genu NR3C1 znajduje
si¢ w eksonie 2. Jest to polimorfizm polegajacy na substytucji guaniny adening (G>A), ktory
angazuje zmian¢ w kodonie 229, jest to wigc zamiana typu zmiany sensu. Na poziomie biatka
prowadzi to do zamiany aminokwasu alaniny (Ala) na treoning (Thr). Nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w czestosciach genotypow oraz alleli polimorfizmu A229T pomigdzy
pacjentami z SOZN w poroéwnaniu z SWZN, jak réowniez w calej grupie pacjentow z IZN
w porownaniu z grupa kontrolng we wszystkich rozpatrywanych modelach (p>0,05).
Nie zaobserwowano wystepowania allelu T w uktadzie homozygotycznym (TT) w zadnej
z rozpatrywanych grup (Zatacznik 29, Tabela 31).
rs6195 (N363S, Asn363Ser)

Polimorfizm rs6195 (N363S, gdzie N to asparagina, natomiast S to seryna) genu NR3C1
zlokalizowany jest w eksonie 2 1 angazuje zmian¢ w kodonie 363. Polega na substytucji adeniny
guaning (A>G), ktora skutkuje zamiang aminokwasu asparaginy (Asn) na seryn¢ (Ser), jest to
wigc zamiana typu zmiany sensu. Analiza polimorfizmu nie wykazata istotnych statystycznie

réznic w czestosciach wystepowania genotypow i alleli zarowno porownujac pacjentow z SOZN

72



WYNIKI

z SWZN, jak i zestawiajgc calg grupg¢ pacjentow z IZN z grupa kontrolng we wszystkich
rozpatrywanych modelach (p>0,05). Nie zaobserwowano wystepowania allelu G w uktadzie
homozygotycznym (GG) w zadnej grupie (Zatacznik 29, Tabela 32).

rs6196 (N766N, Asn766Asn)

Polimorfizm rs6196 (N766N, gdzie N to asparagina) znajduje si¢ w cksonie 9a.
Jest to polimorfizm polegajacy na substytucji tyminy (T) cytozyng (C), (T>C). Zmiana ta
angazuje kodon 766. Jest to typ polimorfizmu, ktoéry nie wplywa na zmian¢ aminokwasu, zarowno
wariant z tyming (AAT), jak i wariant z cytozyng (AAC) koduja asparagine (Asn). Na podstawie
pozyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w czestosciach
wystepowania genotypow i alleli porownujac grupy pacjentow z SOZN i SWZN oraz porownujac
calg grup¢ pacjentow z IZN z grupg kontrolng w rozpatrywanych modelach (p>0,05), (Zatacznik
29, Tabela 32).
rs6191

Polimorfizm rs6191 zlokalizowany jest w regionie 3’UTR i polega na zastapieniu guaniny
cytozyng (G>C). Analizujac ten polimorfizm nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
w czestosciach genotypow 1 alleli porownujac pacjentow z SOZN 1 SWZN, jak rowniez
porownujac calg grupe pacjentéw z IZN z grupa kontrolng w rozpatrywanych modelach (p>0,05),
(Zatacznik 29, Tabela 32).
rs10482714

Polimorfizm rs10482414 znajduje si¢ w rejonie 3’UTR 1 zwigzany jest z substytucja
guaniny adening (G>A). Rozktad genotypow i alleli nie r6znit si¢ w sposob istotny statystycznie
porownujac pacjentow z SOZN i SWZN, jak i porownujac cata grupg z IZN z grupa kontrolng
w oparciu o rozpatrywane modele (p>0,05). Nie zaobserwowano wystepowania allelu A
w uktadzie homozygotycznym (AA) w zadnej grupie (Zatacznik 29, Tabela 33).
rs6198 (9p)

Polimorfizm rs6198 znajduje si¢ w sekwencji 3’'UTR i polega na substytucji adeniny
guaning (A>QG). Uzyskane wyniki wykazaty brak istotnych statystycznie rdznic w czgstosciach
genotypow 1 alleli w badanych grupach: pacjenci z SOZN w poréwnaniu z pacjentami ze SWZN
oraz cala grupa pacjentow z IZN w porownaniu z grupa kontrolng. Nie zaobserwowano
wystepowania allelu G w uktadzie homozygotycznym (GG) w zadnej z grup (Zatacznik 29,
Tabela 33).

5.2. Analiza asocjacyjna polimorfizmow genu ABCB1 (MDR1)

rs2214102

Polimorfizm rs2214102 genu ABCBL1 zlokalizowany jest w rejonie 5’UTR i polega
na substytucji adeniny guaning (A>G), gdzie rzadkim allelem jest A. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w czestoSciach wystgpowania genotypodw oraz alleli w oparciu

o rozpatrywane modele w poréwnaniu pacjentow z IZN z grupa kontrolng (p>0,05). Porownanie
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grupy pacjentow ze SOZN i SWZN zostato wylaczone z analiz z powodu braku zgodnosci
z prawem rownowagi HWE dla grupy SOZN (p=0,002) (Zatacznik 24 oraz Zatacznik 30, Tabela
34).

rs9282564 (Asn21Asp)

Polimorfizm rs9282564 genu ABCB1 znajduje si¢ w eksonie 2 i polega na substytucji
adeniny guaning (A>QG). Punktowa zamiana skutkuje zmiang aminokwasu. Wariant z adening
AAT koduje asparaging (Asn), natomiast wariant z guaning GAT koduje asparaginian (Asp).
Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w czestosciach wystepowania genotypow oraz alleli rozpatrywanych grup (SOZN w poréwnaniu
z SWZN oraz IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng) w oparciu o rozpatrywane modele (p>0,05),
(Zatacznik 30, Tabela 34).
rs2235074

Polimorfizm rs2235074 genu ABCB1 zlokalizowany jest w intronie 3 i polega
na substytucji cytozyny tyming (C>T). Z powodu braku zgodnosci z prawem HWE (p<0,05) dla
grup SOZN oraz IZN, nie poddano go dalszym analizom statystycznym (Zatacznik 24 oraz
Zatacznik 30, Tabela 34).
rs2235015

Polimorfizm rs2235015 genu ABCBL1 zlokalizowany jest w intronie 4 i zwigzany jest
z substytucja guaniny tyming (G>T). Dokonujac analizy tego polimorfizmu nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w czestosciach wystepowania genotypow oraz alleli na podstawie
zastosowanych modeli poréwnujac grupy: SOZN z SWZN oraz IZN z grupa kontrolng (p>0,05),
(Zatacznik 30, Tabela 35).
rs2235023

Polimorfizm rs2235023 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 8 i zwigzany jest z zamiang
guaniny na adening (G>A). Analiza wynikow nie wykazala istotnie statystycznych rdznic
w czestosciach genotypow oraz alleli badanych grup: SOZN w poréownaniu z SWZN oraz 1ZN
w poréwnaniu z grupa kontrolng w oparciu o rozpatrywane modele pordéwnawcze: recesywny,
addytywny oraz dominujacy (p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 35).
rs1922240

Polimorfizm rs1922240 genu ABCB1 zwigzany jest z substytucjg adeniny guaning (A>G)
w intronie 8. Na podstawie otrzymanych wynikow nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czestosciach wystepowania genotypoéw oraz alleli w badanych grupach: SOZN w poréwnaniu
z SWZN oraz IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng w badanych modelach poréwnawczych
(p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 35).
rs10276036

Polimorfizm rs10276036 genu ABCB1 angazuje zmian¢ nukleotydowa w intronie 9. Zmiana
ta polega na substytucji adeniny guaning (A>G). Analiza polimorfizmu nie stwierdzita istotnych

statystycznie rdéznic w czgstosciach wystgpowania genotypow oraz alleli w poroéwnaniu pacjentow
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SOZN z SWZN w zadnym z modeli (p>0,05). W przypadku poréwnania catej grupy pacjentow
z 1ZN z grupa kontrolng zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu G w ukladzie
homozygotycznym (GG) z grupg z IZN w modelu recesywnym (GG vs AG+AA), wskazujac
na potencjalne zwigkszone ryzyko zachorowania na IZN u oséb bedacych nosicielami tego allelu
(p=0,052; OR=4,41, 95% CI=0,950-20,449). W pozostalych przypadkach nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic (p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 36).

rs2229109 (Ser400Asn)

Polimorfizm rs2229109 genu ABCB1 zlokalizowany jest w eksonie 11. Zwigzany jest
z substytucja guaniny adening (G>A) w kodonie 400, co powoduje zmiang aminokwasu z seryny
(Ser) na asparaging (Asn) (AGT — AAT) lub z substytucjg guaniny tyming (G>T) w kodonie
400, co skutkuje zmiang z seryny (Ser) na izoleucyne (Ile) (AGT — AITT). Uzyskane dane
wskazujg na obecno$¢ wariantow zawierajacych G i A w badanej grupie. Nie odnotowano
wariantow, w ktorych wystepowalo T. W porownaniu grup pacjentow z SOZN
i SWZN, nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w czgstosciach wystgpowania genotypow
oraz alleli (p>0,05). Nie wykazano obecno$ci allelu A w uktadzie homozygotycznym (AA),
natomiast w ukladzie heterozygotycznym GA odnotowano tylko u jednego pacjenta
z SOZN. Poréwnujac cala grupe pacjentow z IZN z grupg kontrolng wykazano istotne
statystycznie zmniejszone ryzyko zachorowalnosci na IZN u nosicieli allelu A w modelu
poréwnawczym: addytywnym (GA vs GG) oraz dominujagcym (AA+GA vs GG) (p=0,026;
OR=0,09; 95% CI=0,010-0,870, dla obu modeli). Stwierdzono roéwniez asocjacj¢ allelu A
z potencjalnym zmniejszonym ryzykiem zachorowania na I1ZN (p=0,030; OR=0,10;
95%CI=0,011-0,907), (Zatacznik 30, Tabela 36).
rs1128503 (Gly412Gly, 1236 T>C)

Polimorfizm rs1128503 genu ABCBL znajduje si¢ w eksonie 12 i polega na substytucji
tyminy cytozyna (T>C) w kodonie 412. Zmiana ta nie skutkuje zmiang na poziomie biatka,
zarébwno wariant z T jak i z C koduje glicyne (Gly) (GGT -> GGC). Allel T jest allelem rzadkim.
Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w czgstosciach wystepowania genotypow oraz alleli w porownaniu grup pacjentow z SOZN oraz
SWZN we wszystkich trzech rozpatrywanych modelach porownawczych (p>0,05). Poréwnujac
calg grupe pacjentdow z IZN z grupa kontrolng nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czestosciach wystepowania genotypow oraz alleli (p>0,05), aczkolwiek zaobserwowano trend
w kierunku asocjacji allelu T w ukladzie homozygotycznym TT z grupa z IZN w modelu
recesywnym (p=0,052; OR=4,41; 95% CI=0,950-20,449). Wskazuje to na potencjalne 4,41 razy
zwigkszone ryzyko wystgpienia IZN u oséb bedacych nosicielami tego allelu w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (Zatacznik 30, Tabela 36).
rs2032588

Polimorfizm rs2032588 genu ABCBL1 znajduje si¢ W intronie 12. Polega na substytucji
cytozyny tyming (C>T). Analiza polimorfizmu nie wykazata istotnych statystycznie rdznic
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w czestoSciach wystgpowania genotypdéw oraz alleli zarowno w pordwnaniu grup pacjentéw
z SOZN i SWZN, jak i w poréwnaniu calej grupy z IZN z grupa kontrolng w oparciu
o rozpatrywane modele porownawcze (p>0,05). Dla zadnej z badanych grup nie wykazano
obecnosci homozygot TT (Zatacznik 30, Tabela 37).

rs2235033

Polimorfizm rs2235033 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 13. Zwigzany jest z zamiang
tyminy na cytozyne (T>C). Na podstawie pozyskanych wynikow poréwnania pacjentow z SOZN
z SWZN, stwierdzono zwigzek  homozygot CC w  modelu recesywnym
z SWZN, co wskazywatoby na potencjalne zmniejszone ryzyko wystapienia fenotypu SO
zwigzanego z IZN u tych nosicieli (p=0,026; OR=0,26; 95% CI=0,083-0,798). Dodatkowo
poréwnujac grup pacjentow z SOZN z SWZN, wykazano trend w kierunku asocjacji allelu C
z SWZN, ktory wskazuje na jego potencjalne dziatanie ochronne (p=0,09; OR=0,54;
95% ClI=0,276-1,062).

Poréwnujac cala grupe pacjentow z IZN z grupg kontrolng stwierdzono potencjalny
zwigzek nosicieli allelu C ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na IZN, zar6wno w modelu
addytywnym dla heterozygot TC (TC vs TT) (p=0,031; OR=0,23; 95% CI=0,060-0,866), jak
1 w modelu dominujacym dla homozygot i heterozygot (CC+TC vs TT) (p=0,013; OR=0,21;
95% CI1=0,057-0,780). W pozostatych przypadkach nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czestosciach wystgpowania genotypow oraz alleli (p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 37).
rs2235035

Polimorfizm rs2235035 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 13. Zwigzany jest
z substytucja cytozyny tyming (C>T). Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w czgstosciach wystepowania genotypdéw oraz alleli w oparciu
o rozpatrywane modele porownawcze w porOwnaniu grupy pacjentow z SOZN i SWZN, jak
réwniez w pordwnaniu calej grupy pacjentéw z IZN z grupa kontrolng (p>0,05), (Zalacznik 30,
Tabela 37).
rs2235013

Polimorfizm rs2235013 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 14. Polega na substytucji
guaniny adening (G>A). Otrzymane wyniki nie wykazaly istotnych statystycznie roznic
W wystepowaniu czestosci genotypoéw oraz alleli w poréwnaniu grup pacjentow z SOZN i SWZN
oraz w porownaniu catej grupy pacjentow z IZN z grupa kontrolng w rozpatrywanych trzech
modelach poréwnawczych (p>0,05). Zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu A
z potencjalnym zmniejszonym ryzykiem zachorowania na IZN w modelu addytywnym
dla heterozygot GA (p=0,09; OR=0,28; 95% CI=0,073-1,080), (Zatacznik 30, Tabela 38).
rs28381916

Polimorfizm rs28381916 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 15 i polega na substytucji
guaniny adening (G>A). Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych

statystycznie roéznic w czestoSciach wystgpowania genotypoOw oraz alleli w porownaniu grup
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pacjentow SOZN z SWZN oraz w pordwnaniu calej grupy z IZN z grupa kontrolng
w rozpatrywanych trzech modelach poréwnawczych (p>0,05). W badanych grupach
nie odnotowano wystepowania allelu rzadkiego w uktadzie homozygotycznym AA (Zatgcznik 30,
Tabela 38).

rs191864178

Polimorfizm rs191864178 genu ABCBL1 znajduje si¢ w intronie 16 i polega na substytucji
guaniny adening (G>A). Na podstawie pozyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w czestoSciach wystgpowania genotypow oraz alleli w oparciu
0 rozpatrywane modele w poréwnaniu grup pacjentow SOZN z SWZN oraz calej grupy
pacjentéw z IZN z grupg kontrolng (p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 38).
rs2235046

Polimorfizm rs2235046_genu ABCB1 zlokalizowany jest w intronie 16 i zwigzany jest
z substytucja guaniny adening (G>A). Analizujac polimorfizm nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w czestoSciach wystepowania genotypoéw oraz alleli w trzech modelach
porownawczych w badanych grupach: SOZN w poréwnaniu z SWZN oraz pacjenci z IZN
w poréwnaniu z grupa kontrolng (p>0,05). Odnotowano natomiast trend w kierunku asocjacji
homozygot AA w modelu recesywnym (AA vs GA+GG) ze zwickszonym ryzykiem
zachorowania na IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,09; OR=3,75; 95% CI=0,801-
17,555), (Zatagcznik 30, Tabela 39).
rs1922242

Polimorfizm rs1922242 znajduje si¢ w intronie 16 i polega na substytucji adeniny tyming
(A>T). Na podstawie pozyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w czestosciach wystepowania genotypéw oraz alleli w rozpatrywanych modelach
poréwnawczych w porownaniu grup pacjentow SOZN z SWZN oraz catej grupy pacjentow z IZN
z grupg kontrolng (p>0,05), (Zatacznik 30, Tabela 39).
rs2235040

Polimorfizm rs2235040 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 20 i zwigzany jest
z substytucja guaniny adening (G>A). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czgstosciach wystgpowania genotypdw oraz alleli w rozpatrywanych trzech modelach
poréwnawczych porownujac grup pacjentow SOZN z SWZN oraz catg grupe pacjentow 1ZN
z grupa kontrolng (p>0,05). W badanych grupach nie odnotowano wystepowania allelu rzadkiego
w uktadzie homozygotycznym AA (Zatacznik 30, Tabela 39).
rs9282563 (Leu884Leu)

Polimorfizm rs9282563 genu ABCBL1 znajduje si¢ w eksonie 21 i polega na substytucji
cytozyny tyming (C>T) w kodonie 884. Zmiana ta nie skutkuje zmiang na poziomie biatka, gdyz
zarébwno wariant z C jak i z T kodujg leucyne (Leu) (CTG -> TTG). Analiza polimorfizmu
nie wykazala istotnych statystycznie roznic w czestosciach wystgpowania genotypow oraz alleli

w porownywanych grupach: SOZN z SWZN oraz cata grupa z IZN z grupa kontrolng w oparciu
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0 modele poréwnawcze (p>0,05). W grupie badanej nie odnotowano wystepowania allelu
rzadkiego w uktadzie homozygotycznym TT, natomiast tylko w trzech przypadkach w grupie
pacjentow z SOZN zaobserwowano wystepowanie allelu rzadkiego w  ukladzie
heterozygotycznym CT (Zatacznik 30, Tabela 40).

rs2032582 (Ala893Ser/Thr, G2677T/A)

Polimorfizm rs2032582 genu ABCB1 znajduje si¢ w eksonie 21. Polega on na substytucji
tyminy guaning (T>QG) lub adening (T>A) w kodonie 893. Zmiana ta skutkuje zmiang na poziomie
biatka. Wariant z T (TCT) koduje seryn¢ (Ser), natomiast w wyniku substytucji wariant z G
(GCT) koduje alaning (Ala) a wariant z A (ACT) - treoning (Thr). Analizujac polimorfizm
nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w czestosciach wystepowania genotypow i alleli
W poréwnaniu grup: pacjenci z SOZN w porownaniu z pacjentami z SWZN oraz cala grupa
pacjentow z IZN w pordéwnaniu z grupga kontrolng w oparciu o rozpatrywane modele
poréwnawcze (p>0,05), (Zatgcznik 30, Tabela 40).
rs2032583

Polimorfizm rs2032583 genu ABCB1 zlokalizowany jest w intronie 21 i zwigzany jest
z substytucja tyminy cytozyng (T>C). Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic
w czgstosciach wystepowania genotypow oraz alleli w badanych grupach: pacjenci z SOZN
i SWZN oraz cata grupa pacjentow z IZN i grupa kontrolna w oparciu o rozpatrywane modele
badawcze (p>0,05). W badanych grupach nie odnotowano wystepowania allelu rzadkiego
w uktadzie homozygotycznym CC (Zatacznik 30, Tabela 40).
rs61040122

Polimorfizm rs61040122 genu ABCBL1 zlokalizowany jest w intronie 25 i zwigzany jest
z substytucja cytozyny tyming (C>T). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
w czestosciach wystepowania genotypoéw oraz alleli w badanych grupach: pacjenci z SOZN
i SWZN oraz cata grupa pacjentow z IZN i grupa kontrolna w oparciu o rozpatrywane modele
badawcze (p>0,05). W badanych grupach nie zaobserwowano wystepowania allelu rzadkiego
w uktadzie homozygotycznym TT (Zatacznik 30, Tabela 41).
rs1045642 ( 1le1145lle, 3435C>T/A)

Polimorfizm rs1045642 genu ABCB1 znajduje si¢ w cksonie 26 i zwigzany jest
z substytucjg cytozyny tyming (C>T) lub adening (C>A) w kodonie 1145. Jest to typ zamiany,
ktory nie angazuje zmiany na poziomie bialka, zarowno wariant z C (ATC), jak i z T (ATT)
lub A (ATA), koduja aminokwas izoleucyng (lle). W badanych grupach zaobserwowano jedynie
substytucje cytozyny tyming (C>T). Nie stwierdzono istotnych statystycznie r16znic
w czestosciach  wystepowania genotypow oraz alleli w rozpatrywanych modelach
poréwnawczych w pordwnaniu grupy pacjentow z SOZN z grupa z SWZN oraz calej grupy
pacjentow z IZN z grupa kontrolng (p>0,05). Zaobserwowano natomiast trend w kierunki
asocjacji allelu T w uktadzie homozygotycznym (TT) ze zwigkszonym ryzykiem wystgpienia

fenotypu SO zwigzanego z IZN w poréwnaniu z grupg pacjentow z SWZN w modelu
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recesywnym (TT vs CC+CT) (p=0,085; OR=2,57; 95% CI= 0,903-7,327). Wskazywatoby to na
2,57 razy potencjalnie wigksze ryzyko wystgpienia SOZN u nosicieli dwoch alleli T w
poréwnaniu z grupg SWZN (Zatacznik 30, Tabela 41).
rs2235047

Polimorfizm rs2235047 genu ABCB1 znajduje si¢ w intronie 26 i polega na substytucji
tyminy guaning (T>G). Na podstawie pozyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych
statystycznie roéznic w czestosciach wystepowania genotypow oraz alleli w porownaniu grup
pacjentow z SOZN i SWZN oraz calej grupy pacjentéw z IZN z grupg kontrolng w oparciu
o rozpatrywane modele (p>0,05). W badanych grupach nie wykazano obecnosci osobnikow
z allelem rzadkim w uktadzie homozygotycznym GG (Zatacznik 30, Tabela 41).
rs2235048

Polimorfizm rs2235048 genu ABCBL1 znajduje si¢ w intronie 26. Zwigzany jest On
z substytucja tyminy cytozyna (T>C). Analizujac polimorfizm nie wykazano istotnych
statystycznie roznic w czgstosciach wystepowania genotypoéw oraz alleli w modelach
poréwnawczych w poréwnaniu grup pacjentow SOZN z SWZN i calej grupy pacjentow z I1ZN
z grupa kontrolnag (p>0,05). Zaobserwowano natomiast trend w kierunku asocjacji homozygot CC
w modelu recesywnym z wystgpieniem fenotypu SOZN w poréownaniu z SWZN (p=0,085;
OR=2,57; 95% CI=0,903-7,327). Wskazywaloby to na 2,57 razy potencjalnic wicksze ryzyko
wystapienia fenotypu SOZN u nosicieli dwoch alleli C w pordwnaniu z grupg SWZN (Zatacznik
30, Tabela 42).
rs17064

Polimorfizm rs17064 genu ABCB1 znajduje si¢ w rejonie 3’UTR i polega na substytucji
adeniny tyming (A>T). Na podstawie pozyskanych wynikéw nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdéznic w czestosciach wystgpowania genotypow oraz alleli w badanych grupach:
SOZN w porownaniu z SWZN oraz calej grupie badanej z IZN z grupa kontrolng w oparciu
o rozpatrywane modele (p>0,05). W badanych grupach nie wykazano obecnos$ci homozygot
z allelem rzadkim TT (Zatgcznik 30, Tabela 42).

5.3. Analiza asocjacyjna polimorfizméw genu HSP90AA1
rs4586364

Polimorfizm rs4586364 genu HSP90AA1L znajduje si¢ w intronie 3 i polega na substytucji
tyminy cytozyng (T>C). Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdéznic w czestosciach wystepowania genotypow oraz alleli w poroOwnaniu grup
pacjentow SOZN z SWZN oraz calej grupy pacjentdéw z IZN z grupa kontrolng (p>0,05)
w oparciu o rozpatrywane modele porownawcze (Zalacznik 31, Tabela 43).
rs4947 (Asn360Asn)

Polimorfizm rs4947 genu HSP90AAl zlokalizowany jest w eksonie 6 i polega
na substytucji cytozyny tyming (C>T) w kodonie 360. Zmiana ta nie angazuje zmiany

na poziomie biatka, gdyz zardwno wariant z cytozyng (AAC), jak i wariant z tyming (AAT)
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koduja aminokwas asparaging (Asn). Analizujagc otrzymane wyniki nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w czestosciach wystgpowania genotypow oraz alleli porownujac pacjentow
z SOZN i SWZN oraz calag grupg pacjentoéw z IZN i grupg¢ kontrolng (p>0,05) w oparciu
0 rozpatrywane modele (Zatacznik 31, Tabela 43).
rs3742429

Polimorfizm rs3742429 genu HSP90AAL znajduje si¢ W intronie 6 i zwigzany jest
z substytucja cytozyny tyming (C>T). Na podstawie pozyskanych wynikéw nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic w czestosciach wystepowania genotypoéw oraz alleli w porownaniu
grup pacjentow z SOZN 1 SWZN oraz calej grupy pacjentow z grupa kontrolng (p>0,05).
Zaobserwowano natomiast trend w Kierunku zmniejszonego ryzyka zachorowania na 1ZN dla
nosicieli allelu C w uktadzie heterozygotycznym w modelu addytywnym (CT vs TT; p=0,094;
OR=0,43; 95% CI=0,172-1,055) oraz w modelu dominujagcym (CC+CT vs TT; p=0,065;
OR=0,42; 95% CI1=0,172-1,016) w porownaniu z grupa kontrolng. Stwierdzono réwniez asocjacje
allelu C ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na IZN (p=0,069; OR=0,49; 95% CI1=0,232-
1,043), (Zatacznik 31, Tabela 43).
rs7155973

Polimorfizm rs7155973 genu HSP90AA1l zlokalizowany jest w intronie 8 i polega
na substytucji tyminy cytozyng (T>C). Analizujac polimorfizm nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w czestosciach genotypdw oraz alleli badanych grup: SOZN w poréwnaniu
z SWZN oraz catej grupy z IZN z grupa kontrolng dla zastosowanych modeli porownawczych
(p>0,05). Nie wykazano wystgpowania homozygot TT w badanych grupach (Zatacznik 31, Tabela
44).
rs34644998 (Arg612Arg)

Polimorfizm rs346449988 genu HSP90AAL znajduje si¢ w eksonie 10 i zwigzany jest
z substytucja adeniny cytozyng (A>C) w kodonie 612. Zmiana ta nie jest zwigzana ze zmiang
na poziomie biatka, zarowno wariant z adening (AGA) jak i wariant z cytozyng (CGA) koduja
aminokwas argining (Arg). W badanych grupach pacjentéw z SOZN oraz SWZN polimorfizm ten
nie wystapit. Zaobserwowano wystepowanie allelu C w ukladzie heterozygotycznym jedynie
u jednej osoby z grupy kontrolnej (Zatacznik 31, Tabela 44).
rs6575895

Polimorfizm rs6575895 genu HSP90AAL znajduje si¢ w intronie 10 i polega na substytucji
guaniny adening (G>A). Na podstawie pozyskanych wynikow nie stwierdzono istotnych
statystycznie rdéznic w czestosciach wystgpowania genotypoOw oraz alleli w poroOwnaniu grup
pacjentow SOZN z SWZN oraz catej grupy pacjentdéw z IZN z grupa kontrolng w oparciu
o rozpatrywane modele pordwnawcze (p>0,05), (Zatacznik 31, Tabela 44).
rs2298877

Polimorfizm rs2298877 genu HSP90AAL rowniez znajduje si¢ w intronie 10 i zwigzany jest
z substytucja adeniny guaning (A>G). Analizujac polimorfizm w grupach SOZN i SWZN
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nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czgstosciach wystepowania genotypow oraz
alleli badanych grup (p>0,05). W poréwnaniu catej grupy pacjentow z IZN z grupa kontrolng
zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu A ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania
na IZN (A vs G; p=0,054; OR=0,450; 95% CI= 0,204-0,979) oraz w dominujagcym modelu
poréwnawczym (AA+GA vs GG; p=0,091; OR=0,44; 95%CI= 0,174-1,093), (Zatacznik 31,
Tabela 45).

5.4. Analiza asocjacyjna polimorfizmow genu MIF

5.4.1. Analiza asocjacyjna polimorfizmow pojedynczego nukleotydu
rs755622 (-173G>C)

Polimorfizm rs755622 genu MIF zlokalizowany jest w rejonie promotorowym w pozycji -
173 od miejsca startu transkrypcji. Zwigzany jest z substytucja guaniny cytozyng (G>C).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czgsto$ciach wystgpowania genotypoéw oraz
alleli w poréwnaniu grup pacjentdéw: SOZN z SWZN oraz 1ZN z grupa kontrolng w oparciu
0 rozpatrywane modele (p>0,05), (Zatacznik 32, Tabela 46).
rs112568463 (-74A>T)

Polimorfizm rs112568463 genu MIF znajduje si¢ w rejonie promotorowym w pozycji -74
od miejsca startu transkrypcji i polega na substytucji adeniny tyming (A>T). Na podstawie
uzyskanych wynikoéw nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czestoSciach
wystepowania genotypow oraz alleli w poréwnaniu grup pacjentow SOZN z grupg z SWZN oraz
w pordwnaniu catej grupy pacjentow z IZN z grupg kontrolng w oparciu o rozpatrywane modele
badawcze (p>0,05). Zaobserwowano natomiast trend w kierunku asocjacji allelu T
ze zmnigjszonym ryzykiem zachorowania na SOZN w poréwnaniu grupy z SOZN z grupa
z SWZN (p=0,070; OR=0,10; 95% CI1=0,005-1,906). Widoczny byt réwniez trend w kierunku
asocjacji allelu T w ukladzie heterozygotycznym ze zmniejszonym ryzykiem wystgpienia
fenotypu SO u pacjentéw z IZN w addytywnym modelu poréwnawczym (AT vs AA) oraz
w modelu recesywnym (TT+AT vs AA) (p=0,070; OR=0,10; 95% CI=0,005-1,906 dla obydwu
przypadkow). W badanych grupach nie odnotowano wystepowania rzadkiego allelu w uktadzie
homozygotycznym TT (Zatacznik 32, Tabela 46).
rs2096525

Polimorfizm rs2096525 genu MIF znajduje si¢ w intronie 1 i zwigzany jest z substytucja
tyminy cytozyna (T>C). Analizujagc pozyskane wyniki, nie stwierdzono istotnych statystycznie
roznic w czestosciach wystgpowania genotypow oraz alleli w poréwnaniu grup pacjentow: SOZN
i SWZN oraz IZN i grupy kontrolnej w oparciu o rozpatrywane modele (p>0,05), (Zatacznik 32,
Tabela 46).
rs2070766

Polimorfizm rs2070766 genu MIF znajduje si¢ w intronie 2 i polega na substytucji cytozyny
guaning (C>G) lub tyming (C>T). W analizowanych grupach nie wykazano wystepowania
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wariantu z allelem T. Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w czestosciach
wystepowania genotypoéw oraz alleli w porownaniu grup pacjentow SOZN z grupg SWZN oraz
w porownaniu catej grupy z IZN z grupa kontrolng w oparciu o rozpatrywane modele (p>0,05),
(Zatacznik 32, Tabela 47).
rs2070767

Polimorfizm rs2070767 genu MIF znajduje si¢ w rejonie 3’UTR 1 zwigzany jest
z substytucja tyminy cytozyng (T>C). W poréwnaniu grup pacjentow: SOZN z grupa ze SWZN
zaobserwowano zwigzek allelu T w ukladzie heterozygotycznym (CT) z fenotypem SOZN
w addytywnym modelu porownawczym (CT vs CC), (p=0,047; OR=3,00; 95% CI1=1,043-8,628).
Dodatkowo zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu T z fenotypem SO zwigzanej z IZN,
w porownaniu grup: SOZN i SWZN w dominujagcym modelu poréwnawczym (TT+CT vs CC)
(p=0,091; OR=2,45; 95% CI=0,908-6,609). W pozostalych przypadkach nie stwierdzono
istotnych statystycznie rdznic w czgstoSciach wystgpowania genotypow oraz alleli
w poréownywanych grupach (p>0,05). Nie wykazano takze istotnych statystycznie rdznic
w czestosciach genotypow oraz alleli w porownaniu catej grupy z IZN z grupa kontrolng
(p>0,05), (Zatacznik 32, Tabela 47).
rs2000466

Polimorfizm rs2000466 zlokalizowany jest w rejonie 3’UTR i polega na substytucji tyminy
guaning (T>G). Na podstawie pozyskanych wynikdéw czgstosci genotypéw zaobserwowano
zwigzek allelu G w ukladzie heterozygotycznym (TG) z SWZN w addytywnym modelu
poréwnawczym (TG vs TT) oraz w dominujacym modelu poréwnawczym (GG+TG vs TT)
w poréwnaniu grup SOZN z SWZN (p=0,036; OR=0,30, 95%CI=0,105-0,858 oraz p=0,028,;
OR=0,32; 95% CI=0,119-0,869 odpowiednio), wskazujac na jego potencjalny charakter
protekcyjny. W pordéwnaniu czgstosci alleli grupy pacjentow ze SOZN z grupa ze SWZN
zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu G z SWZN (p=0,063; OR=0,44; 95%CI=0,196-
0,988). W poréwnaniu calej grupy pacjentow z IZN z grupa kontrolng nie zaobserwowano
istotnych statystycznie roéznic w czestoSciach wystgpowania genotypéw oraz alleli
w rozpatrywanych modelach poréwnawczych (p>0,05), (Zatgcznik 32, Tabela 47).
rs34383331

Polimorfizm rs34383331 znajduje si¢ w rejonie 3’UTR i polega na substytucji tyminy
adening (T>A). Zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu A z fenotypem SW zwigzanym
z IZN w heterozygotycznym uktadzie TA w addytywnym modelu porownawczym (TA vs TT)
w poroéwnaniu grup SOZN z SWZN wskazujac na jego dziatanie ochronne (p=0,070; OR=0,34;
95% CI1=0,123-0,968). Wyniki bliskie istotnosci statystycznej otrzymano w modelu dominujacym
(AA+TA vs TT) poréwnujac grupy: SOZN i SWZN. Wskazano na potencjalny charakter
ochronny allelu A przed SOZN (p=0,051; OR=0,362; 95% CI=0,135-0,968). W pozostatych
przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie réznic (p>0,05). Nie zaobserwowano istotnych
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statystycznie roznic w czgstosciach genotypow oraz alleli w poréwnaniu grupy pacjentéw z IZN
z grupa kontrolng (p>0,05), (Zalacznik 32, Tabela 48).

5.4.2. Analiza asocjacyjna polimorfizmow krétkich powtoérzen tandemowych
rs5844572 (-/CATT)

W rejonie promotorowym genu MIF zidentyfikowano polimorfizm krotkich powtorzen
tandemowych (STR). Polimorfizm rs5844572 (CATTssg), zlokalizowany jest w pozycji -794
od miejsca startu transkrypcji i polega na powtdrzeniach czteronukleotydowego motywu CATT.
Dane literaturowe wskazujg na liczbe 8 powtorzen. W badanej populacji polskiej (z regionu
wielkopolski) pozyskano powtdrzenia motywu CATT w liczbie 5, 6 lub 7 i okreslono czgstosci
zidentyfikowanych alleli (Ryc. 21.). Uzyskano nastgpujace genotypy: CATTs/CATTs,
CATTs/CATTs, CATTS/CATT,, CATTE/CATTs, CATT{/CATT;, CATT,/CATT;. Tabela 49
przedstawia rozktad obserwowanych genotypow oraz alleli we wszystkich badanych grupach.
Analizujac polimorfizm STR genu MIF, zaobserwowano najczgstsze wystepowanie genotypu
CATTs/CATTs w grupie pacjentow z SOZN (41,46%) oraz CATT¢/CATT; w grupie kontrolnej
(33,33%). Wykazano istotng statystycznie wicksza czgsto$¢ wystgpowania genotypu
CATTs/CATTs u pacjentow z SOZN w poroéwnaniu z grupg SWZN (p=0,017; OR=4,60; 95%
Cl=1,356-15,632). Genotyp CATTs/CATTs wystepowal okoto 3 razy czesSciej w grupie SOZN
w porownaniu z SWZN. Nie zaobserwowano genotypu CATT;/CATT; w grupie kontrolnej.
W pozostatych przypadkach nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czegstosciach
wystepowania genotypow oraz alleli w porownaniu grupy pacjentdw z SOZN z grupa SWZN oraz

w porownaniu calej grupy pacjentéw z IZN z grupa kontrolng (p>0,05).

Cuzestosé alleli

0 T T

5 8 7

Liczba powtorzen motywu CATT

Rycina 21. Rozktad czestoéci alleli polimorfizmu krétkich powtdrzen tandemowych (STR) rs5844572
(CATTsg) genu MIF w badanej populacji polskiej.
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Tabela 49. Poroéwnanie rozkltadu liczebnosci i czgstosci genotypow oraz alleli polimorfizmu rs5844572
(CATTs,g) genu MIF w grupie pacjentow ze SOZN z grupg pacjentéw ze SWZN oraz w catej
grupie pacjentéw z IZN z grupa kontrolng.

Genotypy S0z swe OR (95% Cl) p
5/5 2(4,88%) 4(13,33%) 0,33 (0,057-1,954) 0,233
5/6 17(41,46%) 4(13,33%) 4,60 (1,356-15,632) 0,017
517 2(4,88%) 2(6,67%) 0,72 (0,095-5,408) >0,999
6/6 13(31,71%) 12(40,00%) 0,70 (0,621-1,861) 0,616
6/7 6(14,63%) 7(23,33%) 0,56 (0,168-1,890) 0,371
717 1(2,40%) 1(3,33%) 0,73 (0,044-12,076) >0,999

Allele
5 23 (28,00%) 14 (23,33%) 1,28 (0,594-2,761) 0,567
6 49 (59,80%) 35 (58,33%) 1,06 (0,539-2,087) 0,865
7 10 (12,20%) 11 (18,33%) 0,62 (0,244-1,568) 0,345

Genotypy r:g\ll Grupa kontrolna n=30 OR (95%Cl) p
5/5 6 (8,45%) 2 (6,67%) 1,29 (0,246-6,800) >0,999
5/6 21 (29,58%) 8 (26,67%) 1,16 (0,444-3,006) 0,815
517 4 (5,63%) 2 (6,67%) 0,84 (0,145-4,828) >0,999
6/6 25 (35,21%) 8 (26,67%) 1,50 (0,581-3,843) 0,490
6/7 13 (18,31%) 10 (33,33%) 0,45 (0,170-1,181) 0,122
717 2 (2,82%) 0 (0,00%) >0,999

Allele
5 37 (26,06%) 14 (23,33%) 1,16 (0,572-2,345) 0,727
6 84 (59,15%) 34 (56,67%) 1,11 (0,602-2,039) 0,757
7 21 (14,79%) 12 (20,00%) 0,69 (0,317-1,521) 0,406

SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN - pacjenci ze steroidowrazliwym
zespotem nerczycowym, IZN — pacjenci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, OR — iloraz szans, p — istotno$¢
statystyczna (kolor czerwony — wynik istotny statystycznie)

Zaktadajac, ze liczba powtdrzen CATT moze wplywac na poziom ekspresji genu, dokonano

podziatu obserwowanych genotypdéw na ,,genotypy wysokiej ekspresji”: 5/7; 6/7; 7/7 oraz

»genotypy niskiej ekspresji”: 5/5; 5/6; 6/6. Dokonano poréwnan w obrebie grup: SOZN z SWZN

oraz IZN z grupa kontrolng zestawionych genotypow: 5/5, 5/X, X/X, gdzie X to 6 lub 7 oraz Y/Y,

7Y, 717, gdzie Y to 5 lub 6. Na podstawie uzyskanych wynikéw zaobserwowano istotne

statystycznie czgstsze wystgpowanie genotypu 5/X (5/6+5/7 vs 6/6+7/7) w grupie SOZN
w porownaniu z SWZN (p=0,043; OR=3,17; 95% CI=1,046-9,585). Ryzyko wystgpienia fenotypu
SOZN jest 3,17 razy wigksze u nosicieli genotypow CATTs/CATTs (,,niskiej ekspresji) lub

CATTs/CATT; (,,wysokiej ekspresji”) w porownaniu z SWZN. W pozostatych przypadkach

nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w czgstosciach wystepowania ,,genotypow

wysokiej i niskiej ekspresji” (p>0,05), (Tabela 50).
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Poréwnanie rozktadu liczebnosci i czgstodci tzw. ,,genotypow wysokiej i niskiej ekspresji” polimorfizmu rs5844572 (CATTs.g) genu MIF

Tabela 50.
w grupie pacjentow ze SOZN z grupa pacjentdow ze SWZN oraz w calej grupie pacjentéw z IZN z grupa kontrolng.
n=41 n=30 n=71 n=30
Grupy badane p OR 95% ClI Grupy badane p OR 95% ClI
rs5844572 (CAT Ts.) Genotypy Grupa
SOZN SW2zN I1ZN Kontrolna
XIX 20 (48,78%) 20 (66,67%) 40 (56,34%) 18 (60%)
5/X 19 (46,34%) 6 (20,00%) 0,043*  3,17*  (1,046-9,585)  25(35,21%)  10(33,33%) >0,999*° 1,13 (0,448-2,824)
5/5 2 (4,88%) 4 (13,33%) 0,667° 050°  (0,082-3,046)° 6 (8,45%) 2 (6,67%) >0,999° 1,35 (0,248-7,348)°
a-5/Xvs XIX
b - 5/5 vs X/X
YIY 32 (78,05%) 20 (66,67%) 52 (73,24%)  18(60,00%)
7Y 8 (19,51%) 9 (30,00%) 0,397° 056°  (0,184-1,676)° 17 (23,94%)  12(40,00%)  0,151°  0,49° (0,197-1,222)°
717 1 (2,44%) 1 (3,33%) >0,999° 0,63  (0,037-10,566)" 2 (2,82%) 0 (0,00%) >0,999°  1,76%  (0,081-38,425)"
c-7/Y vsYIY
d-7/7vsYIY

X — 6 lub 7 powtorzen, Y — 5 lub 6 powtdrzen; 5/7, 6/7, 7/7 — genotypy ,,wysokiej ekspresji’’; 5/5, 5/6, 6/6 — genotypy ,,niskiej ekspresji’’; SOZN — pacjenci

ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN — pacjenci ze steroidowrazliwym zespotem nerczycowym, IZN — pacjenci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, OR
—iloraz szans, 95% CIl — 95% przedziat ufnosci, p — istotnos¢ statystyczna
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5.4.3. Korelacja polimorfizmow rejonu promotorowego genu MIF ze zjawiskiem
steroidoopornosci

Poréwnano migdzy sobg polimorfizmy rejonu promotorowego: rs755622G>C (-173G>C)
I rs5844572 (CATTsg). Na podstawie wynikow zaobserwowano istotne statystycznie rdznice
w czestosciach wystepowania genotypu (CATT)5/6 GG w grupie SOZN w poréwnaniu z SWZN
(p=0,002, OR=8,96; 95% CI=1,872-42,888). Wslazuje to na okoto 9-krotnie zwi¢kszone ryzyko
wystgpienia fenotypu steroidoopornosci u oséb z IZN bedacych nosicielami tego genotypu.
Czestos¢ genotypu (CATT)S5/6_GG byla okoto 5,8 razy wyzsza w grupie SOZN w poréwnaniu
z grupa SWZN (39,0% 1 6,7% odpowiednio), (Tabela 51). W pozostatych przypadkach
nie otrzymano istotnych statystycznie réznic zar6wno W pordéwnaniu grup pacjentow SOZN
z SWZN oraz calej grupy pacjentéw z IZN z grupg kontrolng (p>0,05).
Tabela51. Poréwnanie korelacji rozktadu liczebnosci i czgstosci genotypow polimorfizmow: rs5844572

(CATTsg) i rs755622G>C genu MIF w grupie pacjentow z SOZN z grupg pacjentdéw z SWZN
oraz w catej grupie pacjentow z IZN z grupa kontrolna.

Genotypy SOZN SWZN OR (95% CI) p
(CATT)5/5_GG 1(2,4%) 4 (13,3%) 0,16 (0,017-1,536) 0,155
(CATT)5/5_GC 1 (2,4%) 0(0,0%) 2.26 (0,089-57,398) >0,999
(CATT)5/6_GG 16 (39,0%) 2 (6,7%) 8,96 (1,872-42,888) 0,002
(CATT)5/6_GC 1 (2,4%) 2 (6,7%) 0,35 (0,030-4,050) 0,570
(CATT)5/7_GC 2 (4,9%) 2 (6,7%) 0,72 (0,095-5,408) >0,999
(CATT)6/6_GG 11(268%) | 9 (30,0%) 0,86 (0,302-2,427) 0,795
(CATT)6/6_GC 2 (4,9%) 310,0%) 0,46 (0,072-2,951) 0,645
(CATT)6/7_GC 5 (12,2%) 6 (20,0%) 0,56 (0,152-2,027) 0,509
(CATT)6/7_CC 1(2,4%) 1(3,3%) 0,72 (0,044-12,076) >0,999
(CATT)7/7_CC 1(2,4%) 1(3,3%) 0,72 (0,044-12,076) >0,999

Genotypy k;:‘:glf] . IZN OR (95%Cl) D
(CATT)5/5_GG 2 (6,7%) 5 (7,0%) 1,06 (0,194-5,796) >0,999
(CATT)5/5_GC 0(0,0%) 1 (L4%) 0,77 (0,031-19,453) >0,999
(CATT)5/6_GG 8(267%) | 18(254%) 0,93 (0,354-2,464) >0,999
(CATT)5/6_GC 0 (0,0%) 3 (4.2%) 0,32 (0,016-0,405) 0,553
(CATT)5/7_GC 2 (6,7%) 4 (5.6%) 0,84 (0,145-4,828) >0,999
(CATT)6/6_GG 6 (20%) 20 (28,2%) 1,57 (0,558-4,408) 0,462
(CATT)6/6_GC 2 (6,7%) 5 (7,0%) 1,06 (0,195-5,796) >0,999
(CATT)6/7_GC 9(30,0%) | 11(155%) 0,43 (0,156-1,176) 0,108
(CATT)6/7_CC 1(3,3%) 2 (2,8%) 0,84 (0,073-9,638) >0,999
(CATT)7/7_CC 0(0,0%) 2 (2,8%) 0,46 (0,021-9,779) >0,999

(CATT)5/5_GG - niskie ryzyko; (CATT)7/7_CC - wysokie ryzyko; SOZN - pacjenci
ze steroidoopornym zespolem nerczycowym, SWZN — pacjenci ze steroidowrazliwym zespotem
nerczycowym, IZN — pacjenci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, OR — iloraz szans,
95% CI — 95% przedziat ufnoéci, p — istotnos¢ statystyczna
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6. Analiza nierownowagi sprzezen genow kandydujacych: NR3C1,

ABCB1, HSP90AAL i MIF

Zidentyfikowane polimorfizmy SNP wytypowanych genéw poddano analizie nierownowagi
sprzezen (LD) za pomocg programu HaploView 4.2. LD dla wszystkich genéw badano
w grupach: SOZN i SWZN oraz 1ZN i grupa kontrolna.

6.1 Analiza nier6wnowagi sprzezen polimorfizmow genu NR3C1

Analizie LD poddano dziewig¢ zidentyfikowanych polimorfizméw SNP w genie NR3C1.

6.1.1. Analiza nieré6wnowagi sprzezen polimorfizméw genu NR3C1 dla grupy
pacjentéw z SOZN i SWZN

Program HaploView wygenerowal charakterystyki zidentyfikowanych w trakcie
sekwencjonowania SNP. Wszystkie analizowane polimorfizmy wykazywaty zgodno$¢ z prawem
HWE (p>0,05), dzigki czemu wszystkie zostaly poddane interpretacji. Charakterystyke
polimorfizméw uwzgledniajaca ich pozycje chromosomows, test zgodnosci z prawem HWE,
allele wchodzace w ich sktad oraz czestosci alleli rzadszych w badanych grupach przedstawia
tabela 52.

Tabela 52.  Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupach pacjentow z SOZN

i SWZN.

POIIg]l?llgﬂzm chroi?ézgjn?owa HWE MAF Allele
rs6198 142657621 0,50 0,134 A:G

rs10482714 142657904 1,00 0,028 GA
rs6191 142658156 0,86 0,493 T.G
rs6196 142661490 0,41 0,155 T:C

rs56149945 142779317 1,00 0,056 A:G

rs72542742 142779720 1,00 0,007 GA
rs6190 142780337 1,00 0,021 GA
rs6189 142780339 1,00 0,021 GA

rs72555801 142814062 1,00 0,007 GA

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego

W analizie asocjacji poszczegolnych polimorfizmoéw zaobserwowano istotne statystycznie
czestsze wystepowanie allelu G dla polimorfizmu rs6190 (p=0,041) oraz dla polimorfizmu rs6189
(p=0,041) w grupic SOZN w poréwnaniu z SWZN. Pozostate analizowane polimorfizmy genu
NR3C1 nie wykazaly istotnego statystycznie zwigzku z SOZN w poréwnaniu z SWZN.
W przypadku rs10482714 zaobserwowano trend w kierunku asocjacji allelu A z podgrupa SOZN
(p=0,083), (Tabela 53).
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Tabela 53.

Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupach SOZN i SWZN.

Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel SOZN/SWZN X P
rs6198 A 0,890/0,833 0,968 0,325
rs10482714 A 0,049 /0,000 3,012 0,083
rs6191 T 0,524 /0,483 0,234 0,629
rs6196 C 0,183/0,117 1,162 0,281
rs56149945 A 0,951/0,933 0,208 0,648
rs72542742 G 1,000/ 0,983 1,376 0,241
rs6190 G 1,000/ 0,950 4,188 0,041
rs6189 G 1,000/ 0,950 4,188 0,041
rs72555801 A 0,012 /0,000 0,737 0,391

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, SOZN — pacjenci ze steroidoopornym
zespolem nerczycowym, SWZN — pacjenci
nerczycowym, y° — rozkltad chi kwadrat, p — poziom istotnosci (kolor czerwony —

ze steroidowrazliwym zespotem

wynik istotny statystycznie, kolor zielony — wynik bliski istotno$ci statystycznej)

Na podstawie analizy LD, dwa sposrod dziewieciu polimorfizmow wskazuja na silne

powiazanie. Sg to polimorfizmy rs6190 i rs6189. Pomimo stwierdzenia silnej korelacji pomig¢dzy

tymi markerami (D’=1) i wysokiej wartosci wspotczynnika korelacji r* (Tabela 54), warto$é

MAF<0,05 uniemozliwita potaczenie ich w bloki (Ryc. 22). W pozostatych przypadkach pomimo

wartosci D’=1 sugerujacej calkowite sprzezenie, stwierdzono niskie r* (0<r’<1), co sugeruje, ze

sprzezenie jest mato prawdopodobne.

Tabela 54.

Rycina 22.

Polimorfizmy SNP genu NR3Clwykazujace najsilniejsze sprzezenie w badanej grupie pacjentow

z SOZN i SWZN.
Polimorfizm D' 2 95% ClI Odleglos¢
SNP w pz
rs6190_rs6189 1,00 1,00 0,59-1,00 2,00

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a,

2

95% CI — 95% przedziat ufnosci, pz — pary zasad
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r° — kwadrat wspélczynnika sity korelacji pomiedzy czgstosciami alleli,

Schemat graficzny nierownowagi sprz¢zen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu NR3C1 w badanych grupach pacjentow z SOZN i SWZN wyrazonej wartoscig
wspolezynnika korelacji r* w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r%, biaty — r’=0%, szary
— 0%<r?<100%, czarny — r*= 100%).
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W zwigzku z zastosowaniem testow wielokrotnych, przeprowadzono korekte wartosci
istotno$ci statystycznej p wynikow asocjacyjnych w celu wykluczenia wynikow falszywie
pozytywnych. Test 10 000 permutacji podniost warto$¢ poziomu istotnosci p dla polimorfizmow
rs6190 i rs6189 do p=0,194, co nie potwierdzito zwigzku allelu G tych polimorfizméw z grupg
pacjentow z SOZN w pordéwnaniu z grupg SWZN. Rowniez w przypadku polimorfizmu
rs10482714, test permutacji 10 000 nie potwierdzit potencjalnego zwiagzku allelu A z SOZN
w poréwnaniu z SWZN. Wartos$¢ poziomu istotnosci p dla tego polimorfizmu wzrosta do p=0,456
(Tabela 55).

Tabela 55.  Test permutacji dla polimorfizméw rs6190, rs6189 oraz rs10482714 genu NR3C1 badanych
w grupach SOZN i SWZN.
Polimorfizm 2
SNP X P
rs6190 4,188 0,194
rs6189 4,188 0,194
rs10482714 3,012 0,456

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu,
% — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

6.1.2. Analiza nieré6wnowagi sprzezen polimorfizméw genu NR3C1 dla grupy

pacjentow z IZN oraz grupy kontrolnej

Wszystkie dziewie¢ analizowanych polimorfizméw bylo zgodnych z prawem HWE

(Tabela 56), w zwiazku z czym poddano je dalszej analizie LD.

Tabela 56. Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupie pacjentéw z IZN i grupie
kontrolnej.
Polimorfizm Pozycja
SNP chromozojmowa HWE MAF Allele
rs6198 142657621 0,19 0,144 A:G
rs10482714 142657904 1,00 0,035 GA
rs6191 142658156 1,00 0,500 G:G
rs6196 142661490 0,29 0,149 T:C
rs56149945 142779317 1,00 0,059 A:G
rs72542742 142779720 1,00 0,005 G:A
rs6190 142780337 1,00 0,020 GA
rs6189 142780339 1,00 0,020 G:A
rs72555801 142814062 1,00 0,005 G:A

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego

Analizujac asocjacje poszczegélnych polimorfizmow nie zaobserwowano istotnych
statystycznie korelacji w wystepowaniu sprzezonych alleli poszczegdlnych polimorfizméw
w grupie z IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng (p>0,05), (Tabela 57).

Na podstawie analizy LD, w oparciu o wygenerowang w programie strukture genu dla
grupy pacjentow z IZN oraz grupy kontrolnej (Ryc. 23) wykazano, ze dwa polimorfizmy sposrod
dziewieciu wskazuja na silne powigzanie migdzy markerami. Jest to korelacja pomiedzy
polimorfizmami: rs6190 i rs6189. W przypadku zestawu tych markeréw, pomimo wysokiej
wartoéci D’ oraz wspotczynnika korelacji r’ (Tabela 58), wartos¢ MAF<0,05 dla tych

polimorfizméw uniemozliwita wygenerowanie blokéw haplotypowych. W pozostatych
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przypadkach, pomimo wartosci D’=1 sugerujacej calkowite sprzgzenie, stwierdzono niskie

wartosci r? (0<r’<1), co sugeruje, ze sprzezenie jest mato prawdopodobne.

Tabela 57.  Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupie pacjentow z IZN i grupie

kontrolnej.
Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2 p
SNP allel SOZN/SWZN
rs6198 A 0,866 /0,833 0,37 0,5427
rs10482714 G 0,972 /0,950 0,601 0,4382
rs6191 T 0,507 /0,483 0,095 0,7581
rs6196 C 0,155/0,133 0,156 0,6933
rs56149945 A 0,944 /0,933 0,081 0,7766
rs72542742 A 0,007 /0,000 0,425 0,5146
rs6190 A 0,021/0,017 0,043 0,8353
rs6189 A 0,021/0,017 0,043 0,8353
rs72555801 A 0,007 /0,000 0,425 0,5146

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, 1ZN — pacjenci z idiopatycznym
zespolem nerczycowym, x* — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

Tabela 58.  Polimorfizmy SNP genu NR3C1lwykazujace najsilniejsze sprz¢zenie w badanej grupie pacjentow
z IZN i grupie kontrolnej.

Polimorfizm . 2 o Odleglosé
SNP D r 95% ClI W pz
rs6190_rs6189 1,00 1,00 0,67-1,00 2

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a,
r> —kwadrat wspolczynnika sity korelacji pomiedzy czestosciami alleli,

95% CI — 95% przedziat ufnosci, pz — pary zasad
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Rycina 23.  Schemat graficzny nierownowagi sprzezen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu NR3C1 w badanych grupach pacjentow z IZN oraz grupie kontrolnej wyrazonej wartoscig
wspotezynnika korelacji r* w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r* wyrazonej
w procentach: biaty — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r* = 100%).

6.2. Analiza nier6wnowagi sprzezen polimorfizmow genu ABCB1

Analizie LD poddano 26 polimorfizméw SNP genu ABCIL, otrzymanych w wyniku
sekwencjonowania. Program HaploView 4.2 nie ma mozliwosci dokonywania analiz
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triallelicznych SNP, w zwigzku z czym jeden ze zidentyfikowanych polimorfizméow (rs2032582),

nie zostal do nich wlaczony.

6.2.1. Analiza nieréwnowagi sprzezen polimorfizméw genu ABCB1 dla grupy
pacjentow z SOZN i SWZN
Wygenerowano charakterystyki zidentyfikowanych SNP uwgledniajace ich pozycje
chromosomowe, test na zgodno$¢ z prawem HWE, allele wchodzace w ich sktad oraz czgstosci
alleli rzadszych w badanych grupach (Tabela 59). W przypadku jednego polimorfizmu
(rs2235074) odnotowano odstepstwo od prawa HWE, w zwigzku z czym nie uwzgledniano go
w dalszej interpretacji.

W analizie asocjacji poszczegolnych SNP zaobserwowano trend w kierunku zwigzku
allelu T polimorfizmu rs2235033 z grupa pacjentoéw ze SOZN w poréwnaniu z SWZN (p=0,073).
W pozostatych przypadkach nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czestosciach
sprz¢zonych alleli z SOZN w poréwnaniu z SWZN (p>0,05), (Tabela 60).

Tabela 59.  Charakterystyka analizowanych polimorfizmow genu ABCB1 w grupach pacjentow z SOZN

i SWZN.
Polimorfizm Pozycja
SNP chromozojmowa HWE MAF Allele

rs17064 87133470 1,00 0,05 AT
rs2235048 87138511 0,64 0,42 CT
rs2235047 87138532 1,00 0,03 T:G
rs1045642 87138645 0,64 0,42 T:C
rs61040122 87138847 1,00 0,01 Gr
rs2032583 87160561 1,00 0,06 T:C
rs9282563 87160645 1,00 0,02 CT
rs2235040 87165750 1,00 0,06 G:A
rs1922242 87173667 0,39 0,47 TA
rs2235046 87174066 0,60 0,44 GA
rs191864178 87174122 1,00 0,04 G:A
rs28381916 87175141 1,00 0,02 G:A
rs2235013 87178626 0,52 0,48 A:G
rs2235035 87179086 0,14 0,39 CT
rs2235033 87179143 0,52 0,48 T:C
rs2032588 87179443 1,00 0,04 C:T
rs1128503 87179601 0,40 0,46 CT
rs2229109 87179809 1,00 0,01 G:A
rs10276036 87180198 0,40 0,46 A:G
rs1922240 87183354 0,14 0,39 AG
rs2235023 87190452 1,00 0,03 GA
rs2235015 87199564 0,70 0,13 G:T
rs2235074 87225046 0,02 0,06 CT
rs9282564 87229440 0,42 0,14 A:G
rs2214102 87229501 0,38 0,06 GA

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego
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Tabela 60. Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu ABCB1 w grupach SOZN i SWZN.

Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel SOZN/SWZN X P

rs17064 A 0,951 /0,950 0,001 0,974
r$2235048 C 0,610/0,533 0,829 0,363
rs2235047 T 0,988 /0,950 1,809 0,179
rs1045642 T 0,610/0,533 0,829 0,363
rs61040122 T 0,024 /0,000 1,484 0,223
rs2032583 T 0,963 / 0,900 2,347 0,126
rs9282563 T 0,037 /0,000 2,242 0,134
r$2235040 G 0,963 /0,900 2,347 0,126
rs1922242 T 0,549 /0,500 0,331 0,565
rs2235046 A 0,463 /0,400 0,566 0,452
rs191864178 G 0,976 /0,950 0,669 0,413
rs28381916 A 0,037/ 0,000 2,242 0,134
rs2235013 G 0,512/ 0,433 0,863 0,353
rs2235035 C 0,659/ 0,550 1,72 0,190
rs2235033 T 0,585 /0,433 3,209 0,073
rs2032588 T 0,037 /0,033 0,011 0,917
rs1128503 T 0,500 /0,400 1,396 0,237
rs2229109 A 0,012 /0,000 0,737 0,391
rs10276036 G 0,500 / 0,400 1,396 0,237
rs1922240 A 0,659 /0,550 1,72 0,190
rs2235023 G 0,976 /0,967 0,101 0,750
rs2235015 G 0,902 /0,817 2,199 0,138
rs2235074 T 0,073/0,033 1,034 0,309
rs9282564 A 0,866 / 0,850 0,072 0,789
rs2214102 G 0,951 /0,933 0,208 0,648

W analizie LD silne sprzezenie zaobserwowano pomigdzy dwunastoma sposrod dwudziestu
pieciu  polimorfizméw. Najsilniejsze  sprzezenie wykazano miedzy nastepujacymi
polimorfizmami: rs2235048 i rs1045642, rs2032583 i rs2235040, rs1922242 i rs2235035,
rs2235046 i rs2235013, rs1922242 i rs10276036, rs1922242 i rs1922240, rs2235046 i rs2235033,
rs2235046 i rs1128503, rs2235046 i rs10276036, rs2235013 i rs2235033, rs2235013 i rs1128503,
rs2235013 i rs10276036, rs2235035 i rs1922240, rs2235033 i rs1128503, rs2235033
i rs10276036, rs1128503 i rs10276036 (D’>0,90, r*>0,70). Stabsze sprzezenia odnotowano dla
nastepujacych par polimorfizméw: rs1922242 i rs2235013, rs1922242 i 152235033, rs2235046
I rs2235035, rs2235046 i rs1922240, rs2235013 i rs2235035, rs2235013 i rs1922240, rs2235035
1151128503, rs2235035 1 rs10276036, rs1128503 i rs1922240, rs10276036 i rs1922240 (D’>0,72,
r’=0,49-0,62), (Tabela 61). W pozostatych przypadkach zestawéw markeréw wykazano
stosunkowo niskie wartosci D’oraz r?, w wyniku czego pojawienie si¢ sprzezenia miedzy nimi jest

mato prawdopodobne.
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Tabela 61.  Polimorfizmy SNP genu ABCB1 wykazujace najsilniejsze sprz¢zenie w badanej grupie pacjentow

z SOZN i SWZN
Pollrsnﬁglzm D" 2 95% ClI Odvlve%lzosc

rs2235048 rs1045642 1,00 1,00 0,95-1,00 134
rs2032583_rs2235040 1,00 1,00 0,83-1,00 5189
rs1922242 rs2235013 0,87 0,62 0,73-0,94 4959
rs1922242 rs2235035 1,00 0,71 0,90-1,00 5419
rs1922242 rs2235033 0,72 0,51 0,58-0,82 5476
rs1922242 rs10276036 0,97 0,70 0,85-1,00 6531
rs1922242 rs1922240 1,00 0,71 0,90-1,00 9687
rs2235046_rs2235013 0,94 0,74 0,82-0,98 4560
rs2235046_rs2235035 1,00 0,49 0,87-1,00 5020
rs2235046_rs2235033 1,00 0,71 0,90-1,00 5077
rs2235046_rs1128503 1,00 0,92 0,93-1,00 5535
rs2235046_rs10276036 1,00 0,92 0,93-1,00 6132
rs2235046_rs1922240 1,00 0,49 0,87-1,00 9288
rs2235013 rs2235035 1,00 0,58 0,88-1,00 460
rs2235013 rs2235033 0,97 0,79 0,87-1,00 517
rs2235013 rs1128503 0,91 0,76 0,80-0,97 975
rs2235013 rs10276036 0,91 0,76 0,80-0,97 1572
rs2235013_rs1922240 1,00 0,58 0,88-1,00 4728
rs2235035_rs1128503 1,00 0,53 0,88-1,00 515
rs2235035_rs10276036 1,00 0,53 0,88-1,00 1112
rs2235035_rs1922240 1,00 1,00 0,95-1,00 4268
rs2235033_rs1128503 1,00 0,78 0,91-1,00 458
rs2235033_rs10276036 1,00 0,78 0,91-1,00 1055
rs1128503 rs10276036 1,00 1,00 0,95-1,00 597
rs1128503 rs1922240 1,00 0,53 0,88-1,00 3753
rs10276036_rs1922240 1,00 0,53 0,88-1,00 3156

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a, 1> — kwadrat wspdlczynnika
korelacji nierownowagi sprzezen, 95% Cl — 95% przedziat ufnosci, pz — pary zasad
Sposérod analizowanych polimorfizméw, dwanascie SNP wykazywalo na tyle silng

nierbwnowage sprzezen, ze wygenerowano trzy bloki haplotypow (Ryc. 24.). Najczgsciej
wystepujacym haplotypem okazal si¢ haplotyp z bloku drugiego, utworzony z allelu T
polimorfizmu rs2032583 oraz allelu G polimorfizmu rs2235040 (czestos¢ haplotypu TG=0,937),
(Tabela 62). Natomiast najrzadziej wystepowaly dwa haplotypy z bloku trzeciego z czgstoscia
wynoszaca zaledwie 0,014. Pierwszy haplotyp TAACTTGA utworzony byt z allelu T
polimorfizmu rs1922242, allelu A polimorfizmu rs2235046, allelu A polimorfizmu rs2235013,
allelu C polimorfizmu rs2235035, allelu T polimorfizmu rs2235033, allelu T polimorfizmu
rs1128503, allelu G polimorfizmu rs10276036 oraz allelu A polimorfizmu rs1922240. Drugi
haplotyp TGGCTTGA skladat si¢ z allelu T polimorfizmu rs1922242, allelu G polimorfizmu
rs2235046, allelu G polimorfizmu rs2235013, allelu C polimorfizmu rs2235035, allelu T
polimorfizmu rs2235033, allelu T polimorfizmu rs1128503, allelu G polimorfizmu rs10276036
oraz allelu A polimorfizmu rs1922240 (Tabela 62).

93



Rycina 24.

|
. 7 —=7 e
AN 7 . T = S5 /
[N T~ — — / = =

! \ - — T V4 S/ T e ! — = T e

o0 ~ o~ (o] [) [x] (=) o~ -] — — "™ ["x) () o () [=7] [} (=) o uw -t -t [x}

- -t -+ — o0 [i=] - -t -+ =t (=] - [ [ [=x] (=] [=] (=] - (] — - w o
-+ = = w = "z} u = o~ = w — = = = [*¥] "z} — w o~ (=3 [=1 [=1 o -—
[=] [ o -+ [=] [wr]) [==] [ o [} — (3] (] [ [ [x] ~ [ o o o o1 o o —
- o~ o4 =] — = =] o~ -3 o~ o (==} '] o~ o~ [=] - o4 = -3 o4 =] In] (=} o4
— o~ o4 - [i=] o~ (=) o~ - o — (] o~ o~ o~ o4 - o4 - - o4 % o4 o [n]
W @ @ @ @ @ ] ® ® @ 7 w @ ® ® @ 7 @ @ 7 @ @ w © w

Block 1 (0 ko) Block 2 (5 kb) Block 3 (3 kb)
1 5 16 18 21 22 23 24 25
0 1 18 0 1 1
g 3 0 0 0
0 4 1 0 0
0 9 0 5 10 0
0 0 0 0 19 g
0 g o 5
0 19 19 0

0 4 4 i 0 i i
4 7 i 11 23 i o
0 4 0 B 0 0
6 11 1 12 i
& i o
0 12 1
i i

Schemat graficzny nierownowagi sprzezen (LD) pomigdzy analizowanymi polimorfizmami SNP genu ABCB1 w badanych grupach pacjentoéw z SOZN i SWZN
w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci 1

wyrazonej warto§cia wspolczynnika korelacji 1

szary — 0%<r’<100%, czarny — r* = 100%).

wyrazonej w procentach: biaty

r’=0%,



V. WYNIKI

Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w rozktadzie czgstosci wygenerowanych
haplotypow w poréwnaniu grupy pacjentow z SOZN z SWZN, jednakze zaobserwowano trend
w kierunku asocjacji haplotypow bloku trzeciego: AGATCCAG z grupg SWZN (p=0,054) oraz
haplotypu AGATTCAG z grupg SOZN (p=0,083), (Tabela 62).

Tabela 62. Charakterystyka wygenerowanych haplotypow genu ABCB1 w grupie pacjentow z SOZN

i SWZN.
Haplotyp Czestos¢ haplotypu St%sg;?\lljsc\z/gszt&su xz p
Blok 1
CT 0,577 0,610/0,533 0,829 0,363
TC 0,423 0,390/ 0,467 0,829 0,363
Blok 2
TG 0,937 0,963 /0,900 2,347 0,126
CA 0,063 0,037/0,100 2,347 0,126
Blok 3
TAGCTTGA 0,422 0,439/0,400 0,217 0,642
AGATCCAG 0,359 0,293/0,450 3,726 0,054
TGACCCAA 0,063 0,036 /0,100 2,348 0,125
AGACCCAA 0,049 0,073/0,017 2,36 0,125
AGGCTCAA 0,028 0,024 /0,033 0,101 0,750
AGATTCAG 0,028 0,049 /0,000 3,012 0,083
TAACTTGA 0,014 0,024 /0,000 1,469 0,226
TGGCTTGA 0,014 0,024 /0,000 1,484 0,223
IZN — pacjenci z idiopatycznym zespolem nerczycowym, y° — rozklad chi kwadrat,

p — poziom istotnosci (kolor czerwony — wynik istotny statystycznie, kolor zielony — wynik bliski
istotnosci statystycznej)
Dla danych wykazujacych tendencje do asocjacji, dokonano korekty poziomu istotnosci p
za pomocg testu permutacji. Korekta nie potwierdzita zwigzku polimorfizmu rs2235033 oraz
haplotypow: AGATCCAG i AGATTCAG w badanych grupach (Tabela 63).

Tabela 63.  Test permutacji dla polimorfizmu: rs2235033 oraz haplotypow bloku 3: AGATCCAG
i AGATTCAG genu ABCB1 badanych w grupie pacjentow z SOZN i SWZN.

Polimorfizm SNP/ 2
haplotyp x P
Blok 3: AGATCCAG 3,726 0,650
rs2235033 3,209 0,679
Blok 3: AGATTCAG 3,012 0,816
SNP - polimorfizm  pojedynczego  nukleotydu,

% — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

6.2.2. Analiza nier6wnowagi sprzezen polimorfizméw genu ABCB1 dla grupy
pacjentow z IZN oraz grupy kontrolnej
W programie HaploView 4.2 wygenerowano charakterystyke zidentyfikowanych w trakcie
sekwencjonowania polimorfizméw SNP. Sposrod 25, jeden polimorfizm (rs2235074) nie byt
zgodny z prawem HWE (p<0,05), w zwigzku z czym zostal on wylaczony z dalszych analiz
(Tabela 64).
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Tabela 64. Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu ABCB1 w grupach pacjentow z IZN
oraz grupie kontrolnej.

rs17064 87133470 1,00 0,05 AT
rs2235048 87138511 0,85 0,44 CT
rs2235047 87138532 1,00 0,02 T:G
rs1045642 87138645 0,85 0,44 T.C
rs61040122 87138847 1,00 0,02 C:T
rs2032583 87160561 1,00 0,08 T.C
rs9282563 87160645 1,00 0,02 CT
rs2235040 87165750 1,00 0,08 GA
rs1922242 87173667 0,46 0,49 TA
rs2235046 87174066 1,00 0,42 GA
rs191864178 87174122 1,00 0,03 GA
rs28381916 87175141 1,00 0,02 GA
rs2235013 87178626 1,00 0,46 AG
rs2235035 87179086 0,32 0,40 CT
rs2235033 87179143 0,96 0,50 CT
rs2032588 87179443 1,00 0,04 CT
rs1128503 87179601 1,00 0,43 CT
rs2229109 87179809 1,00 0,03 GA
rs10276036 87180198 1,00 0,44 A:G
rs1922240 87183354 0,22 0,41 A:G
rs2235023 87190452 1,00 0,03 GA
rs2235015 87199564 1,00 0,15 GT
rs2235074 87225046 0,02 0,05 CT
rs9282564 87229440 0,19 0,14 AG
rs2214102 87229501 0,17 0,07 GA

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego

W analizie asocjacji poszczegdlnych polimorfizméw zaobserwowano istotnie czestsze
wystepowanie allelu G polimorfizmu rs2229109 w grupie pacjentéw z [ZN w pordwnaniu z grupa
kontrolng (p=0,013). W pozostatych przypadkach nie odnotowano istotnych statystycznie
asocjacji z IZN (Tabela 65).

W analizie LD silne sprzezenie zaobserwowano pomi¢dzy dwunastoma sposrod dwudziestu
pigciu  polimorfizméw.  Najsilniejsze  sprzezenie  wykazano miedzy nastgpujacymi
polimorfizmami: rs2235048 i rs1045642, rs2032583 i rs2235040, rs2235046 i rs2235013,
rs2235046 i rs2235033, rs2235046 i rs1128503, rs2235046 i rs10276036, rs2235013 i rs2235035,
rs2235013 i rs2235033, rs2235013 i rs1128503, rs2235013 i rs10276036, rs2235013 i rs1922240,
rs2235013 i rs2235033, rs2235035 i rs1128503, rs2235035 i rs10276036, rs2235035 i rs1922240,
rs2235033 i rs1128503, rs2235033 i rs10276036, rs1128503 i rs10276036 (D’>0,90, r>>0,70).
Stabsze sprzgzenia odnotowano dla nastgpujacych par polimorfizméow: rs2235033 i rs1922240,
rs2235046 i rs2235035, rs2235046 i rs1922240, rs1128503 i rs1922240, rs10276036 i rs1922240
(D’>0,80, r’=0,45-0,58), (Tabela 66). W pozostatych przypadkach zestawoéw markeréw wykazano
stosunkowo niskie wartosci D’ oraz r?, w wyniku czego pojawienie si¢ sprzezenia migdzy nimi
jest mato prawdopodobne. Sita nieréwnowagi sprzezen jedenastu polimorfizméw SNP pozwolita

na wygenerowanie trzech blokow haplotypoéw (Ryc. 25).

96



V. WYNIKI

Tabela 65.

Tabela 66.

Analiza asocjacji badanych polimorfizmow genu ABCB1 w grupie pacjentow z IZN i grupie

kontrolnej.
Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel 1ZN/grupa kontrolna X P

rs17064 A 0,951/0,933 0,247 0,619
rs2235048 C 0,577/0,533 0,334 0,563
rs2235047 G 0,028 / 0,000 1,724 0,189
rs1045642 T 0,577/0,533 0,334 0,563
rs61040122 Cc 0,986 /0,983 0,019 0,890
rs2032583 T 0,937/0,883 1,642 0,200
rs9282563 T 0,021 /0,000 1,287 0,257
rs2235040 G 0,937/0,883 1,642 0,200
rs1922242 T 0,528 /0,483 0,339 0,560
rs2235046 A 0,437/0,367 0,85 0,357
rs191864178 A 0,035 /0,000 2,166 0,141
rs28381916 A 0,021 /0,000 1,287 0,257
rs2235013 G 0,479/0,417 0,657 0,418
rs2235035 Cc 0,613/0,567 0,372 0,542
rs2235033 T 0,521/0,433 1,301 0,254
rs2032588 T 0,035/0,033 0,004 0,947
rs1128503 T 0,458 /0,367 1,427 0,232
rs2229109 G 0,993/0,933 6,212 0,013
rs10276036 G 0,458/0,383 0,95 0,330
rs1922240 A 0,613/0,550 0,687 0,407
rs2235023 G 0,972 /0,967 0,039 0,843
rs2235015 G 0,866 / 0,800 1,423 0,233
rs2235074 T 0,056 /0,017 1,559 0,212
rs9282564 A 0,859 /0,850 0,029 0,865
rs2214102 G 0,944 /0,883 2,233 0,135

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, 1ZN - idiopatyczny zesp6t nerczycowy,
% — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

Polimorfizmy SNP genu ABCB1 wykazujace najsilniejsze sprzezenie w badanej grupie pacjentow

z IZN i grupie kontrolnej.

Pollrsnﬁglzm D" 2 95% ClI Odvlve%lzosc
rs2235048_rs1045642 1,00 1,00 0,97-1,0 134
rs2032583_rs2235040 1,00 1,00 0,9-1,0 5189
rs2235046_rs2235013 0,93 0,72 0,84-0,98 4560
rs2235046_rs2235035 1,00 0,48 0,9-1,0 5020
rs2235046_rs2235033 1,00 0,73 0,93-1,0 5077
rs2235046_rs1128503 0,98 0,90 0,91-1,0 5535
rs2235046_rs10276036 1,00 0,92 0,95-1,0 6132
rs2235046_rs1922240 0,97 0,45 0,84-1,0 288
rs2235013_rs2235035 1,00 0,57 0,91-1,0 460
rs2235013_rs2235033 0,98 0,83 0,9-1,0 517
rs2235013_rs1128503 0,91 0,73 0,82-0,96 975
rs2235013_rs10276036 0,91 0,75 0,82-0,96 1572
rs2235013_rs1922240 1,00 0,58 0,91-1,0 4728
rs2235035_rs2235033 0,89 0,52 0,76-0,95 57
rs2235035_rs1128503 1,00 0,51 0,9-1,0 515
rs2235035_rs10276036 1,00 0,52 0,9-1,0 1112
rs2235035_rs1922240 1,00 0,98 0,95-1,0 4268
rs2235033_rs1128503 1,00 0,77 0,93-1,0 458
rs2235033_rs10276036 1,00 0,79 0,93-1,0 1055
rs2235033_rs1922240 0,86 0,49 0,73-0,93 4211
rs1128503_rs10276036 1,00 0,98 0,96-1,0 597
rs1128503_rs1922240 0,97 0,48 0,85-1,0 3753
rs10276036_rs1922240 0,97 0,49 0,85-1,0 3156

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a, r* — kwadrat
wspotczynnika korelacji nierownowagi sprzezen, 95% CI — 95% przedziat ufnosci, pz — pary

zasad
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Rycina 25. Schemat graficzny nierdéwnowagi sprze¢zen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP genu ABCB1 w badanych grupach pacjentow z IZN i grupie
kontrolnej wyrazonej wartoscia wspotczynnika korelacji r> w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r° wyrazonej w procentach: biaty — r°=0%,

szary — 0%<r’<100%, czarny — r* = 100%).



WYNIKI

Najczesciej wystepujacym haplotypem okazal si¢ haplotyp z bloku drugiego, utworzony
z allelu T polimorfizmu rs2032583 oraz allelu G polimorfizmu rs2235040 (czgstos¢ haplotypu
TG=0,921). Natomiast najrzadziej wystepowat haplotyp z bloku trzeciego z czg¢stoscia wynoszaca
zaledwie 0,01. Byt to haplotyp AACTTGA utworzony z allelu A polimorfizmu rs2235046, allelu
A polimorfizmu rs2235013, allelu C polimorfizmu rs2235035, allelu T polimorfizmu rs2235033,
allelu T polimorfizmu rs1128503, allelu G polimorfizmu rs10276036 oraz allelu A polimorfizmu
rs1922240 (Tabela 67).

Tabela 67. Charakterystyka wygenerowanych haplotypow genu ABCB1 w grupie pacjentow z IZN i grupie

kontrolnej.
Haplotyp Czestosé Stosunek czestosci 7 D
haplotypu 1ZN/grupa kontrolna

Blok 1
CT 0,564 0,577/0,533 0,334 0,563
TC 0,436 0,423 /0,467 0,334 0,563

Blok 2
TG 0,921 0,937/0,883 1,642 0,200
CA 0,079 0,063/0,117 1,642 0,200

Blok 3
AGCTTGA 0,396 0,422/0,333 1,388 0,239
GATCCAG 0,381 0,359/0,433 0,981 0,322
GACCCAA 0,119 0,113/0,133 0,171 0,679
GGCTCAA 0,039 0,035/ 0,050 0,239 0,625
GATTCAG 0,020 0,028 /0,000 1,697 0,193
GGCTTGA 0,015 0,015/0,017 0,011 0,915
AACTTGA 0,010 0,015/0,000 0,875 0,350

IZN —_pacj_enci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, x° — rozklad chi kwadrat,
p — poziom istotnosci
Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w rozkladzie czestosci wygenerowanych
haplotypow w pordwnaniu grupy pacjentow z IZN z grupa kontrolng (p>0,05), (Tabela 67).
W przypadku polimorfizmu rs2229109, dokonano korekty poziomu istotnosci p
za pomocg testu permutacji. Korekta nie potwierdzita zwigzku allelu G tego polimorfizmu z IZN
w poréwnaniu z grupg kontrolng (p=0,318, °=6,212).

6.2.3. Analiza nierownowagi sprzezen triallelicznego polimorfizmu genu ABCB1

W przypadku polimorfizmu triallelicznego zlokalizowanego w genie ABCB1 — rs2032582
(T>A/G), w celu oszacowania czgstosci haplotypéw w badanych grupach, zastosowano program
EH. W oparciu o literatur¢ wytypowano dwa polimorfizmy: rs2235033 (T>C) i rs1045642
(C>T/A), ktére poddano analizie sprawdzenia stopnia ich sprzezenia z polimorfizmem rs2032582.
Program wygenerowat 12 haplotypoéw, sposrod ktorych haplotyp TTT oraz CCG wystepowaly
najczesciej w badanych grupach (Tabele 68 i 69). Na podstawie pozyskanych wynikow,
zaobserwowano istotne statystycznie czgstsze wystepowanie haplotypu TTA w grupie pacjentéw
z SOZN w porownaniu z SWZN (p=0,003). W pozostatych przypadkach nie zaobserwowano
istotnych statystycznie roéznic w czesto$ciach wystepowania haplotypow w zadnej z badanych

grup (p>0,05). Wygenerowane haplotypy i ich czestosci dla kazdej z badanych grup
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z uwzglednieniem testowanych hipotez oraz wartosci logarytmu naturalnego i y® Stanowi
zatacznik 331 34.

Tabela 68. Rozktad liczby i czgstoéci wygenerowanych haplotypow polimorfizméow: 1s2032582, rs2235033,
rs1045642 genu ABCB1 w grupie pacjentow z SOZN oraz SWZN.
SOZN SWZN
p*
Haplotypy Czestosé Liczba Czestosé Liczba
CCG 0,263 32 0,359 35 0,106
CCA 0,000 0 0,031 S 0,083
CCT 0,017 2 0,000 0 0,505
CTG 0,123 15 0,172 17 0,336
CTA 0,012 2 0,000 0 0,505
CTT 0,000 0 0,000 0 =
TCG 0,052 6 0,109 10 0,189
TCA 0,000 0 0,000 0 -
TCT 0,011 1 0,000 0 >0,999
TTG 0,087 11 0,000 0 0,003
TTA 0,000 0 0,000 0 -
TTT 0,436 54 0,328 31 0,094
SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespolem nerczycowym, SWZN — pacjenci
ze steroidowrazliwym zespolem nerczycowym, * - test dwustronny Fishera,
obliczenia w odniesieniu do pozostatych haplotypow
Tabela 69. Rozklad liczby i czgstosci wygenerowanych haplotypow polimorfizmow: 1s2032582, rs2235033,

rs1045642 genu ABCB1 w grupie pacjentéow z IZN oraz grupie kontrolne;j.

1ZN Grupa kontrolna
p*
Haplotypy Czestosé Liczba Czestosé Liczba
CCG 0,314 67 0,335 29 0,786
CCA 0,014 3 0,017 2 0,630
CCT 0,009 2 0,000 0 >0,999
CTG 0,135 29 0,196 17 0,218
CTA 0,007 1 0,000 0 >0,999
CTT 0,000 0 0,020 2 0,083
TCG 0,079 17 0,107 9 0,504
TCA 0,000 0 0,000 0 -
TCT 0,006 1 0,024 2 0,203
TTG 0,036 8 0,000 0 0,110
TTA 0,000 0 0,000 0 -
TTT 0,400 85 0,300 26 0,115

IZN — idiopatyczny zespot nerczycowy, * - test dwustronny Fishera, obliczenia
w odniesieniu do pozostatych haplotypow

6.3. Analiza nier6wnowagi sprzezen polimorfizmow genu HSP90AAL

6.3.1. Analiza nieréwnowagi sprzezen polimorfizméw genu HSP90AALl dla grupy

pacjentow z SOZN i SWZN

Wszystkie polimorfizmy genu HSP90AAL1 (7 SNP) poddane analizie LD zachowywaty

zgodno$¢ z prawem HWE (p>0,05). Charakterystyka polimorfizméw, z uwglednieniem ich
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pozycji chromosomowej, testu na zgodnos¢ z prawem HWE, alleli wchodzace w ich sktad oraz

czestosci alleli rzadszych w badanych grupach, zostata przedstawiona w tabeli 70.

Tabela 70.  Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu HSP90AAL w grupach pacjentow z SOZN
i SWZN.
Polimorfizm Pozycja HWE MAE Allele
SNP chromosomowa

rs2298877 102548224 1,00 0,120 GA
rs6575895 102548384 1,00 0,113 A:G
rs34644998 102548703 1,00 0,000 AA
rs7155973 102549839 1,00 0,056 CT
rs3742429 102550569 1,00 0,141 T.C

rs4947 102550803 1,00 0,148 T:C

rs4586364 102551788 0,98 0,099 T.C

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego

W analizie asocjacji poszczegdlnych polimorfizméw nie zaobserwowano istotnych
statystycznie zwigzkéw sprzezonych alleli z grupa pacjentow z SOZN w poréwnaniu z grupa
pacjentow z SWZN (p>0,05). Sposrdd analizowanych SNP, jeden (rs34644998) nie wykazat

zréznicowania, w zwigzku z czym zostal wyeliminowany z dalszych analiz (Tabela 71).

Analiza asocjacji badanych polimorfizmow genu HSP90AAL w grupach SOZN i SWZN.

Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel SOZN/SWZN X P
rs2298877 A 0,134 /0,100 0,383 0,536
rs6575895 G 0,134/0,083 0,895 0,344
rs7155973 T 0,073/0,033 1,034 0,309
rs3742429 C 0,171/0,100 1,432 0,231
rs4947 C 0,183/0,100 1,891 0,169
rs4586364 C 0,122 /0,067 1,192 0,275
SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, SOZN - pacjenci
ze steroidoopornym zespolem nerczycowym, SWZN —  pacjenci

ze steroidowrazliwym zespolem nerczycowym, y° — rozkfad chi kwadrat,
p — poziom istotnos$ci

W analizie LD stosunkowo silne sprzezenia odnotowano migdzy trzema polimorfizmami
sposrod szesciu: 1s2298877 1 rs3742429 (D’=0,93; r2=0,72), rs2298877 i rs4947 (D’=1,00;
r’=0,78) oraz rs3742429 i rs4947 (D’=0,94; r>=0,84), (Tabela 72). Sprzezenia te nie byty na tyle
silne, aby utworzy¢ bloki haplotypowe (Ryc. 26.). W pozostatych przypadkach zestawow
markerdw, wykazano stosunkowo niskie wartoéci D’oraz r’, w wyniku czego pojawienie si¢
sprzezenia migdzy nimi jest mato prawdopodobne (D’<1, r?<0,47).

Tabela 72.  Polimorfizmy SNP genu HSP90AA1 wykazujace najsilniejsze sprzezenie w badanej grupie

pacjentow z SOZN i SWZN.

Polimorfizm D' r? 95% Cl Odleglos¢
w pz
rs2298877_rs3742429 0,93 0,72 0,75-0,99 2345
rs2298877_rs4947 1,00 0,78 0,84-1,0 2579
rs2298877_rs4586364 0,83 0,56 0,61-0,94 3564
rs3742429_rs4947 0,94 0,84 0,8-0,99 234
SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a,

r? — kwadrat wspolczynnika korelacji nierownowagi sprzezen, 95% CI — 95%
przedziat ufnosci, pz — pary zasad

101



WYNIKI

o
A
rs3irv42429
h’“"‘-ﬁ._

rs2298877
rsfsvagg9s -
rs7155973
rs4947
rs4586364

SR
%

Rycina 26. Schemat graficzny nierownowagi sprzezen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu HSP90AAL w badanych grupach pacjentow z SOZN i SWZN wyrazonej wartoscig wspotczynnika korelacji
r* w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci > wyrazonej w procentach: bialy — r?=0%,
szary — 0%<r’<100%, czarny — r*= 100%).

6.3.2. Analiza nierownowagi sprzezen polimorfizméw genu HSP90AAL dla grupy

pacjentow z IZN oraz grupy kontrolnej

Wszystkie zaobserwowane polimorfizmy (7SNP) zachowywaty zgodnos¢ z prawem HWE.
Szczagdlowa charakterystyke polimorfizméw, zawierajaca lokalizacje na chromosomie, test
zgodnosci z prawem HWE, czestosc allelu rzadszego w badanych grupach oraz allele je tworzace,
przedstawia tabela 73.

Tabela 73.  Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu HSP90AA1 w grupie pacjentow z IZN
i grupie kontrolnej.

Pon?ﬁglzm chrol:;cw)cz))s/gjn&ﬁlowa HWE MAF Allele
rs2298877 102548224 0,84 0,153 GA
rs6575895 102548384 1,00 0,119 AG
rs34644998 102548703 1,00 0,005 A:C
rs7155973 102549839 1,00 0,074 CT
rs3742429 102550569 0,79 0,173 T.C

rs4947 102550803 0,70 0,178 T.C
rs4586364 102551788 1,00 0,104 T:.C

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE - prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czgstos¢ allelu rzadszego
W analizie asocjacji poszczegdlnych polimorfizméw zaobserwowano istotny statystycznie
zwigzek allelu G dla polimorfizmu rs2298877 (p=0,041) w poréwnaniu grupy pacjentow z [ZN
z grupg kontrolng. Zaobserwowano rowniez trend w Kierunku asocjacji allelu T polimorfizmu
rs3742429 oraz allelu T polimorfizmu rs4947 z IZN w poréwnaniu z grupg kontrolng (p=0,061
i p=0,083 odpowiednio). W pozostatych przypadkach nie zaobserwowano istotnych statystycznie
asocjacji sprzezonych alleli w porownywanych grupach (p>0,05), (Tabela 74).
W analizie LD silne sprzgzenie zaobserwowano pomiedzy pigcioma sposrdd siedmiu
polimorfizméw: rs2298877 z rs3742429 (D’=0,93, 1>=0,72), rs2298877 z rs4947 (D’=1,00,
r’=0,78), 1s6575895 z 137155973 (D’=1, 1°=0,60) oraz rs3742429 z rs4947 (D’=0,97; 1>=0,90),
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(Tabela 75). Sprzg¢zenia te wykazywaly wystarczajaca site do wygenerowania dwoch blokow
haplotypowych (Ryc. 27.). W pozostatych przypadkach, z powodu stosunkowo niskich wartos$¢

D’ oraz wspotezynnika korelacji 1%, zaistnienie sprzezenia miedzy nimi jest mato prawdopodobne.

Tabela 74.  Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu HSP90AAL w grupie pacjentow z IZN i grupie

kontrolnej.
Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel 1ZN/Grupa kontrolna x P

rs2298877 G 0,880/0,767 4,191 0,041
rs6575895 A 0,887/0,867 0,172 0,678
rs34644998 A 1,000/0,983 2,378 0,123
rs7155973 Cc 0,944 /0,883 2,233 0,135
rs3742429 T 0,859 /0,750 3,508 0,061
rs4947 T 0,852/0,750 3,003 0,083
rs4586364 T 0,901/0,883 0,148 0,701

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, IZN - idiopatyczny zespot
nerczycowy, y° — rozklad chi kwadrat, p — poziom istotnosci (kolor czerwony — wynik
istotny statystycznie, kolor zielony — wynik bliski istotno$ci statystycznej)

Tabela 75.  Polimorfizmy SNP genu HSP90AAL wykazujace najsilniejsze sprzezenie
w badanej grupie pacjentdow z IZN i grupie kontrolnej.

Pollrsnﬁ;flzm D’ 2 95% ClI Odvlve%lzosc
rs2298877_rs3742429 0,88 0,67 0,74-0,95 2345
rs2298877_rs4947 0,92 0,71 0,79-0,98 2579
rs6575895_rs7155973 1,00 0,60 0,81-1,0 1455
rs3742429 rs4947 0,97 0,90 0,87-1,0 234

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a, r° — kwadrat
wspotczynnika korelacji nierownowagi sprzgzen, 95% CI — 95% przedziat ufnosci, pz — pary
zasad
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Rycina 27. Schemat graficzny nierownowagi sprze¢zen (LD) pomigdzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu HSP90AA1 w badanych grupach pacjentow z IZN i grupie kontrolnej wyrazonej wartoscia
wspotezynnika korelacji 1* w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r? wyrazonej
w procentach: biaty — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r*= 100%).

Sposrdd haplotypdéw utworzonych blokéw, najczesciej wystgpowat haplotyp AC bloku 1,
ktory sktadat si¢ z allelu A polimorfizmu rs6575895 oraz allelu C polimorfizmu rs7155973

(czestos¢ AC wynosita 0,8810). Haplotyp GC réwniez z bloku 1, utworzony przez allel G
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polimorfizmu rs6575895 oraz allel C polimorfizmu rs7155973, okazal si¢ najrzadszym
z czestoscig wystgpowania 0,045. Analiza danych wykazata istotng statystycznie réznice
w rozkladzie czgstosci haplotypu CC z bloku 2 miedzy cata grupa pacjentow z IZN a grupa
kontrolng (p=0,044) — haplotyp CC czgsciej wystepowal w grupie kontrolnej (Tabela 76).

Tabela 76.  Charakterystyka wygenerowanych haplotypéw genu HSP90AAL w grupie pacjentow
z IZN i grupie kontrolnej.

Haplotyp Czestosé Stosunek czestosci 2 D
haplotypu 1ZN/grupa kontrolna

Blok 1
AC 0,881 0,887 /0,867 0,172 0,678
GT 0,074 0,056/0,117 2,233 0,135
GC 0,045 0,056 /0,017 1,559 0,212

Blok 2
TT 0,817 0,845/0,750 2,549 0,110
CcC 0,168 0,134 /0,250 4,067 0,044

IZN — .pacj.enci z idiopatycznym zespotem nerczycowym, x~ — rozktad chi kwadrat,
p — poziom istotnosci
Z powodu przeprowadzanych testow wielokrotnych, w przypadku danych wykazujacych
zardwno istotnos$¢ statystyczna, jak 1 wynik bliski istotno$ci statystycznej, dokonano korekty
poziomu istotno$ci p za pomocg testu permutacji. Korekta nie potwierdzila zwiagzku
polimorfizmow rs2298877, rs3742429, rs4947 oraz haplotypu bloku 2: CC z [ZN w poréwnaniu
z grupg kontrolng (p>0,05), (Tabela 77).

Tabela 77.  Test permutacji dla polimorfizméw: rs2298877, rs3742429, rs4947 oraz haplotypu bloku 2: CC
genu HSP90AAL badanych w grupie z IZN i grupie kontrolnej.

Polimorfizm SNP/ 2
haplotyp x p
rs2298877 4,191 0,153
rs3742429 3,508 0,248
rs4947 3,003 0,339
Blok 2: CC 4,067 0,169
SNP - polimorfizm  pojedynczego  nukleotydu,

IZN — idiopatyczny zesp6t nerczycowy, 3> — rozklad chi
kwadrat, p — poziom istotno$ci

6.4. Analiza nier6wnowagi sprzezen polimorfizmow genu MIF

6.4.1. Analiza nierownowagi sprzezen polimorfizméw genu MIF dla grupy pacjentéw
z SOZN i SWZN
Polimorfizmy zidentyfikowane w trakcie sekwencjonowania genu MIF (7SNP),
analizowano pod katem sprzezenia. Wygenerowano charakterystyke SNP, na podstawie ktorej
uzyskano informacje o ich lokalizacji chromosomowej, allelach wchodzacych w ich sktad,
czestosciach alleli rzadkich, jak rowniez testu zgodnosci z prawem HWE (p>0,05), (Tabela 78).
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Tabela 78.  Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu MIF w grupach pacjentow z SOZN

i SWZN.

PO“gﬁglzm chroicﬁ)(z)zgjnilowa HWE MAF Allele
rs755622 24236392 0,98 0,23 G:C

rs112568463 24236588 1,00 0,02 AT
rs2096525 24236819 0,52 0,20 T.C
rs2070766 24237221 0,98 0,23 C.G
rs2070767 24237463 0,90 0,23 CT
rs2000466 24237862 0,86 0,22 TG

rs34383331 24238079 0,98 0,23 T:A

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE — prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czestos¢ allelu rzadszego

W analizie asocjacji poszczegdlnych polimorfizméw zaobserwowano istotne statystycznie
czgstsze wystepowanie allelu A polimorfizmu rs112568463 oraz czestsze wystepowanie allelu T
polimorfizmu rs2000466 w grupie SOZN w poréwnaniu z grupa SWZN (p=0,041 i p=0,044
odpowiednio). Zaobserwowano rowniez trend w kierunku asocjacji allelu T polimorfizmu
rs34383331 z grupa SOZN w porownaniu z grupg SWZN (p=0,069). W pozostatych przypadkach
analizowanych polimorfizméw genu MIF, program nie wykazal istotnie statystycznych roznic
w czestosciach wystepowania sprz¢zonego allelu migdzy grupami SOZN i SWZN (p>0,05),
(Tabela 79).

Tabela 79.  Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu MIF w grupach SOZN i SWZN.

Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel SOZN/SWZN X P
rs755622 G 0,817/ 0,717 2,001 0,157
rs112568463 A 1,000/ 0,950 4,188 0,041
rs2096525 T 0,829/ 0,767 0,858 0,354
rs2070766 C 0,817/ 0,717 2,001 0,157
rs2070767 T 0,268/ 0,183 1,402 0,236
rs2000466 T 0,841/ 0,700 4,063 0,044
rs34383331 T 0,829/ 0,700 3,317 0,069
SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, SOZN — pacjenci ze steroidoopornym
zespotem nerczycowym, SWZN — pacjenci ze steroidowrazliwym zespotem

nerczycowym, y° — rozklad chi kwadrat, p — poziom istotnosci (kolor czerwony —
wynik istotny statystycznie, kolor zielony — wynik bliski istotnosci statystycznej)

Na podstawie analizy LD cztery sposrod siedmiu polimorfizméw wskazujg na silne
powiazania. Sa to polimorfizmy: rs2096525 i rs2070766 (D’=1,00; r*=0,84) oraz rs2000466
i 134383331 (D’=1,00; 1*=0,96), (Tabela 80). Sprzezenia byty na tyle silne, ze markery te zostaty
potaczone w bloki (Ryc. 28.). Stosunkowo silne korelacje wykazano takze pomigdzy
polimorfizmami: rs755622 i rs2000466 (D’=0,96; r°=0,88) oraz rs755622 i rs343833319
(D’=0,96; 1°=0,92), jednakze markery te nie zostaly polaczone w bloki. W pozostatych
przypadkach, z powodu stosunkowo niskich wartosci D’<1 oraz 0<r’<0,23 sugeruje sie, ze

sprzezenie migdzy nimi jest mato prawdopodobne.
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Tabela 80. Polimorfizmy SNP genu MIF wykazujace najsilniejsze sprze¢zenie w badanej grupie pacjentow

z SOZN i SWZN
Pollg}g;ﬁzm D' 2 95% ClI Odvlverg)lzoéc'
rs755622_rs2000466 0,96 0,88 0,85-0,99 1470
rs755622_rs34383331 0,96 0,92 0,86-0,99 1687
rs2096525_rs2070766 1,00 0,84 0,89-1,00 402
rs2000466_rs34383331 1,00 0,96 0,92-1,00 217

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a, r* — kwadrat

wspotczynnika korelacji nierownowagi sprzezen, 95% CI — 95% przedziat ufnosci, pz —

pary zasad

Najwyzczg czestos¢ (0,775) wystgpowania wykazaty dwa haplotypy. Byt to haplotyp TC

z bloku 1 utworzony z allelu T polimorfizmu rs2096525 i allelu C polimorfizmu rs2070766 oraz
haplotyp TT z bloku 2 utworzony z allelu T polimorfizmu rs2000466 i allelu T polimorfizmu
Rs34383331. Natomiast najrzadziej wystgpowat haplotyp TG utworzony z allelu T polimorfizmu
rs2096525 oraz allelu G polimorfizmu rs2070766 z bloku 1 z czgstoscig 0,028 (Tabela 81).
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Rycina 28. Schemat graficzny nierownowagi sprzezen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu MIF w badanych grupach pacjentow z SOZN oraz SWZN wyrazonej wartoscig
wspolczynnika korelacji r° w procentach (kolor rombu odpowiada wartoéci r° wyrazone;
w procentach: bialy — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r*= 100%).

Tabela 81. Charakterystyka wygenerowanych haplotypow genu MIF w grupie pacjentow z SOZN i SWZN

Haplotyp Czestos¢ haplotypu St(;scl;;f\lljsc\zlssztoNscl xz p
Blok 1
TC 0,775 0,817/ 0,717 2,001 0,157
CG 0,197 0,171/0,233 0,858 0,354
TG 0,028 0,012/ 0,050 1,809 0,179
Blok 2
TT 0,775 0,829/ 0,700 3,317 0,069
GA 0,218 0,159/ 0,300 4,063 0,044
SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespolem nerczycowym, SWZN — pacjenci

ze steroidowrazliwym zespolem nerczycowym, %% — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

Na podstawie pozyskanych wynikéw wykazano, ze haplotyp GA z bloku 2 wystgpowat
istotnie stastystycznie czesciej w grupie SWZN (p=0,044). Zaobserwowano roéwniez trend
w kierunku asocjacji haplotypu TT z bloku 2 z grupa SOZN (p=0,0690). W pozostatych
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przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie roéznic w czestosciach wystgpowania
wygenerowanych haplotypow dla grup SOZN vs SWZN (p>0,05), (Tabela 84).

Z powodu przeprowadzanych testow wielokrotnych, dokonano korekty wartosci poziomu
istotnosci, zarowno dla pojedynczych markerow SNP, jak i dla haplotypow bloku 2. Analiza
permutacji 10 000 nie potwierdzita sity asocjacji sprzezonych alleli polimorfizméow rs112568463,
rs2000466 oraz rs34383331, jak i haplotypoéw bloku 2: GA i TT (Tabela 82).

Tabela 82. Test permutacji dla polimorfizméw: rs112568463, rs2000466 oraz rs34383331 oraz haplotypéw
bloku 2: GA'i TT genu MIF badanych w grupie pacjentow z SOZN oraz SWZN.
Polimorfizm SNP / 2
haplotyp X P
rs112568463 4,188 0,225
rs2000466 4,063 0,248
Blok 2: GA 4,063 0,248
rs34383331 3,317 0,334
Blok2: TT 3,317 0,334
SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu,
IZN - idiopatyczny zespdt nerczycowy,

+% — rozktad chi kwadrat, p — poziom istotnosci

6.4.2. Analiza nierownowagi sprzezen polimorfizmoéw genu MIF dla grupy pacjentow
z 1ZN oraz grupy kontrolnej

Wszystkie zaobserwowane polimorfizmy (7SNP) zachowywaty zgodnos$¢ z prawem HWE
(p>0,05). Charakterystyka polimorfizméw zostata przedstawiona w tabeli 83.

Tabela 83.  Charakterystyka analizowanych polimorfizméw genu MIF w grupie pacjentow z IZN i grupie
kontrolnej.

Polimorfizm Pozycj
° SISIP chrorr?oggjrﬁowa HWE MAF Allele
rs755622 24236392 1,00 0,23 G:C

rs112568463 24236588 1,00 0,03 AT
rs2096525 24236819 1,00 0,23 T:C
rs2070766 24237221 1,00 0,24 C:G
rs2070767 24237463 1,00 0,23 C:T
rs2000466 24237862 1,00 0,22 T:G
rs34383331 24238079 1,00 0,23 TA

SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu, HWE — prawo Hardy’ego
Weinberga, MAF — czesto$¢ allelu rzadszego

W analizie asocjacji poszczegélnych polimorfizméw nie zaobserwowano istotnych
statystycznie réznic w czgstosciach wystepowania alleli w poréwnaniu grupy z IZN z grupa
kontrolng (p>0,05), (Tabela 84).

Tabela 84.  Analiza asocjacji badanych polimorfizméw genu MIF w grupie pacjentow z IZN i grupie
kontrolnej.
Polimorfizm Sprzezony Stosunek czestosci 2
SNP allel 1ZN/grupa kontrolna X P

rs755622 G 0,775/0,750 0,144 0,705

rs112568463 A 0,979/0,950 1,220 0,269
rs2096525 T 0,782 /0,750 0,241 0,624
rs2070766 C 0,775/0,733 0,397 0,528
rs2070767 C 0,768 /0,767 0,000 0,989
rs2000466 T 0,782/0,767 0,055 0,815
rs34383331 T 0,775/0,767 0,015 0,902
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Na podstawie analizy LD cztery sposrod siedmiu polimorfizméw wskazuja na silne
powiazanie. Sa to polimorfizmy: rs2096525 i rs2070766 (D’=1,00; r?=0,95) oraz rs2000466
i rs34383331 (D’=1,00; r>=0,97), (Tabela 88). Sprzezenia byly na tyle silne, ze markery te zostaty
potaczone w bloki (Ryc. 29). Stosunkowo silne Kkorelacje wykazano takze pomiedzy
polimorfizmami: rs755622 i rs2000466 oraz rs755622 i rs343833319 (Tabela 85), jednakze
markery te nie zostaly polaczone w bloki. W pozostalych przypadkach, z powodu stosunkowo
niskich warto§ci D’<l oraz 0<r’<0,39 sugeruje si¢, ze sprzezenie miedzy nimi jest mato
prawdopodobne.

Tabela 85.  Polimorfizmy SNP genu MIF wykazujace najsilniejsze sprz¢zenie w badanej grupie pacjentow
z IZN i grupie kontrolnej.

Polimorfizm SNP D' r’ 95% ClI Odleglosé
w pz
rs755622_rs2000466 0,97 0,89 0,89-1,00 1470
rs755622_rs34383331 0,97 0,92 0,9-1,00 1687
rs2096525_rs2070766 1,00 0,95 0,93-1,00 402
rs2000466_rs34383331 1,00 0,97 0,94-1,00 217

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu, D’ — wskaznik Lewontine’a, r° — kwadrat
wspolczynnika korelacji nieréwnowagi sprzezen, 95% CI — 95% przedzial ufnosci, pz — pary
zasad
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Rycina 29. Schemat graficzny nierownowagi sprz¢zen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP
genu MIF w badanych grupach pacjentow z IZN oraz grupie kontrolnej, wyrazonej wartoscia
wspotezynnika korelacji 1° w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r? wyrazonej
w procentach: biaty — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r* = 100%).

Najczescie] wystgpowat haplotyp TT z bloku 2 utworzony z allelu T polimorfizmu
rs2000466 i allelu T polimorfizmu s343833319 z czestoscia 0,772. Natomiast najrzadziej
wystepowat haplotyp GA z bloku 2 sktadajacy si¢ z allelu G polimorfizmu rs2000466 oraz allelu
A polimorfizmu 134383331 z czestoscig 0,223. Na podstawie pozyskanych wynikow
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czgsto$ciach wystepowania wygenerowanych

haplotypow w porownaniu catej grupy pacjentow z IZN z grupa kontrolna (p>0,05), (Tabela 86).
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Tabela 86.

Charakterystyka wygenerowanych haplotypow genu MIF w grupie pacjentow z IZN i grupie

kontrolnej.
I I
Blok 1
TC 0,762 0,775/0,733 0,397 0,528
CG 0,228 0,218/0,250 0,241 0,624
Blok 2
TT 0,772 0,775/0,767 0,015 0,902
GA 0,223 0,218/0,233 0,055 0,815
SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN - pacjenci

ze steroidowrazliwym zespolem nerczycowym, y° — rozklad chi kwadrat, p — poziom

istotnosci

6.4.3. Analiza nierownowagi sprzezen polimorfizmu kroétkich powtérzen tandemowych

genu MIF w obrebie badanych grup

Dokonano rowniez analizy LD dla polimorfizméw: -173G/C (rs755622) i -794 CATT
(rs5844572) zlokalizowanych w rejonie promotorowym. Haplotypy oraz ich czgstosci

wygenerowano za pomocg programu PHASE. We wszystkich rozpatrywanych grupach
najczesciej wystgpowat haplotyp CATT6 G (SOZN — 55,3%; SWZN — 49,1%, IZN — 52,5%);
grupa kontrolna — 51,2%). Natomiast najrzadziej wystepowatl haplotyp CATT7 G w grupach
SOZN, SWZN i IZN (0,1%, 0,3% i 0,03% odpowiednio) oraz haplotyp CATT5_C w grupie
kontrolnej (0,03%). Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w czestosciach wystepowania

wygenerowanych haplotypow w grupach: pacjenci z SOZN w poréwnaniu z pacjentami z SWZN

oraz cata grupa pacjentow z IZN w poroéwnaniu z grupa kontrolng (Tabela 87).

Tabela 87.

Rozktad liczby i czesto$ci wygenerowanych haplotypow polimorfizméw: rs755622 (-173G/C)
i rs5844572 (-794CATT) genu MIF w grupie pacjentdéw z SOZN i SWZW oraz calej grupie
pacjentéw z IZN i grupie kontrolne;j.

SOZN SWZN p*

Haplotyp  czesto$é Liczba | Haplotyp czestosé Liczba
CATTs G 0,263 (26,2%) 22 | CATT:. G 0,223 (22,2%) 14 0415
CATTs. C 0,006 (0,6%) CATT: C 0,010 (1,0%)
CATT._G 0,553 (55,3%) 45 | CATT, G 0,491 (49,1%) 29 | 0274
CATT:. C 0,057 (5,7%) 5 CATT,. C 0,093 (9,3%) 6 0,292
CATT, G 0,001 (0,1%) CATT; G 0,003 (0,3%)
CATT, C 0,121 (12,1%) 10 | CATT, C 0,180 (18,0%) 11 | 0217

1ZN Grupa kontrolna
Haplotyp  czesto$¢ Haplotyp czestosé
CATTs. G 0,249 (249%) | 36 | CATT: G 0,233 (23,3%) 14 | 0455
CATTs.C 0,004 (0,4%) CATTs_C 0,0003 (0,03%)
CATT. G 0,525 (52,5%) 74 | CATT. G 0,513 (51,2%) 31 | 0538
CATT,_C 0,073 (7,3%) 11 | CATT,.C 0,054 (5,4%) 3 0357
CATT,_G 0,0003 (0,03%) CATT; G 0,004 (0,4%)
CATT, C 0,148 (14,8%) 21 | CATT;.C 0,196 (19,6%) 12 | 0237

SOZN - pacjenci ze steroidoopornym zespotem nerczycowym, SWZN — pacjenci
ze steroidowrazliwym zespotem nerczycowym, I1ZN - pacjenci z idiopatycznym
zespoltem nerczycowym, p — poziom istotnosci; * - test dwustronny Fishera,
obliczenia w odniesieniu do pozostatych haplotypow
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6.5. Analiza nieré6wnowagi sprzezen polimorfizméw genow NR3C1l, ABCBI,
HSP90AALl, MIF dla grupy pacjentow z SOZN i SWZN oraz calej grupy
pacjentow z IZN i grupy kontrolnej

Analizie LD poddano roéwniez wszystkie polimorfizmy wytypowanych genéw w obrebie
badanych grup. Wygenerowane schematy dla wszystkich gendéw lgcznie, nie wskazuja
na nierOwnowagg sprzezen pomiedzy analizowanymi polimorfizmami zaréwno w grupach

pacjentow z SOZN i SWZN, jak i calej grupie badanej z IZN i grupie kontrolnej (Ryc. 30 i 31).
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Rycina 30.  Schemat graficzny nierownowagi sprzezen (LD) pomigdzy analizowanymi polimorfizmami SNP genéw: NR3C1, ABCB1, HSP90AAL i MIF w badanych
grupach pacjentow z SOZN oraz SWZN, wyrazonej wartoscia wspotczynnika korelacji r> w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci r’:
biaty — r?=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r’ = 100%).
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Rycina 31. Schemat graficzny nierownowagi sprz¢zen (LD) pomiedzy analizowanymi polimorfizmami SNP genow: NR3C1, ABCB1, HSP90AAL i MIF w badanych
grupach pacjentéw z IZN i grupie kontrolnej, wyrazonej wartoscia wspolczynnika korelacji r* w procentach (kolor rombu odpowiada wartosci
wyrazonej w procentach: bialy — r’=0%, szary — 0%<r’<100%, czarny — r*= 100%).
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OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Badania z zakresu biologii molekularnej wskazuja, ze zmiany w sekwencjach kluczowych
genow moga zwigksza¢ podatnos¢ na rozwoj wielu chordéb oraz prowadzi¢ do ujawnienia
zmienionego fenotypu. Dodatkowo zmienno$¢ osobnicza warunkuje indywidualng odpowiedz
pacjenta na konkretny lek, co jest ograniczeniem wielu terapii. Na to zr6znicowanie moga
wptywaé: podtoze choroby, czynniki §rodowiskowe i genetyczne czy reakcje nadwrazliwosci
organizmu. OdpowiedZ na pytanie, jak réznice genetyczne mi¢dzy osobnikami wptywaja na ich
roznorodng odpowiedz na leki, udziela farmakogenomika [92, 155]. Natomiast farmakokinetyka
ocenia skutecznosc¢ i toksycznos¢ lekow w zaleznosci od zmian w genach zaangazowanych w ich
transport i/lub metabolizm [15, 37]. Dazy si¢ wiec do zindywidualizowania terapii lekowej, ktorej
celem jest zminimalizowanie lub wyeliminowanie efektow ubocznych, a tym samym
zmaksymalizowanie korzysci terapeutycznych. Zalozono wigec, ze genetyczne warianty
w wytypowanych genach, mogg postuzy¢ jako markery odpowiedzi na steroidy w terapii IZN.

Glikokortykosteroidy (GKS) stanowig pierwsza linig leczenia IZN u dzieci. Jednak,
pomimo ze znaczaco redukuja $miertelno$¢, okoto 60-80% pacjentow odpowiadajacych
pozytywnie na terapi¢ cierpi z powodu nawrotéw biatkomoczu, SZZN, jak rowniez wtornego
SOZN [5]. Posrod badanej grupy 71 dzieci z terenu Wielkopolski z 1ZN u ponad potowy z nich
(41 pacjentow) ujawnit si¢ fenotyp steroidoopornosci. Wrazliwos¢ na steroidy jest bardzo czgsto
powigzana z MCNS w obrazie histologicznym bioptatu nerki oraz korzystnym dtugoterminowym
prognozowaniem [105, 175]. W przypadku steroidoopornosci najczesciej dotyczy ona FSGS
i niesie ze soba duze ryzyko progresji do ESRD [5, 105, 175]. Z tego powodu, steroidoopornos¢
jest najtrudniejszym problemem do przezwycigzenia w leczeniu ZN [5]. Wzor tych zaleznosci
podobnie przedstawiat si¢ w badanych grupach. Dla SOZN: FSGS stanowito 19,5% a MCNS
9,8%, podczas gdy dla grupy z SWZN: FSGS stanowito 3,3% a MCNS 23,3%.

W podtozu IZN na pierwszym miejscu wskazuje si¢ raczej na zaburzone mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej, anizeli na pierwotne defekty blony filtracyjnej. W duzej mierze
immunologiczne podtoze choroby zwigzane jest z nierownowaga pomigdzy podtypami
limfocytéw pomocniczych Th, mianowicie Thl a Th2, ze wskazaniem przewagi Th2 [35]. Bliski
zwigzek pomiedzy atopia a MCNS sugeruje rowniez udziat $ciezek immunologicznych.
Stymulanty, takie jak alergeny moga aktywowac powszechne mechanizmy immunologiczne, co
skutkuje biatkomoczem u dzieci z MCNS [81]. Stawiane przez klinicystow pytanie dotyczy
kwestii czy docelowym punktem terapii w ZN jest nadreaktywny uktad immunologiczny
czy moze defekt cytoszkieletu podocytow. Zaktadajac, ze problem zwigzany jest z zaburzeniami
ukfadu immunologicznego, gdzie glownymi czynnikami sprawczymi sa limfocyty T 1 B,
oczywista wydaje si¢ by¢ terapia immunosupresyjna [122]. Uszkodzenie podocytéw wynika z
dysfunkcji biatek spowodowanych gtéwnie mutacjami w kodujacych je genach: NPHS1, NPHS2,
WT1 oraz w mniejszym stopniu LAMB2 i PLCE1 [123, 205], a takze indukcja biatka CD80 na
podocytach na skutek infekcji, co prowadzi do zaburzen aktyny, a tym samym cytoszkieletu
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podocytow  [122]. Zrédta  steroidoopornosci, ktéra czesto towarzyszy — pacjentom
w trakcie leczenia steroidami, nalezy doszukiwaé si¢ w zmianach wzoru histopatologicznego
z MCNS do MN czy FSGS [149], mutacjach gendéw kodujacych biatka: nefryng, podocyne,
CD2AP, o aktyning 4, prowadzacych do uszkodzenia blony filtracyjnej oraz w roli czynnikow
modulujacych odpowiedz na farmakologiczng interwencjg, takich jak transport przez btony
z udziatem Pgp [82], poziom enzymoéow aktywujacych/deaktywujacych endogenne, jak i
egzogenne steroidy, a mianowicie 11p-dehydrogenaz hydroksysteroidowych typu I'i II (11B-HSD
I'i 1) [120] czy enzymow z grupy cytochroméw P-450 metabolizujacych leki [27]. Jaroniec i wsp.
[83] wskazali na obecnos¢ polimorfizméw w genie NPHS2 u dzieci z rejonu Wielkopolski
sugerujac, ze w przypadku grupy pacjentow z SOZN moga one wskazywa¢ na mozliwosc
modyfikacji leczenia immunosupresyjnego z wykorzystaniem innych niesteroidowych lekow.
Za gldwng sprawczg mutacje w genie NPHS2 uznaje si¢ R138Q (Argl138Gln). Szczegdlnie czesto
wystepuje ona w podgrupie dzieci z SOZN w krajach arabskich [180]. W badanej populacji dzieci
z IZN nie wykazano jej obecno$ci. Natomiast u 14 pacjentow ze steroidoopornym fenotypem
zidentyfikowano inne mutacje w genach: NPHS1, NPHS2 i WT1 oraz u jednego pacjenta
ze steroidowrazliwym fenotypem mutacj¢ w genie NHPSL1.

Przedmiotem niniejszych badan byto poszukiwanie genow kandydujgcych powigzanych
z odpowiedzig na leczenie steroidami, ktorych zmiany w sekwencjach moga by¢ przydatne
W roznicowaniu pacjentow z IZN i wyodrebnieniu wsrdéd nich chorych steroidoopornych (SO)
i steroidowrazliwych (SW) oraz wskazanie ich praktycznego zastosowania. Zwrdcono uwage na
kluczowe biatka zaangazowane w transport, metabolizm i $ciezki sygnalizacyjne GKS. W oparciu
0 dane literaturowe z zakresu zjawiska steroidoopornosci wytypowano cztery geny: NR3CL,
ABCB1, HSP90AAl i MIF, kodujace odpowiednio: receptor glikokortykosteroidowy (GR),
transporter btonowy Pgp, biatko szoku cieplnego Hsp90a oraz cytoking MIF. Przeprowadzono
analize molekularng przy wykorzystaniu metody sekwencjonowania, bioragc pod uwagg zarowno
odcinki kodujace jak i niekodujace genoéw (okoto 100-200 nukleotydowe rejony flankujace
eksondéw) oraz w jednym przypadku region promotorowy. W przypadku genu NR3C1, badaniu
poddano osiem eksonow, w wyniku czego zidentyfikowano dziewie¢ zmian typu SNP, w genie
ABCB1 — dwadziescia osiem eksondéw i dwadziescia sze$¢ SNP, w genie HSP90AAL — dziesigé
eksonéw 1 siedem SNP oraz w genie MIF — trzy eksony oraz region promotorowy, otrzymujac
siedem SNP i jeden STR. Identyfikowano réwniez nowe mutacje w obrebie tych genow.
Przeprowadzono analize asocjacyjng uzyskanych wariantow polimorficznych z odpowiedzig na
leczenie GKS, co miatoby uwidoczni¢ markery wrazliwosci na steroidy. Doszukiwano si¢
rowniez ich korelacji z podatnoscig zachorowania na IZN u nosicieli zidentyfikowanych
wariantow genetycznych. Dodatkowo sprawdzono w jakim stopniu zidentyfikowane zmiany sa ze
soba sprzezeone (analiza LD) oraz czy wygenerowane haplotypy byly zwigzane z ktoras z
badanych grup.
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Gen receptora glikokortykosteroidowego (NR3C1)

Gen NR3C1 jest przedmiotem zainteresowania wielu badaczy w aspekcie zjawiska
steroidoopornosci, a wynika to z faktu, ze kodowana przez niego izoforma receptora GRa jest
niezb¢dna, aby GKS mogly wywiera¢ swoje terapeutyczne efekty w genomowym mechanizmie
[156]. Pojawia si¢ pytanie czy steroidoopornos$¢ jest pierwotnym zjawiskiem wynikajacym
z nieprawidtowosci dziedziczonych w receptorze GRa czy moze zdolnos¢ przeciwzapalna GKS
jest po prostu maskowana przez nadmierng aktywno$¢ réznych wewnatrzkomorkowych
czynnikow transkrypcyjnych, ktore moga redukowa¢ powinowactwo receptora GRa do jego
wewnatrzkomorkowego ligandu. Rolg zmian w genie NR3C1, prowadzacych do zmniejszenia
wrazliwosci na GKS, a takze czgsciowo przyczyniajacych si¢ do wzmocnienia zapalenia
prowadzacego do zaostrzenia choroby, zaobserwowano w wielu autoimmunologicznych
schorzeniach, takich jak: astma [141], RZS [218] czy stwardnienie rozsiane [219]. Lokalizacja
GRa okazuje si¢ wazna dla oceny wrazliwosci na syntetyczne GKS w roznych chorobach
dotyczacych kigbuszkoéw. Yan i wsp. [203] wykazali, ze receptor GRa zlokalizowany jest
w podzbiorach prawidlowych komorek kigbuszka i1 najprawdopodobniej posrednicza one
we wplywaniu na syntetyczne GKS. Spekuluje si¢, ze endogenne i egzogenne GKS wiaza
cytoplazmatyczny GRo komorek klebuszka, co skutkuje formowaniem kompleksu hormon-
receptor, a jego translokacja jadrowa wplywa na genomowga i transkrypcyjng regulacje wybranych
genow. Jednakze docelowe komorki dla GKS w chorobach kigbuszkow, to nie tylko uszkodzone
komorki samych ktgbuszkow, ale i komorki pochodzace z krwi obwodowej, ktore zaangazowane
sa w proces ich uszkadzania [203].

Zwraca si¢ uwage na wiele czynnikow mogacych wptywaé na wiazanie GKS
z receptorem GRa, wsrod nich wymienia si¢: dostgpne kofaktory, interakcje z biatkami
inhibitorowymi, wczesne leczenie GKS, jak rowniez mechanizmy potranskrypcyjne [152].
W tej sytuacji gen NR3C1 wydat si¢ by¢ adekwatnym kandydatem dla genetycznych badan
asocjacyjnych. W analizowanej grupie dzieci z IZN, w genie tym zidentyfikowano dziewig¢
zmian typu SNP. Nalezaty one do juz wykrytych polimorfizmow, w zwiazku z czym znajdowaty
si¢ w bazie SNP NCBI. Polimorfizmy zlokalizowane byly w eksonach, intronach oraz
w odcinkach 3’UTR genu. Z praktycznego punktu widzenia, najbardziej istotne wydajg si¢ by¢
zmiany dotyczace odcinkow kodujacych, zwlaszcza je§li sa to zmiany typu zmiany sensu.
Moga one bowiem wyjasni¢, jak zamiana nukleotydu w sekwencji DNA wptywa na kodowany
przez dany kodon aminokwas, czy prowadzi do zmiany jego polarno$ci, charakteru z zasadowego
na kwasowy lub vice versa, a tym samym na catkowitg struktur¢ biatka. W przeprowadzonych
badaniach pig¢ polimorfizméw znajdowalo si¢ w odcinkach kodujacych genu NR3C1, z czego
dwa byly synonimiczne: rs6189 (E22E/Glu22Glu), rs6196 (N766N/Asn766Asn), a trzy
niesynonimiczne typu zmiany sensu i skutkowaly zmiang aminokwasu w biatku: rs6190
(R23K/Arg23Lys), rs72542742 (A229T/Ala229Thr), rs6195 (N363S/Asn363Ser). Zmiany
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te dotyczyly N-koncowej domeny (NTD) receptora GRo. W obrebie analizowanych grup
nie wykazano istotnych statystycznie réznic w czgsto$ciach genotypoéw oraz alleli, jednakze
ze wzgledu na funkcjonalno$¢ oraz szerokie zainteresowanie badaczy, wymagaja one glebszej
interpretacji. Polimorfizmy odcinkéw kodujacych, nawet jesli nie sa zwigzane z zamiang
aminokwasu, moga wpltywa¢ na ujawnienie si¢ konkretnego fenotypu poprzez strukturalne
zmiany mRNA czy tez inaktywacje gendéw, a takze indukcje maszynerii splicingowej, aby
zatrzyma¢ zmutowane eksony [205]. Modyfikacje w intronach, mimo mniejszej sity, nie pozostaja
bez znaczenia. Mogg dotyczy¢ zmian w miejscach ich wycinania w trakcie obrobki
potranskrypcyjnej, co moze wpltywaé na alternatywny splicing, a takze proces translacji.
Poza tym, bardzo czgsto przypisuje im si¢ wartos¢ prognostyczng. WyKkryty wariant intronu 1
(5:¢.-14+35G>A) ze wzgledu na niska czgsto$¢ wystgpowania allelu rzadkiego (MAF=0,01),
pojawit si¢ tylko u jednego pacjenta w uktadzie heterozygotycznym. Byt to pacjent nalezacy
do grupy z SOZN z obrazem histopatologicznym FSGS. Niska czesto$¢ wystgpowania tego
wariantu genetycznego oraz lokalizacja w intronie powoduja, ze nie wnosi on zadnej istotnej
informacji w badanej grupie. W przypadku polimorfizméw odcinkéw UTR moga one wptywaé
na stabilnos¢ mRNA oraz proces syntezy bialka. W badanych grupach zidentyfikowano trzy
polimorfizmy odcinkéw 3’UTR: rs6191, rs10482714, rs6198 (9B), z czego ostatni z nich dotyczy
eksonu 9B. Rowniez w tych przypadkach nie pozyskano istotnych statystycznie roznic
dla wszystkich analizowanych SNP, jednakze bazujac na literaturze, wskazuje sie
na najistotniejszag role r1s6198 (9B) w patomechanizmie steroidoopornosci. Polimorfizm
ten analizowano uprzednio w aspekcie chorob afektywnych dwubiegunowych, laczac je
z epizodami depresji [176] oraz odpowiedzig na leczenie litem [177]. Natomiast rs10482714 jest
rzadkim polimorfizmem (MAF=0,01), dlatego brakuje danych literaturowych na temat jego
powigzania z jednostkami chorobowymi. Rowniez w analizowanej populacji dzieci z 1ZN
polimorfizm ten w ukladzie heterozygotycznym pojawil si¢ u zaledwie czterech osob
ze sklasyfikowanym fenotypem SO.

W ciagu ostatnich kilku lat zidentyfikowano wiele mutacji w receptorze GR, ktore
przyczynity si¢ do ujawnienia fenotypu steroidoopornosci. Wigza si¢ one z objawami
hiperkortyzolizmu bez cech zespotu Cushinga. Mutacje te gléwnie dotyczyly domeny wigzacej
ligand (LBD), prowadzac do spadku transaktywacyjnej pojemnosci receptora, zredukowania jego
ekspresji, zmniejszenia zdolno$ci wigzania ligandu, zahamowania translokacji do jadra,
nieprawidtowych interakcji z koaktywatorami, alternatywnego splicingu czy ich kombinacji,
wplywajac na funkcjonowanie receptora GRa [97]. Ruiz i wsp. [158] zidentyfikowali dwie nowe
mutacje receptora GRa: Arg477His 1 Gly679Ser. Mutacja Arg477His wptywala na zmniejszenie
zdolnos$ci wigzania receptora do DNA, podczas gdy obydwie wykazuja dominujacy negatywny
efekt na aktywnos¢ transkrypcyjna GRa typu dzikiego [158]. Badania in vitro Donner i wsp. [42]
wykazaty, ze delecja dwunukleotydowa (CT w kodonie 773) w domenie LBD receptora GRa
eliminuje jego zdolno$¢ funkcjonalna, co wiaze si¢ z opornoscia na GKS [42]. Trebble i wsp.
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[187] zidentyfikowali w eksonie 6 nowa mutacj¢ zmiany ramki odczytu (A612GR) przyczyniajaca
si¢ do rozwoju rodzinnej opornosci na GKS. Przypuszcza si¢, ze pojawienie si¢ tej mutacji
prowadzi do ujawnienia si¢ negatywnej dominujacej aktywnosci poprzez zmiang¢ zdolnos$ci
translokacji receptora typu dzikiego. Pozwolito to szerzej spojrze¢ na molekularny mechanizm
steroidoopornosci, aczkolwiek nieustannie mamy do czynienia z pacjentami z niewytlumaczalng
opornoscig na GKS. U takich os6b nie zidentyfikowano mutacji w receptorze GRa [216].

Do najcze$ciej analizowanych polimorfizmow receptora GR naleza: TthlllI (rs10052957),
ER22/23EK (rs6189/rs6190), N363S (rs6195), Bcll (rs41423247) oraz GRIp (rs6198). Wiaze si¢
je z chorobami autoimmunologicznymi i uktadu sercowo-naczyniowego oraz ze zmianami we
wrazliwosci na GKS czy zmienionym poziomem kortyzolu [37, 130]. N363S i Tthllll powigzano
z nadwrazliwo$cig na GKS [85, 218], natomiast ER22/23EK i 9B z opornoscig [215, 218].
Analiza molekularna genu NR3C1 w grupie dzieci z I1ZN oraz grupie kontrolnej z rejonu
Wielkopolski, pozwolita na ujawnienie trzech sposrod nich: ER22/23EK, N363S, GRO9p.
Pozostale dwa nie mogly zosta¢ zidentyfikowane, co wynikato z ich lokalizacji odleglej
od badanych regionow: Tthilll — 630 pz w gore od pierwszego inicjujagcego kodonu
oraz Bcll —intron 2, 646 pz w dot od konca eksonu 2 [98].

Polimorfizmy ER22/23EK sg zlokalizowane w eksonie 2 i sa ze sobg sprz¢zone. E22E jest
zmiang synonimiczng (Glu22Glu), natomiast R23K — niesynonimiczng, typu zmiany sensu
(Arg23Lys). Wskazuje sie, ze zmiana aminokwasu w kodonie 23 moze wptywaé na strukture
trzeciorzedowa domeny receptora, ktora jest odpowiedzialna za jego aktywnos$¢ transaktywacyjna
i/lub trans represyjna genow docelowych [37, 120, 141]. Wykazano réwniez, ze nosiciele tego
polimorfizmu majg wyzszy poziom ekspresji wariantu translacyjnego receptora GR-A, ktory jest
mniej aktywny [159]. Polimorfizmy te nie ujawnily si¢ w uktadzie homozygot alleli rzadkich.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w ich wystepowaniu w obrgbie badanych grup,
aczkolwiek zaobserwowano tendencj¢ w kierunku asocjacji z fenotypem, wskazujac na ich
potencjalny charakter ochronny w stosunku do fenotypu steroidoopornosci. Pozyskane wyniki
nie stanowig potwierdzenia wczesniejszych badan, w ktérych to polimorfizm ER22/23EK zostat
powigzany z klinicznym fenotypem zredukowanej wrazliwosci na GKS [98, 120]. Mozliwym
wytlumaczeniem rozbiezno$ci wynikow moze by¢ stosunkowo mata grupa badana i1 niski MAF
(MAF=0,01), w wyniku czego badany polimorfizm nie mogt si¢ ujawni¢ w danej grupie. Podobne
wnioski koncowe uzyskali Ye i wsp. [205], ktorzy poszukiwali zmian genetycznych w genie
NR3C1 w odniesieniu do IZN u dzieci. Udato im si¢ zidentyfikowa¢ szes¢ SNP juz znanych (w
tym ER22/23EK), sze$é nowych SNP i dwa nowe haplotypy. Zadnych sprawczych mutacji nie
znaleziono. Oni rowniez nie wykazali zwigzku zidentyfikowanych zmian z fenotypem
steroidoopornos$ci  [205]. Brak zwigzku polimorfizmu ER22/23EK receptora GRo ze
steroidoopornos$cia stwierdzono takze w innych jednostkach chorobowych, takich jak: IBD [24],
w tym UC i CD [119, 118], orbitopatia Gravesa [221] czy astma oskrzelowa [141].
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Kolejny zidentyfikowany polimorfizm N363S (rs6195) powigzany jest z klinicznym
fenotypem wzrostu wrazliwosci na GKS [98, 131]. Dotyczy on zamiany aminokwasu asparaginy
na seryn¢ w kodonie 363. Obserwacje wskazuja, ze polimorfizm ten moze wplywac¢ na interakcje
domeny NTD receptora GRa z koaktywatorami i/lub korepresorami. Dodatkowo zaznacza si¢, ze
fosforylacja nowej reszty serynowej nie odgrywa tutaj istotnej roli [98, 120].
Fenotyp polimorfizmu N363S jest wynikiem roznych efektow na regulacje genu. Ciagle nie
rozpoznano mechanizmow i konkretnych genow, ktore bytyby w te procesy zaangazowane [120].
Analiza polimorfizmu nie pozwolita na zademonstrowanie fenotypu steroidowrazliwosci
z powodu braku istotnych statystycznie roznic w czgstosciach genotypow oraz alleli badanych
grup. Jednakze w oparciu o wskaznik OR, ktorego wartos¢ byta ponizej jednosci, wskazuje to
na charakter ochronny przed ujawnieniem si¢ fenotypu steroidoopornosci zaréwno u nosicieli
allelu G (OR=0,722), jak i genotypu AG (OR=0,714) we wszystkich rozpatrywanych modelach,
porownujac grupy pacjentow z SOZN i SWZN, co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami.
Dodatkowo taka sama relacje obserwuje si¢, porownujac pacjentow z IZN z grupa kontrolna,
jednak wyniki wymagaja potwierdzenia na wigkszej grupie badanej. Rowniez van Oosten i wsp.
[218] wskazali na potencjalne dziatanie ochronne polimorfizmu N363S w odniesieniu do RZS.
Teoretycznie, nosiciele polimorfizmu N363S powinni wykazywa¢ zmniejszong podatnosé
zachorowania na choroby autoimmunologiczne, poniewaz sg bardziej wrazliwi na GKS [120].
Wiedzac, ze 1ZN zwigzany jest z nieprawidlowymi mechanizmami immunologicznymi,
pozyskane wyniki potwierdzatyby te przypuszczenia (wigkszy odsetek zmutowanych heterozygot
w grupie kontrolnej). Hipotezy tej nie potwierdzili Chen i wsp. [24], ktorzy nie wykazali zwigzku
polimorfizmu N363S z odpowiedzig na leczenie steroidami u pacjentow z IBD. Brak korelacji
przedstawili rowniez Koper i wsp. [97], ktorzy nie wykazali zwigzku polimorfizmu N363S
z odpowiedzig na steroidy w analizowanej grupie zdrowych o0sob. Zdrowa grupe badawcza
podzielono na steroidooporng i steroidowrazliwa na GKS w oparciu o test hamowania
deksametazonem (ang. dexamethasone suppression test, DTH), podajac deksametazon i mierzac
podeksametanozowy poziom Kortyzolu [97]. Maltese i wsp. [118] badali polimorfizm N363S
receptora GRo u zdrowych osob i pacjentow z CD. Nie stwierdzili jego roli w podatnosci na
rozwoj 1 przebieg choroby [118]. N363S nie wptywal takze na terapeutyczne wyniki dziatania
steroidow w orbitopatii Gravesa [221]. Poza tym polimorfizm ten moze prowadzi¢ do rozwoju
trudnej do leczenia opornej formy astmy oskrzelowej w populacji polskiej [141]. Na tej podstawie
nie jest mozliwe wskazanie jednoznacznej roli polimorfizmu N363S.

Polimorfizm 9B zlokalizowany jest w motywie ,,ATTTA’’ obszaru 3’UTR eksonu 9,
i polega na substytucji adeniny guaning [120]. Motyw ATTTA destabilizuje mRNA i zmniejsza
ekspresj¢ receptora GRp in vitro. Zmiana ATTTA na GTTTA stabilizuje mRNA, jak réwniez
ekspresj¢ bialka in vitro [40, 216]. Zlokalizowana w jadrze komorkowym izoforma GRf3 powstaje
w wyniku alternatywnego splicingu genu NR3C1 i moze by¢ waznym wskaznikiem odpowiedzi

komoérkowej na GKS. Nie wigze ona GKS, ale wspotzawodniczy z GRa o wigzanie z GRE,
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tworzac transkrypcyjnie nieaktywny heterodimer GRo/GRP. Dziata wiec jako dominujacy
negatywny inhibitor izoformy GRa, co przejawia si¢ brakiem aktywacji gendw odpowiedzi
na GKS [120, 132]. Spekuluje si¢, ze zwigkszona ekspresja i stabilno§¢ GRP prowadza do
opornosci na GKS. Nosiciele polimorfizmu GRO9B maja bardziej reaktywny uklad
immunologiczny. Wazny jest fakt, ze GRP zostalo zidentyfikowane w komorkach uktadu
immunologicznego, a nie w innych tkankach, co sugeruje, ze wptyw polimorfizmu GRp na inne
niz komorki i tkanki uktadu immunologicznego jest ograniczony [120]. W badanej grupie dzieci
populacji polskiej nie wykazano zwigzku tego polimorfizmu z odpowiedzig na GKS, jak rowniez
z podatno$cig zachorowania na IZN. W przeciwienstwie do tych rezultatow, funkcjonalny
polimorfizm GR9pB powigzano z zaburzeniami we wrazliwo$ci na GKS w populacji holenderskich
dzieci z ZN [184]. Niezb¢dne wydaje si¢ rowniez poglebienie badan na poziomie mRNA, co
sugeruja przeprowadzone juz w tym kierunku analizy w odniesieniu do innych chorob, ktorych
dotyczy zjawisko steroidioopornosci, w tym IBD. Fujishima i wsp. [49] wykazali, ze ilos¢
komorek GRP pozytywnych w materiale biopsyjnym u pacjentéw ze steroidoopornym UC jest
wigksza w porownaniu z grupg steroidowrazliwych [49]. Raddatz i wsp. [152] zaobserwowali
brak zmian w poziomie ekspresji mRNA receptora GRa u pacjentow z IBD, aczkolwiek w grupie
pacjentow UC z zaburzong odpowiedzia na GKS wykazano niska ekspresj¢ mRNA GRa
w Sluzowce jelita, co moze stanowi¢ warto$§¢ prognostyczng wyniku terapii. Dodatkowo
wykazano niski poziom ekspresji GRB u pacjentéw z IBD oraz brak réznic w jego poziomie
pomiedzy pacjentami odpowiadajacymi na GKS a pacjentami z zaburzong odpowiedzia.
Kwestionuje to jego rolg w opornosci na steroidy w tej grupie chorych [152]. Natomiast ogolny
poziom ekspresji GR w PBMC nie réznit si¢ miedzy pacjentami UC i CD. Podczas analiz
podtypow GR, niski poziom GRa stwierdzono u pacjentow UC opornych w pordéwnaniu
do wrazliwych na steroidy. Stwierdzono takze duzo nizszy poziom ekspresji GRP. Stosunek
GRo/GR nie roznit si¢ miedzy pacjentami z r6zng odpowiedzig na steroidy zarowno w materiale
biopsyjnym, jak i PBMC. Hori i wsp. [73] réwniez wykazali nizsza ekspresje mRNA GRa i GRf
w komorkach PBMC u pacjentow z CD w porownaniu z grupa kontrolng [73]. Sugerowatoby to
réwniez koniecznos$¢ zbadania korelacji poziomu ekspresji GRa i GRB w komorkach kigbuszka
nerkowego. Istotny jest fakt, ze GR ulega ekspresji w rdéznych typach komorek ukiadu
immunologicznego w réznym stopniu. Ekspresja GRP jest wigksza w neutrofilach anizeli
w komorkach PBMC, dzigki czemu moze chroni¢ je przed $miercig indukowang przez GKS
[152]. Stad pytanie czy ekspresja GRB w neutrofilach jest zwigkszona w IZN ze zmieniong
odpowiedzig na GKS. Dodatkowo Shalaby i wsp. [168] wskazali na role limfocytow T CD3+
z ekspresja GR jako wskaznika odpowiedzi na steroidy u dzieci z IZN z Arabii Saudyjskie;.
Do podobnych wnioskow doszli Zagran i wsp. [208] w badaniach nad populacja Egiptu.
Dodatkowo Han i wsp. [62] poziom ekspresji kilebuszkowego GR uznali za miernik
prognostyczny odpowiedzi na steroidy u dorostych pacjentow z MCNS. Obnizong ekspresje GR

zaobserwowano u pacjentow pozno reagujacych na terapi¢ GKS. Farrell i wsp. [47] wykazali, ze
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oporno$¢ na GKS jest indukowana w limfocytach T poprzez miejscowe Srodowisko zapalne
(cytokiny zapalne) najprawdopodobniej poprzez redukowanie powinowactwa wigzania
wewnatrzkomoérkowego GR z ligandem [47]. Indukowana cytokinami zwigkszona ekspresja GR
moze by¢ przyczyna niewrazliwosci na GKS u pacjentow z chroniczng astma [107]. Z obserwacji
Leung i wsp. [107] wynikato, ze uktad immunologiczny indukuje GRp, redukujac funkcjonalng
odpowiedz na GKS, co nawigzuje do koncepcji mowigcej, ze proces zapalny thumi odpowiedz
na endogenne i egzogenne GKS [107]. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze interpretowanie
wynikoéw nalezy poszerza¢ o dokonywanie glgbszych analiz obierajac rozne modele badawcze, co
czyni wyniki bardziej wiarygodnymi. Tym samym rowniez analizy sekwencjonowania powinny
by¢ podparte sprawdzeniem poziomu ekspresji mMRNA, a nastgpnie poziomu biatka, poniewaz
brak zmian na poziomie DNA nie wyklucza zmian na poziomie mRNA czy biatka. Moze wynika¢
to z faktu transkrypcyjnej kontroli GR dotyczacej wysp CpG i mechanizmoéw epigenetycznych
[192]. Najprawdopodobniej podtoze steroidooporno$ci powigzane z ekspresja biatka GR,
uwarunkowane jest poziomem mRNA. U organizmdéw eukariotycznych ekspresja kontrolowana
jest przez réznorodne mechanizmy na poziomie transkrypcyjnym i translacyjnym, a wsrdd nich:
kondensacj¢ chromatyny, inicjacje¢ transkrypcji DNA, metylacje¢, alternatywny splicing RNA czy
stabilno§¢ mRNA. Poziom mRNA i biatka GR rézni si¢ migdzy komorkami i typem tkanki
(tkankowo-specyficzna kontrola poziomu GR). Istotny jest fakt, ze pierwszy niekodujacy ekson
receptora GR jest pod kontrola kilku promotoréw, co moze odgrywa¢ wazng rolg w procesie
translacji i przetwarzania pierwotnego tran skryptu [191]. Duza ilo§¢ czynnikow transkrypcyjnych
wigze si¢ w obszarze wysp CpG. Czynniki transkrypcyjne odgrywaja znaczaca role
w podstawowej ekspresji GR. Jako ze GR sam jest rowniez czynnikiem transkrypcyjnym,
autoreguluje rowniez swoje wlasne wyspy CpG w promotorach. Metylacja cytozyny 5° wysp CpG
jest zwigzana z wyciszaniem genu poprzez hamowanie wigzania czynnikow transkrypcyjnych lub
poprzez inaktywacj¢ chromatyny. Metylacja DNA reprezentuje zwigzek pomigdzy wpltywem
srodowiska a aktywnoscig genu. Poziom metylacji GR jest dos¢ réznorodny w PBMC i watrobie
a stosunkowo niski w mozgu. Wskazuje si¢ rowniez na role mikroRNA (MiRNA)
zaangazowanego w regulacje wielu $ciezek sygnatowych takich jak: czas rozwoju, r6znicowanie
komorek czy apoptoza. Wiasciwy mechanizm, poprzez ktéry miRNA hamuje translacj¢, pozostaje
nieznany, aczkolwiek wiadomo, ze miRNA nie tylko indukuje deadenylacj¢ i degradacjg, ale
rowniez interferuje z synteza biatka [192]. Zmieniong regulacje bialek zaangazowanych
w molekularny mechanizm GKS przez miRNA oraz ich potencjalng rol¢ jako molekularnych
markerow uzytecznych do przepowiadania odpowiedzi na GKS odnotowano w orbitopatii
Gravesa [169], IBD [4] czy sepsie [104]. Przewiduje sig¢, ze region 3’UTR receptora GR zawiera
wiele miejsc rozpoznawanych przez rozne miRNA, w tym miR-18 i miR-124a. Obydwa redukuja
poziom biatka GR i aktywno$¢ GR mierzong poziomem ekspresji docelowych genow, co
ogranicza przeciwzapalne dziatanie GKS [192]. Niewiele wiadomo o miejscach wigzania 5’UTR
dla miRNA w receptorach GR czy epigenetycznej modulacji promotoréw [192]. Funkcje
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receptora GR regulowane sg rowniez poprzez strukture chromatyny, epigenetyke, zmiany
genetyczne. Wzor metylacji przekazywany jest dalszym pokoleniom komorek. Rowniez istotne sg
modyfikacje potranslacyjne czy wspomniana powyzej rola miRNA, ktore modyfikuja odpowiedz
na GKS oraz zmieniaja poziom pro- i antyapoptycznych biatek [41]. Kluczowa rola 5’UTR
zaangazowana w kontrol¢ translacyjng zwigzana jest z jego dtugoscia, konsensusowa sekwencje
inicjacyjng, obszar powyzej miejsca startu, miRNA, IRES (wewngtrzne miejsce wigzania
rybosomu). Dodatkowo 5’UTR moze zawiera¢ sekwencje, ktore funkcjonuja jako miejsca
wigzania biatek regulatorowych [191]. Aktywno$¢ GRa jako czynnika transkrypcyjnego moze
by¢ modyfikowana poprzez potranslacyjne modyfikacje na poziomie biatka [209]. Sposrod
pozyskanych wynikow jedynie polimorfizm Ala229Thr byt zlokalizowano blisko miejsca
modyfikacji Ser226 na drodze fosforylacji, ktora wedlug danych literaturowych moze obnizac
transdukcje sygnatu GRa [23, 78]. Jednakze zmiana ta ujawnita si¢ tylko u jednego pacjenta
z SOZN, stad trudno wyciagga¢ jednoznaczne wnioski.

Ciekawym spostrzezeniem jest zalezno$¢ pomiedzy izoformg receptora GRf
a aktywnoscig deacetylazy histonowej 2 (HDAC2). Zaklada si¢, ze aktywnos¢ HDAC?2 jest
regulowana nadekspresja GRp. Butler i wsp. [20] badali ekspresje¢ GRp oraz HDAC1 i HDAC2
w drogach oddechowych pacjentow z ciezka astmg oraz poziom mRNA w PBMC. Poziom
HDACI1 wzroést u pacjentdw z cigzka astmg przy podwyzszonych dawkach GKS w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Ekspresja biatek HDAC2 i GRa wykazywata bliska korelacje na poziomie
transkrypcyjnym, co sugeruje, ze molekuty te sa koregulowane oraz ze ich zwigkszona ekspresja
prowadzi do wzrostu reakcji na steroidy. mRNA GRp ulegato ekspresji na niskim poziomie
w drogach oddechowych bez réznic miedzy fenotypem SO i SW. GRp nie pelni wiec roli
w cigzkiej astmie, co rowniez poddaje watpliwosciom o roli tej izoformy w steroidoopornosci.
Regulacja w dot HDAC1 i HDAC2 nie wystgpuje w ciezkiej astmie, w zwigzku z czym
mechanizm steroidooporno$ci pozostaje nadal niewyjasniony [20].

Dodatkowo analiza nieréwnowagi sprzezen (LD) wykazala, Zze zarowno w grupie
pacjentow z SOZN i SWZN, jak i calej grupie pacjentow z IZN i grupie kontrolnej, dwa
polimorfizmy wykazuja silne powigzanie miedzy markerami rs6190 (E22E) i rs6189 (R23K).
Niestety pomimo wysokiej wartosci D’ oraz wspotczynnika korelacji 12, niska wartosci MAF
(MAF=0,01) uniemozliwita utworzenie haplotypu, jednakze sprzg¢zenie to jest potwierdzeniem
dotychczasowych badan. Na sile sprzezen tych polimorfizméw wskazuja badania van Winsen
I wsp. [219], ktorzy badali haplotyp TAAG sktadajacy si¢ z markerow Tthll11/ER22/23EK/9B w
przebiegu stwardnienia rozsianego. Haplotyp ten powigzano z bardziej agresywnym przebiegiem
tej choroby. Najprawdopodobniej zwigzane jest to z polimorfizmem ER22/23EK, ktéry obniza
wrazliwos¢ na GKS [219]. Teeninga i wsp. [184] zaobserwowali, ze u pacjentow z ZN bedacych
nosicielami  haplotypu GROB-Tthlll1  znacznie czeSciej dochodzito do incydentow
steroidozalezno$ci w porownaniu do nie-nosicieli [184]. Takze Zalewski i wsp. [209] badali
polimorfizmy intronu B genu NR3C1 w grupie dzieci z ZN. Wykazali obecno$é¢ trojmarkerowego
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haplotypu (Bcll/rs33389/rs33388) genu NR3C1, zwigzanego z odpowiedzig na prednizon.
Haplotyp GTA zwigzany byt z wigkszg wrazliwoscig na GKS w grupie wczesnej odpowiedzi
na prednizon (odpowiedz <7 dni) w poroéwnaniu z grupa pdzng (odpowiedz > 7 dni). Natomiast
dystrybucja haplotypu byta taka sama miedzy grupa kontrolng a pacjentami z SOZN [209].
Natomiast Mwinyi i wsp. [128] wykazali, ze haplotypy receptora NR3C1 nie sg zwigzane
z wynikiem terapii steroidami u pacjentow z IBD w populacji szwajcarskiej [128]. Literatura
szeroko opisuje wariant genetyczny Tthlll1, jak rowniez Bcll w genie NR3C1, co sugerowatoby
sprawdzenie i tych zmian w populacji dzieci z Wielkopolski. By¢ moze ktorys
ze zidentyfikowanych polimorfizmoéw jest wtasnie z nimi sprzezony.

Nasze wyniki moga wykazywac roznice w stosunku do wczesniejszych badan z powodu
roznych interakcji gendéw, ktore sa zaangazowane w etiologi¢ steroidoopornosci, interakcji
ze $rodowiskiem, jak réwniez stosunkowo matej grupy badanej. Rdéznice w obserwowanych
asocjacjach mogg czg¢sciowo wynika¢ z tkankowo-specyficznych czynnikéw i zmiennych
niezaleznych, ktore wplywaja na ekspresje roéznych form splicingowych 1 wariantow
translacyjnych receptora GR, jak rowniez potranslacyjnych modyfikacji tego receptora [120].
Dodatkowo wsrod parametrow wplywajacych na obraz blokéw haplotypowych oraz powiazan
SNP wymienia si¢: populacje, w ktorej badania byly przeprowadzane, wybrane markery, gestos¢
polimorfizméw czy wybrany do obliczen algorytm. Poszukiwanie korelacji pomigdzy mutacjami
a haplotypami jest waznym narzedziem w badaniach genetycznych [145], jednakze nalezy
pamigta¢, ze wynikow haplotypéw nie mozna przenosi¢ na inne populacje i s3 one wartosciowe
tylko w obrebie badanej grupy [19]. Zdecydowanie dalsze badania powinny zosta¢ wykonane,
zeby sprawdzi¢ czy wspomniane SNP moga zmienia¢ ekspresje genu NR3C1 i moga dostarczac
wigcej informacji na ten temat. Co wigcej, prawdopodobienstwo ustanowienia SNP jako
wczesnego markera IZN i odpowiedzi na GKS powinno by¢ uwidocznione przez bardziej
szczegotowe badania.

Pozyskane wyniki rowniez nie ujawnily sprawczych mutacji w genie NR3C1, co daje
jednoznaczna odpowiedz, iz nie mamy w naszych badaniach do czynienia ze steroidoopornoscia

wrodzona.

Gen glikoproteiny P (ABCB1)

Pgp odgrywa wazng role w procesach absorpcji, dystrybucji i eliminacji ro6znych endo-
i egzogennych substancji, w tym lekow. Ekspresja Pgp zachodzi w wielu tkankach oraz
komorkach, w tym w kanalikach proksymalnych w nerkach, w watrobie (udzial w procesach
usuwania ksenobiotykéw i endogennych metabolitow do moczu i zotci), w barierze krew-moézg,
tozysku oraz w licznych komorkach uktadu odpornosciowego: PBMC, makrofagach, komoérkach
NK, komorkach dendrytycznych, takze w limfocytach T i B. Ekspresja Pgp zachodzi takze
w komorkach kory nadnerczy, co wskazuje na jej role w sekrecji i metabolizmie endogennych
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steroidow [15]. Glowne domeny wigzace lek w Pgp zlokalizowane sa wewnatrz blony
w domenach: 4, 5, 6, 10 oraz 11. Sprawcze mutacje w Pgp, wplywajace na specyficznosé
substratowa dotycza gldwnie regionu wewnatrzblonowego oraz petli zewnatrz- i wewnatrz-
komorkowych, a takze domen wigzacych ATP. Glikolizacja Pgp w trzech miejscach (N91, N94,
N99) jest istotna dla przemieszczenia transportera na powierzchni¢ komorki, ale nie jest
wymagana dla jego funkcji. Biatko to ulega takze fosforylacji przez kinazy (S661, S667, S671,
S683), aczkolwiek nie wykazano wptywu tej modyfikacji na dziatanie Pgp [2].

Zwiazek polimorfizméw genu ABCBLl z odpowiedzig na przebieg i leczenie badano
w wielu chorobach: RZS [43], IBD [14, 33], w tym chorobie Crohna [147] i UC [70, 147], raku
piersi [114] i raku jelita grubego [148]. Wskazuje si¢ na role Pgp w farmakokinetyce
i farmakodynamice GKS stosowanych w leczeniu IZN. Badania Wasilewskiej i wsp. [198]
wskazaty na wyzsza ekspresje Pgp w limfocytach CD3+ u dzieci z ZN, w tym steroidozaleznych
1 z czgstymi nawrotami. Wnioskowali oni, ze profil odpowiedzi na GKS moze by¢ spowodowany
nadekspresja Pgp. Prasad i wsp. [149] zaobserwowali, Zze ekspresja Pgp wzrasta w PBMC dzieci
z IZN w stanach prozapalnych. Funaki i wsp. [50] skorelowali wzrost ekspresji Pgp w PBMC
pacjentow z SWZN z pierwszym rzutem choroby i nawrotem, a spadek z pojawieniem si¢ remisji.
Jest to bardzo ciekawe spostrzezenie, ktore thumaczy dlaczego pacjenci podczas pierwszego rzutu
1 nawrotu wymagaja wyzszych dawek steroidow niz w trakcie remisji, zeby uzyska¢ takie samo
dziatanie leku. Okazuje si¢ bowiem, ze IL-2 jest cytoking, ktéora wpltywa na transkrypcyjna
regulacje Pgp w limfocytach [189]. Synteza IL-2 jest intensywna w ostrej fazie ZN
w limfocytach. Na tej podstawie wnioskuje sie, ze aktywnos¢ choroby moze mie¢ znaczenie
w odpowiedzi na terapi¢ steroidami u pacjentow z SWZN poprzez zmiany w ekspresji Pgp.
Rowniez Stachowski i wsp. [174] wykazali, ze oporno$¢ na terapi¢ u pacjentdow z ZN moze by¢
wynikiem wzmocnionej ekspresji genu ABCBl1 w limfocytach oraz wysokiej aktywnosci
eksportowej pompy Pgp. Poniewaz blokery kanatlow wapniowych odwracaja oporno$¢ zwigzana
z ABCBJ1, analiza tego genu moze pomdc wykry¢ podejrzenie opornosci na terapi¢ u pacjentow
z ZN. W przypadku RZS limfocytarnej ekspresji Pgp przypisuje si¢ wazng role potencjalnego
uzytecznego markera stuzacego do oszacowania odpowiedzi na lek, a takze wyselekcjonowania
wiasciwych lekow do terapii [190]. Nadekspresja Pgp na limfocytach moze wptywaé na usuwanie
GKS z limfocytow, co skutkuje opornoscig na lek u pacjentow. Celem staje si¢ poszukiwanie
inhibitorow Pgp lub jej redukcji, co pozwolitoby na przezwycigzenie lekowej opornosci.
Potwierdza to, ze indywidualna osobnicza odpowiedz na egzogenne GKS moze wynika¢ z rdznej
aktywnosci czynnikow wptywajacych na ich biodostepnos¢, dystrybucje tkankowa i eliminacje.
Istotne jest wigc poszukiwanie markeréw tej odpowiedzi, w celu ujawnienia zwigzku genotyp-
fenotyp. Poniewaz podtoze ZN w duzej mierze zwigzane jest z nadreaktywnos$cia uktadu
immunologicznego, badania dotycza glownie limfocytow. Tiirkmen i wsp. [193] jako pierwsi
zademonstrowali zwigkszong ekspresj¢ nerkowej Pgp u pacjentow z ZN steroidozaleznych,

steroidoopornych oraz z czgstymi nawrotami. Jednakze istotne jest przeprowadzenie badan, ktore
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pozwolityby na uzyskanie odpowiedzi na pytanie czy wzrost Pgp zwigzany jest ze zmianami
w genie ABCB1 czy moze wynika z odpowiedzi na GKS i jest skutkiem terapii steroidami.
Pozwolitloby to na wyciagnigcie wnioskow czy niektorzy ludzie wykazuja genetyczng
predyspozycj¢ na lepsza odpowiedz na GKS. Przedstawione powyzej badania nad ekspresja Pgp,
sugeruja konieczno$¢ uwzglednienia potencjalnych zmian na poziomie DNA, ktére mogltyby by¢
czynnikami sprawczymi jej wzrostu.

Analiza molekularna genu ABCB1 wsréd pacjentéw z IZN wykazata obecno$¢ dwudziestu
szesciu polimorfizmow typu SNP w analizowanych grupach badawczych i grupie kontrolne;j.
Polimorfizmy byly udokumentowane w bazie SNP NCBI. Sposrod nich, az osiemnascie
dotyczyto introndéw, pozostate szes¢ SNP zlokalizowanych byto w eksonach oraz po jednym
w odcinkach 5°UTR i1 3’UTR. Wsréd dwunastu polimorfizméw odcinkéw intronowych
nie uzyskano istotnych statystycznie roznic w czgstosciach genotypow oraz alleli dokonujac
porownan w obrebie grup: SOZN z SWZN i IZN z grupa kontrolng w oparciu o rozpatrywane
modele badawcze. W przypadku substytucji C>T (rs2235074) w intronie 3 zostala ona catkowicie
wyeliminowana z interpretacji z powodu braku zgodnosci z prawem HWE. Nie uzyskano rowniez
zgodnosci z prawem HWE dla substytucji A>G (rs2214102) w odcinku 5’UTR dla grupy SOZN.
Trudno jest wskazywaé konkretne przyczyny tej nieprawidtlowosci. Wérod nich wymienia sig:
obecno$¢ selekeji, migracji, mutacji, niclosowe kojarzenie osobnikow, zachodzenie na siebie
populacji, dryf genetyczny, jak rowniez blad genotypowania [59, 145]. Jednakze w przypadku
badan molekularnych bardzo czesto wskazuje sie gtownie wlasnie na btad genotypowania, jak
réwniez nieprawidtowo dobrane grupy badawcze, w tym mieszanie si¢ roznych grup etnicznych.
Odnoszac powyzsze informacje do uzyskanych wynikoéw, mato prawdopodobna wydaje si¢ by¢
heterogennos¢ grup badanych, poniewaz wszystkie dzieci pochodzity z terenu Wielkopolski.
Wykluczono rowniez btad genotypowania, jako ze w trakcie analiz wykonywano probe §lepa,
ktorej celem bylo sprawdzenie czy nie doszto do zanieczyszczenia uzywanych odczynnikéw, co
w rezultacie mogloby dawa¢ wyniki falszywie pozytywne. Problemem moze by¢ rowniez kwestia
zwigzana z niskg czestoscig wystgpowania polimorfizmu w populacji, co w przypadku grupy
badawczej nie przekraczajacej 100 osobnikéw nie daje szansy na jego pelne ujawnienie sig.
Nakresla to wizj¢ koniecznos$ci weryfikacji pozyskanych wynikow na wigkszej grupie badawcze;.

W przypadku polimorfizmu rs10276036 (A>G) intronu 9 oraz rs2235046 (G>A) intronu
16 zaobserwowano tendencj¢ w kierunku asocjacji ze zwickszonym ryzykiem zachorowania
na I[ZN w poréwnaniu z grupg kontrolng odpowiednio dla homozygot AA oraz GG w modelu
recesywnym. Natomiast w przypadku rs2235013 (G>A) w intronie 14 nosiciele heterozygoty GA
wykazywali tendencj¢ w kierunku asocjacji ze zmniejszonym ryzykiem zachorowaniem na [ZN
w modelu addytywnym. Tendencje w kierunku odpowiednich asocjacji wymagatyby
potwierdzenia na wigkszej grupie badanej. Pozyskane wyniki wskazuja, ze zmiany punktowe
w sekwencji genu moga pethi¢ role potencjalnego markera predykcyjnego wystapienia lub nie

choroby. Jednakze zadne z powyzszych zmian nie wykazaty zwigzku z odpowiedzig na terapi¢
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steroidami. Taka tendencj¢ ujawnit polimorfizm w intronie 26 rs2235048 (T>C), wskazujac
na potencjalny zwigzek ze zwickszonym ryzykiem pojawienia si¢ fenotypu SOZN u nosicieli
dwoch alleli C w porownaniu z grupg z SWZN, bez zwigzku z IZN. Jedynie w przypadku
polimorfizmu rs2235033 (T>C) intronu 13 zaobserwowano istotny statystycznie zwigzek zarowno
z podatnoscig na IZN, jak i odpowiedziag na terapi¢ steroidami. Mozliwy wplyw tego
polimorfizmu na funkcje ABCB1 nie jest znany, aczkolwiek nie mozna wykluczy¢, ze ten SNP
zlokalizowany jest w regionie odpowiedzialnym za regulacje genu. Inna mozliwos¢ jest taka, ze
polimorfizm moze by¢ w nierownowadze sprzezen z innym, funkcjonalnym wariantem, ktory
powiazany jest ze zwickszona podatnoscia na IZN, jak rowniez ujawnienia si¢ fenotypu
steroidoopornosci. Interesujaca moze by¢ hipoteza, ze intron 13 genu ABCB1 moze by¢ docelowa
sekwencja dla specyficznego miRNA  regulujacego sie¢ gendw  zaangazowanych
w patomechanizm steroidoopornosci, tym samym przyznajac podatno$¢ na ujawnienie si¢ tego
fenotypu.

Zmiany punktowe w odcinkach 5’UTR oraz 3’UTR: rs2214102 (A>G) oraz rs17064
(A>T) nie wykazaty zadnych zaleznosci z badanymi grupami.

Szczegblne znaczenie przypisuje si¢ zmianom w eksonach, a szczegélnie tym, ktore
prowadza do zmiany sktadu aminokwasowego kodowanego biatka. Nie wykazano istotnych
statystycznie korelacji zidentyfikowanych zmian: ekson 2 - Asn21Asp (rs9282564), ekson 11 -
Ser400Asn (rs2229109), ekson 12 - Gly412Gly (rs1128503, C1236T), ekson 21 - Leu884Leu
(rs9282563), ekson 21 - Ala893Ser/Thr (rs2032582, G2677T/A), ekson 26 - llell145lle
(rs1045642, C3435T), z odpowiedzig na leczenie steroidami u pacjentow z IZN. W przypadku
Ile1145lle zaobserwowano tendencje w kierunku asocjacji homozygotycznego mutanta z SOZN.
W przypadku polimorfizmu Ser400Asn wykazano zwigzek ze zmniejszonym ryzykiem
wystgpienia IZN. Tendencja w kierunku zwigkszonej podatnosci zachorowania na IZN dotyczyta
réwniez polimorfizmu Gly412Gly. Polimorfizmy Gly412Gly i Ile11451le nie powoduja zmiany
sekwencji aminokwasowej biatka, aczkolwiek moga mie¢ wptyw na strukture DNA, stabilnos¢
mRNA, regulacje translacji lub inne molekularne efekty bezposrednio lub posrednio poprzez LD
z innym funkcjonalnym polimorfizmem w genie ABCB1 [82]. Polimorfizm moze réwniez
prowadzi¢ do alternatywnego splicingu, ktory takze moze tworzy¢ krotsza forme biatka
w porownaniu do typu dzikiego Pgp [2]. Zarowno polimorfizm Gly412Gly, jak i lle1145lle
zlokalizowane sg w jednej z wewnatrzkomorkowych petli, przy czym Gly412Gly doktadnie
dotyczy domeny wiazacej ATP w Pgp. Pozyskane wyniki dotyczace Gly412Gly sa zgodne
z doniesieniami Jafar i wsp. [82], ktorzy rowniez nie wykazali zwigzku tego polimorfizmu
ze steroidoopornoscig u pacjentow z IZN w populacji indyjskiej, pomimo ze spekuluje sig, iz
homozygotyczny mutant tego polimorfizmu redukuje aktywnos¢ Pgp. Pozyskane wyniki
w badanej grupie dzieci z terenu Wielkopolski wskazaly, ze nosiciele tego polimorfizmu moga
wykazywaé zwiekszong podatno$¢ na rozwoj IZN, czego w swoich badaniach nie potwierdzili
Jafar i wsp. [82]. Nie ujawnili rowniez efektu dla zmiany Ile1145lle. Natomiast nosiciele
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homozygotycznych mutantow polimorfizmu Ala893Ser/Thr sg podatni na ujawnienie fenotypu
steroidoopornosci u pacjentow z IZN. Nie potwierdzily tego rowniez wyniki badan niniejszej
pracy. Polimorfizm Ala893Ser/Thr zlokalizowany jest réwniez w wewnatrzkomorkowej petli
Pgp. Zmiana aminokwasu skutkuje zmiang charakteru aminokwasu z lipofilowej na hydrofilowa,
co moze wptywac na geometryczng doktadno$¢ miejsc interakcji i strukturg II-rzedowa biatka.
Spekuluje sig, ze konsekwencja moze by¢ wzrost wydajnosci zmutowanego biatka, ktore bedzie
w stanie efektywniej usuwa¢ GKS lub ich aktywne metabolity, prowadzac do steroidoopornosci.
W Dbadaniach Youssef i wsp. [206] nosiciele polimorfizméw Ile11451le oraz Ala893Ser/Thr
znajdowali si¢ w grupie ryzyka wczesnego ujawnienia ZN oraz stabej odpowiedzi na terapig
steroidami w populacji egipskiej. W przypadku Gly412Gly réwniez nie doszto do ujawnienia jego
efektu, co sugeruje, ze nie jest on waznym patogennym czynnikiem ZN u dzieci. Natomiast
wstepng odpowiedz na GKS powigzano z mlodszym wiekiem rozpoznania. Badania Wasilewskiej
i wsp. [199] wykazaty, ze czestos¢ allelu rzadkiego polimorfizméw Gly412Gly, Ala893Ser/Thr i
Ile1145Ile byta wyzsza u pacjentow p6zno reagujgcych na doustny prednizon (czas remisji >7
dni) w poréwnaniu z wczesnie reagujacymi (czas remisji <7 dni) w populacji polskiej z terenu
Podlasia. Korelowato to rowniez z czg¢stymi nawrotami objawow choroby. Jednakze wszyscy
pacjenci nalezeli do grupy z SWZN, w zwiazku z czym nie mozna na podstawie tych wynikow
wnioskowa¢ o zwigzku z odpowiedzig na leczenie steroidami. Choi i wsp. [28] nie wykazali
asocjacji polimorfizméw Ala893Ser/Thr i Ilel1451lle z odpowiedzig na terapi¢ steroidami, jak
réwniez ze zwickszong podatnoscia rozwoju dziecigcego ZN w populacji koreanskiej, natomiast
wykazali, ze czgstosci genotypow CC i CT oraz allelu C polimorfizmu Gly412Gly byly wyzsze
u pacjentow odpowiadajacych pozytywnie na GKS w porownaniu do niereagujacych na leczenie.
Potwierdzaja to rowniez badania Chiou i wsp. populacji tajwanskiej [27]. Cizmarikowa i wsp.
[29] wskazali na zwigkszona szanse na odpowiedz na leczenie GKS u dzieci z IZN bedacych
nosicielami genotypu CT polimorfizmu lle1145lle. W przypadku Gly412Gly i Ala893Ser/Thr,
punktowe zmiany byly zwigzane z wiekiem zachorowania. Dodatkowo w odniesieniu do wyniku
biopsji, pacjenci z MCNS i wiekiem rozpoznania <6 lat czeSciej odpowiadali pozytywnie
na leczenie niz z FSG i wiekiem rozpoznania >6 lat. Ameyaw i wsp. [3] odniesli si¢ do réznic
w dystrybucjach czgstosci genotypow 1 alleli polimorfizmu Ilel11451le pomigdzy rasami:
afrykanska, kaukaskg 1 azjatycka. Czestos¢ allelu C w rasie afrykanskiej powigzali z nadekspresja
Pgp, co moze mie¢ wazng terapeutyczng i prognostyczng wartos¢ w leczeniu pacjentow tej rasy.
Jednoczesnie wskazali, Zze czgstos¢ tego allelu w rasie kaukaskiej utrzymywata si¢ $rednio
na poziomie 45%, co potwierdzaja rowniez wyniki uzyskane na badanej w niniejszej pracy
populacji polskiej (allel C — 46%). Allel T wystepuje czgsciej w rasie kaukaskiej anizeli
afrykanskiej, co tlumaczy fakt, ze czeSciej spotyka si¢ u nich oporno$¢ na leki i bardziej
agresywne postaci nowotworow. Staje si¢ to istotnym faktem wskazujagcym na udziat czynnikow
srodowiskowych oraz zywieniowych, a takze informuje, ze wyniki badan genetycznych mozna

odnosi¢ tylko do danej rasy, skad wynika czgsty brak powtarzalno$ci badan asocjacyjnych [3, 91].
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Analiza nierownowagi sprzezen wskazata na tendencje w Kierunku roli allelu T
polimorfizmu rs2235033 jako markera ryzyka steroidoopornosci w poréwnaniu grup
SOZN vs SWZN (przed permutacja p=0,073). W zwigzku z czym polimorfizm ten ujawnit si¢ w
haplotypie. W przeprowadzonych badaniach analiza haplotypowa wykazata, ze haplotyp TG
wystepowal najczgsciej w obydwu grupach SOZN i SWZN, jak i calej grupie z IZN i grupie
kontrolnej. Markerami byly tutaj polimorfizmy intronow 21 i 20 (rs2032583 1 rs2235040).
Natomiast potencjalny zwigzek z fenotypem steroidowrazliwosci tworzyt haplotyp AGATCCAG
(p=0,054), a tendencj¢ w kierunku asocjacji z fenotypem steroidoopornosci haplotyp
AGATTCAG (p=0,083). Wsrod markeréow je tworzacych jeden ulokowany byt w czgsci
kodujacej (Gly412Gly) a pozostale dotyczyty introndow, wsrdéd ktorych byl polimorfizm
rs2235033 z intronu 13. Z powodu przeprowadzanych testow wielokrotnych konieczne byto
dokonanie testu permutacji, co niestety zmienito istotnos$¢ statystyczng wynikoéw, ale wskazuje to
na konieczno$¢ potwierdzenia uzyskanego ewentualnego zwigzku na wigkszej grupie badawcze;.
Zaden z haplotypow nie wykazal zwiazku z grupa z IZN w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Niezalezna analiza trzech markerow: rs2235033 (intron 13), Ile1145Ile 1 Ser893Thr/Ala
programem EH wykazala, ze najczegsciej wystepujacym haplotypem byt TTT dla wszystkich grup
badanych. Zwiazek ze SOZN wykazal haplotyp TTG, natomiast tendencje w kierunku asocjacji
z SWZN haplotyp CCA. Haplotyp wykazujacy tendencje w kierunku ochrony przed ujawnieniem
si¢ IZN to CTT. Niestety efekty te zostaly zniesione po permutacji. Inne badania roéwniez nie
potwierdzity zwiazku haplotypéw z odpowiedzig na steroidy u pacjentow z IZN dla markerow:
Gly412Gly, Ala893Ser/Thr, lle1145lle [29, 82, 206]. Wasilewska i wsp. [199] wykazali wyzsza
czestos¢ wystepowania haplotypu TTT u pacjentéw z p6zna odpowiedzig na steroidy (czas remisji
>7 dni) w poréwnaniu z pacjentami z wczesng odpowiedzig na steroidy (Czas remisji < 7 dni).

Istotny jest rowniez fakt, ze Pgp funkcjonalnie powiazana jest z cytochromami, ktore
biora udzial w metabolizowaniu lekow. Chiou i wsp. [27] badali polimorfizm CYP3A5 (A6986G)
w odniesieniu do zjawiska steroidoopornosci u pacjentow z IZN. Wykazali trend zwigzku,
jednakze SNP nie osiagnat istotnosci statystycznej. Sugerowatoby to sprawdzenie polimorfizméw

genow kodujacych cytochromy réwniez w badanej populacji polskiej.
Gen bialka szoku cieplnego 90a (HSP90AAL)

Hsp90 jest bardzo waznym biatkiem, ktore bierze udziat w aktywowaniu translokacji
receptora GRa do jadra, jak i jego transaktywacji [53]. Domena NTD jest miejscem wigzania
nukleotydow, w tym ATP, ktore stabilizuje rearanzacj¢ domeny w ten sposob, ze ramiona
spotykaja si¢ w dimeryzowanej zamknigtej konformacji, co promuje hydroliz¢ ATP. Receptor
GRa jest biatkiem ,,klientem” (ang. clients) dla Hsp90. Sama za$§ aktywno$¢ GRa regulowana jest
poprzez domeng wiazaca ligand (LBD), najbardziej helikalng strukture z kieszonka wiazaca
ligand zlokalizowana w rdzeniu domeny [93].
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Stosunkowo niewiele jest danych na temat zmian molekularnych w genie kodujacym
biatko Hsp90a. Pierwsze eksperymenty, ktore poszukiwaly roli tego biatka w zjawisku
steroidoopornosci, skupione byly na badaniu jego ekspresji. Ouyang i wsp. [137] wykazali, ze
ekspresja 1 jadrowa lokalizacja Hsp90 byly zwigkszone w PBMC pacjentow ze SOZN.
Mechanizm ten nie byt do konca poznany, w zwigzku z czym w kolejnych badaniach podjeli
probe jego wytlumaczenia, w ktorych wykazali, ze to wiasnie akumulacja Hsp90 w jadrze
wzmacnia interakcje GRa-Hsp90, a tym samym zmniejsza zdolno$¢ wigzania receptora GRa
do sekwencji GRE w DNA. Wskazuje to na fakt, ze jadrowe wzmocnienie Hsp90 jest powigzane
z opornosciag na GKS u pacjentow z IZN. By¢ moze u tych pacjentow dochodzi
do nieprawidlowosci zwigzanych z przemieszczaniem Hsp90, w wyniku czego akumuluje si¢ ono
w jadrze i nie moze powroci¢ do cytoplazmy. Catkowita nadekspresja Hsp90 jest wtedy mniej
istotna [138]. Natomiast Kang i wsp. [89] wykazali, ze IL-6 zwigksza ekspresje Hsp90
w cytoplazmie, aczkolwiek ma to niewielki wptyw na jego jadrowa dystrybucje i odpowiedz
komoérek PBMC na GKS, ktore pozostaty niezmienione. Wynika to z faktu, ze catkowity poziom
Hsp90 nie jest kluczowym czynnikiem wplywajacym na odpowiedz na GKS w komorkach
PBMC. Wykazano rowniez, ze poziom ekspresji GRo byt taki sam u pacjentow
z IZN, jak i w grupie kontrolnej, podczas gdy ilos¢ jadrowego Hsp90 zwigzanego z GRa byta
znaczaco wyzsza u pacjentow z SOZN w poréwnaniu z grupg z SWZN i grupg kontrolng [89].
Mechanizm ten mozna wytlumaczy¢ tym, ze GRa utrzymywany jest w cytoplazmie poprzez
tworzenie kompleksu z Hsp90, ktory w ten sposob zastania jego NLS. W tej sytuacji dysocjacja
Hsp90 z kompleksu jest podstawowym warunkiem, aby doszto do translokacji GRa do jadra.
Z drugiej strony, maszyneria biatek towarzyszacych, w tym Hsp90, jest wymagana
do regulowania translokacji i pelni wazng role regulacyjng wpltywu GKS na utrzymywanie
receptora GRa w jadrze w stanie fizjologicznym. Nadekspresja Hsp90 bedzie wigzala si¢ z jego
kierowaniem do jadra, a skutkiem bedzie hamowanie aktywnosci transkrypcyjnej genow
zaleznych od GRa [89]. Ouyang i wsp. [138] wykazali rowniez, ze poziom mRNA Hsp90 byt
znaczaco wyzszy u pacjentow z IZN w stosunku do kontroli oraz u pacjentow z SOZN
w poréwnaniu z pacjentami z SWZN. Subkomoérkowa lokalizacja Hsp90 u pacjentow z SOZN
byla wyzsza w jadrze komorkowym w stosunku do grupy z SWZN. Sprecyzowano réwniez, ze
zmieniony poziom Hsp90 wplywa na funkcje receptora GRa 1 odpowiedZz na GKS, przy
jednoczesnej niezmienionej ekspresji GRa czy stosunku ekspresji Hsp90 do GRa [137]. Jest Kilka
hipotez, ktore moga thumaczy¢ to zjawisko. Z jednej strony moze by¢ taka sytuacja, Zze receptor
GRa ma obnizong zdolno$¢ wigzania Hsp90 w cytoplazmie, w wyniku czego jest wiecej wolnego
Hsp90, ktore przemieszcza si¢ do jadra. Z drugiej strony Hsp90 jest tak silnie zwigzany z GRa, ze
nie oddysocjowuje od kompleksu GRa-Hsp90 i taki heterokompleks przemieszcza si¢ do jadra i
nie moze wroci¢ do cytoplazmy. Skutek moze by¢ taki, ze GRa nie jest w stanie prawidlowo

funkcjonowa¢, a GKS nie moga prawidlowo wywiera¢ swoich terapeutycznych wlasciwosci.
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Prowadzi to do obnizania lub zapobiegania wigzania GRa z GKS, a forma kompleksu Hsp90
zastania w receptorze GRo domeng wigzania DNA (DBD).

Geldanamycyna (GA) jest inhibitorem Hsp90 wigzacym si¢ do domeny NTD
i regulujacym jego konformacje, a przez to hamuje jego aktywnos¢ jako biatka opiekunczego
[137]. Eksperymenty in vitro na liniach komoérkowych steroidoopornych i steroidowrazliwych
z zastosowaniem GA wskazaty, ze hamowanie Hsp90 zwigzane jest ze spadkiem wrazliwosci na
GKS. Potwierdza to rol¢ Hsp90 w odpowiedzi na GKS [137]. Badano réwniez nieprawidtowsa
ekspresje Hsp90 w kompleksie z receptorem GRo u pacjentow ze stwardnieniem rozsianym
w aspekcie terapii GKS. Molekularne mechanizmy braku odpowiedzi na GKS powigzano
ze zwickszong obecnoscia Hsp90 w cytoplazmatycznym kompleksie z GRa, prowadzac
do zahamowania translokacji GRa do jadra. Hsp90 moze tez dziata¢ jako negatywny regulator
aktywnos$ci promotora GRa [121]. O roli jadrowego Hsp90 w jadrowej retencji receptora GRa
pisali takze Tago i wsp. [182] wspomagajac si¢ badaniami in vitro. Wykazali oni rowniez, ze
inhibitory Hsp90, takie jak: GA czy radikikol (Rad) znaczgco przyspieszaja eksport receptora
GRa po usunigciu ligandow: deksametazonu, kortykosteronu. Pozwala to spojrze¢ w sposoéb nowy
na molekularng regulacje mechanizmu dziatania GKS powigzang z patogeneza steroidoopornosci
w leczeniu klinicznym.

W genie HSP90AAL zidentyfikowano siedem zmian punktowych, z czego pi¢¢ z nich
dominowato w intronach a pozostate dwa byly w eksonach. Wszystkie polimorfizmy posiadaty
adnotacje w bazie danych SNP NCBI. W przypadku trzech wariantow polimorficznych:
rs4586364 (T>C), rs7155973 (T>C) i rs6575895 (G>A) zlokalizowanych odpowiednio
w intronach 3, 8 i 10, nie zaobserwowano istotnych statystycznie zwigzkéw porownujac zarowno
grupy pacjentow z SOZN i SWZN, jak i calg grupe pacjentow z IZN z grupg kontrolna.
W pozostatych dwoch przypadkach intronowych zmian: rs3742429 (intron 6) i rs2298877 (intron
10), nie wykazano korelacji z odpowiedziag na leczenie steroidami w badanej grupie pacjentow
z 1ZN. Aczkolwiek pierwszy z nich wykazywal tendencj¢ w kierunku zmniejszania ryzyka
zachorowania na IZN u nosicieli allelu C w uktadzie heterozygotycznym w modelu addytywnym
(CT vs TT) oraz dominujagcym (CC+CT vs TT), jak i samego allelu C. Takze kolejny badany
polimorfizm wskazywal na bliskg asocjacj¢ w kierunku zmniejszania ryzyka zachorowania
na IZN dla samego allelu A, jak 1 w ukladzie homozygotycznym i/lub heterozygotycznym
w dominujagcym modelu poréwnawczym (AA+GA vs GG). Zmiany synonimiczne w eksonie 6 -
Asn360Asn (rs4947) oraz w eksonie 10 — Arg612Arg (rs346449988) nie wykazaly zwigzku
zardwno z fenotypem steroidoopornosci, jak 1 podatnoscig na wystapienie IZN. Polimorfizmy te
dotyczyly odpowiednio domen NTD 1 C-koncowej (CTD). Brakuje danych literaturowych, ktore
potwierdzityby pozyskane wyniki w aspekcie zjawiska steroidoopornosci powigzanego z 1ZN.

Urban i wsp. [194] dokonali analizy molekularnej genéw HSP90AAL oraz HSP90AB1
majacej charakter poznawczej charakterystyki, bez korelacji ze schorzeniem. W przypadku genu
HSP90AAL zidentyfikowali oni osiem SNP. Sposérod pozyskanych wynikow zidentyfikowali dwie
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zmiany synonimiczne (Leu71Met i Glu554Asp) oraz jedng rzadka mutacje wczesnej terminacji
(GIn107X). Zmiana Glu555Asp byta rzadkim polimorfizmem zlokalizowanym w $rodku domeny
wigzacej substrat (MSBD), natomiast Leu71Met w obszarze domeny NTD. Badania ich wskazaty,
ze mutacje w MSBD wplywajg na zdolnos¢ dimeryzacji biatka. Zlokalizowali oni réwniez
polimorfizm rs4947 (Asn482Asn), wskazujac iz stanowi on posredni czynnik ryzyka oraz ze
moze wywiera¢ potencjalny efekt funkcjonalny poprzez regulacje splicingu. Zmiana ta
zlokalizowana w populacji dzieci z IZN nie wykazala istotnego statystycznie zwigzku, jednakze
uwage zwraca wysoka wartos¢ OR w poréwnaniu grup SOZN z SWZN. OR wynosito $rednio 2,
co wskazuje, ze ujawnienie si¢ tego polimorfizmu moze stanowi¢ o czynniku ryzyka ujawnienia
si¢ fenotypu steroidoopornosci w grupie pacjentow z IZN. Pomimo ze jest to zmiana
synonimiczna, wskazano, ze ciche SNP moga wplywaé na alternatywny splicing w transkrypcie
Hsp90, jednakze dalsze badania sg3 wymagane w celu zwalidowania pozyskanych wynikow [194].

Zmiany molekularne w ludzkich genach HSP90o i HSP9OB w populacji kaukaskiej badat
Passarino i wsp. [143]. Udato im si¢ zidentyfikowa¢ polimorfizmy w eksonach i ich regionach
flankujacych. Stosunkowo mato jest danych na temat zmiennosci genetycznej w ludzkich genach
kodujacych biatka Hsp90. Powyzsza grupa badawcza wykazata niskg roznorodno$¢ w regionach
kodujacych obydwu gendéw. W przypadku Hsp90a tylko jedna mutacja zmiany sensu i jedna
mutacja nonsens zostaly zaobserwowane u pojedynczych pacjentow o statusie heterozygoty.
Mutacja zmiany sensu GIn488His zlokalizowana byta w domenie CTD, gdzie zachodzi proces
dimeryzacji. Zmiana aminokwasu jest neutralna, czyli funkcjonalnie nie wptywa na ten proces
[143]. Aczkolwiek MacLean i wsp. [117] w oparciu o drozdzowy model stwierdzili, ze mutacja
GIn488His w ludzkim Hsp90a prowadzi do defektu wzrostu drozdzy i rozwoju, a wiec nie jest
ona bez znaczenia. Jednakze w przeprowadzonych badaniach na populacji polskich dzieci
z terenu Wielkopolski z IZN, mutacja ta nie ujawnila si¢, co moze sugerowac, ze by¢ moze nie
odgrywa roli w podlozu steroidoopornosci. Bardziej znaczaca okazala si¢ natomiast mutacja
zmiany ramki odczytu, zlokalizowana w eksonie 5 biatka Hsp90a. Tego typu mutacje prowadza
do ostabienia produktu genu. Poniewaz badano zdrowa populacje i W niej doszto do ujawnienia
si¢ tej zmiany, sugeruje to, ze Hsp90a moze normalnie funkcjonowaé z defektem. Aczkolwiek
na poziomie komorkowym moze to mie¢ wigksze znaczenie, jako ze sytuacje angazujace stres
1 akumulacj¢ Zle sfaldowanych i zmutowanych biatek, a niewystarczajacy poziom Hsp90a moga
stanowi¢ o czynniku ryzyka. Zaobserwowano, ze mutacje w genie typu zmiany sensu
zlokalizowane byly w regionie odnoszacym si¢ do domeny CTD, podczas gdy te nie wptywajace
na zmiany aminokwasu w domenie NTD. Sugeruje to, ze domena NTD, gdzie zlokalizowane jest
miejsce wigzania ATP, posiada silne funkcjonalne ograniczenia oraz ze zmiany aminokwasu
w tym regionie nie sg dozwolone z powodu ewentualnych dominujgcych negatywnych efektow.
Z drugiej strony, brak zmienno$ci w domenie NTD potwierdza konieczno$¢ przeprowadzenia
dalszych badan z punktu widzenia farmakogenetyki, poniewaz moze by¢ ona celem obiecujacych

nowych lekéw [143]. Wykazano rowniez, ze substytucje Ile76Leu w miejscach wigzania ATP

130



OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

w domenie NTD i Gly66Val w dodatkowym miejscu wigzania ATP w domenie CTD moga
wptywaé na zdolno$¢ wigzania ligandu przez receptor GRa i interakcje GRa-Hsp90, a w ten
sposob destabilizowa¢ GR, prowadzac do wyczerpania GRa bardziej poprzez jego degradacje,
anizeli redukcje Hsp90 [167, 173]. Odmiennie do powyzszych badan, Zhao i wsp. [211] wykazali,
ze to wlasnie zmiany konformacyjne i strukturalne bardziej niz poziom ekspresji Hsp84 (mysia
forma) mogg warunkowac kliniczng oporno$¢ na GKS przy prawidtowym formowaniu kompleksu
GRo-GKS. Dodatkowo, zwrocono uwage na wplyw zmiennoSci Hsp84 na wrazliwosé
na selektywny inhibitor Hsp90 — GA dla dalszych badan w celu wskazania roli Hsp90
w odpowiedzi na GKS.

W niniejszej pracy nie uzyskano haplotypéw genu HSP90AALl zwigzanych z SOZN
w poréwnaniu z SWZN, aczkolwiek wartoéci D’ oraz wspétezynnik korelacji r? wskazaty na silne
sprz¢zenie migdzy zmiang w eksonie 6 (rs4947) i intronie 6 (rs3742429). Sita sprzgzenia byta
wystarczajaco duza, aby efekt ten ujawnil si¢ porownujac grupg pacjentow z IZN z grupa
kontrolng. Haplotyp CC czgsciej] wystepowal w grupie kontrolnej anizeli w grupie z IZN
(p=0,044). Co prawda w wyniku permutacji efekt zostal zniesiony, aczkolwiek mozna mowic
o potencjalnej protekcyjnej roli haplotypu CC przed ujawnieniem si¢ [ZN w badanej grupie
pacjentow.

Pozyskane wyniki sugerujg niewielkg warto$¢ sprawcza zmian na poziomie DNA

oraz jednoczes$nie sugeruja konieczno$¢ zbadania poziomu mRNA Hsp90.

Gen cytokiny MIF (MIF)

MIF jest plejotropowa cytoking, ktéra ulega ciaglej ekspresji w komorkach uktadu
immunologicznego: limfocytach T, monocytach/makrofagach, a takze w komorkach nabtonka
kanalikow nerkowych w tym cewek, klebuszkoéw, blaszki $ciennej i trzewnej (podocyty),
komorkach mezangium [101, 163]. Sekrecja MIF odbywa si¢ rowniez z komorek przysadki, co
wskazuje na role MIF w regulowaniu ukladu neuroendokrynowego. Poziom MIF ro$nie razem
z ACTH w odpowiedzi na stres [18]. Wsrod najwazniejszych funkcji MIF wskazuje sig¢
na regulacj¢ funkcji makrofagéow i limfocytow T w stymulowaniu ich do ekspresji prozapalnych
cytokin, co odbywa si¢ na drodze parakrynnej lub autokrynnej oraz oddziatywanie z GKS. MIF
uwalniany jest z nerek i wywiera swoje biologiczne wtasciwosci w wielu patologicznych stanach,
takich jak: szok septyczny, zapalenie nerek czy cukrzyca. Funkcjonalne znaczenie MIF
w chorobach nerek jest demonstrowane poprzez odkrycia, w ktorych wykazano, ze neutralizujac
cytokine przeciwciatami anty-MIF, dochodzi do zapobiegania lub odwracania uszkodzen nerek
[101]. MIF jest dos¢ trudng do badan cytoking, jako ze mechanizm jej dziatania nie jest do konca
poznany. Dochodzi tutaj kwestia jej ztozonej reakcji na GKS, bowiem MIF przeciwdziata ich
efektom na uktad immunologiczny, podczas gdy same GKS indukujg sekrecje MIF przy niskich
stezeniach fizjologicznych, natomiast hamuja przy wysokich (>10°M) [101]. Przeciwdzialanie

efektom GKS przez MIF moze opiera¢ si¢ o kilka mechanizméw. Wymienia si¢ dodatnig
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regulacj¢ fosfolipazy A2, ktora jest hamowana przez GKS. Ponadto cytokina ta moze ostabia¢
ekspresje IkB indukowanej przez GKS, tym samym promuje translokacj¢ NF-kB do jadra,
w wyniku czego dochodzi do aktywacji prozapalnych szlakéw, biorgcych udziat w uszkodzeniu
nerek (Ryc. 6). MIF ttumi takze fosfatazg MKP-1, ktora inaktywuje prozapalne kinazy: ERK1/2,
JNK'i p38MAPK [1, 16, 101, 126, 127] (Ryc. 8, Ryc. 99).

Nadekspresj¢ cytokiny MIF w mysich podocytach powigzano z uszkodzeniem
ktebuszkéw nerkowych, co prowadzi do kl¢buszkowego zapalenia nerek oraz ESRD. U myszy
tych dochodzito do zlewania si¢ wyrostkow stopowatych podocytow oraz bialkomoczu [165].
Zwraca si¢ uwage na ekspresj¢ cytokin prozapalnych, takich jak: TNFa czy IL-1p w podocytach,
co jest wynikiem stymulacji komorek uktadu immunologicznego przez MIF [94]. Tym samym
moze to wplywa¢ na funkcjonalno$¢ podocytéw 1 prowadzi¢ do ich chronicznego
uszkodzenia, co w konsekwencji prowadzi do uszkodzenia klebuszkow nerkowych.

Wyrazna rola MIF i limfocytéow T w posredniczeniu w chorobach nerek wynika
z obserwacji, ze limfocyty T produkujace MIF sg wyltacznie zlokalizowane w przestrzeni ostrego
uszkodzenia tkanki, a prowadzi to do zajecia kigbuszkow z formowaniem poétksiezycow, FSGS
czy nekrotycznego zapalenia naczyn. MIF moze rowniez posrednio lub bezposrednio bra¢ udziat
w rekrutowaniu limfocytéw T do miejsca uszkodzenia zapalnego. Moze si¢ to odbywaé poprzez
zwigkszenie ekspresji chemokin i czasteczek adhezyjnych. MIF moze dziata¢ jako stymulator
proliferacji i aktywacji limfocytow T posredniczac w ten sposob w uszkodzeniach nerek poprzez
nadwrazliwo$¢ typu pdznego (ang. delayed-type hypersensitivity, DTH). W typowej reakcji DTH
centralnymi komorkami odpowiedzi immunologicznej sa limfocyty Thl, ktére przyciagaja
do miejsca toczacej si¢ reakcji immunologicznej leukocyty krwi obwodowej, gtdwnie monocyty
i neutrofile [101].

W genie MIF w wyniku analizy molekularnej dokonano detekcji siedmiu SNP
zlokalizowanych w odcinku promotorym, 3’UTR i intronach oraz jednego mikrosatelitarnego
STR w odcinku promotorowym. Wszystkie polimorfizmy znajdowaty si¢ w bazie SNP NCBL
Zmiany w intronach 1 i 2 (rs2096525 i rs2070766) nie wykazywaly zwigzku zar6wno
z fenotypem steroidoopornosci, jak i z IZN. Brak danych o wplywie tych zmian
na steroidooporno$¢ zwigzang z IZN. Silne sprze¢zenie miedzy tymi polimorfizmami wykazali
Zheng i wsp. [212] w odniesieniu do choroby Behgeta zwigzanej z uktadowym zapaleniem
naczyn w populacji chinskiej. Nie stwierdzono réwniez zwigzku wariantow SNP odcinka
promotorowego -173G>C (rs755622) oraz -74A>T (rs112568463) z SOZN, jak rowniez z I[ZN
w badanej grupie polskich dzieci. Jedynie w przypadku zmiany -74A>T mozna wskazywaé
na tendencj¢ w Kierunku asocjacji ze zmniejszonym ryzykiem wystapienia fenotypu
steroidoopornosci w porownaniu grup SOZN z SWZN. Brak danych literaturowych, ktore
potwierdzilyby t¢ zalezno$¢.

Znaczenie polimorfizmu -173G>C wynika z faktu, ze wariant C zwigksza ekspresj¢
cytokiny MIF poprzez tworzenie miejsca odpowiedzi na biatko aktywujace AP-4 (ang. activator
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protein 1) w promotorze genu MIF [12]. Wyniki pozyskane dla niniejszej pracy roznig si¢
od niektorych opublikowanych badan. Berdeli i wsp. [12] stwierdzili zwigzek polimorfizmu -
173G>C z SOZN w populacji tureckiej. Ponadto wykazali zwigkszong czgstos¢ wystgpowania
genotypu GC 1 allelu C u pacjentéw z IZN, a po sklasyfikowaniu ich na SO i SW, zanotowali
okoto 20-krotnie wigksza dystrybucj¢ genotypu CC w grupie pacjentoéw z SOZN. Co wiecej,
nosicielstwo allelu C korelowatlo z obrazem histopatologicznym typu FSGS i nefropatii IgM.
Pacjenci z genotypem CC byli w grupie zwickszonego ryzyka trwalej niewydolnosci nerek oraz
ESRD [12].

Odnoszac si¢ do specyficznej relacji pomigdzy cytoking MIF a GKS sugeruje si¢, ze moze
by¢ ona potencjalnym terapeutycznym celem. Skorelowanie wyniku genotypu CC z parametrami
klinicznymi typu: biatkomocz, krwinkomocz, stopien uszkodzenia nerek, obraz histopatologiczny
oraz odpowiedz na leczenie steroidami, moze mie¢ bardzo duzg warto$¢ predykcyjna przebiegu
choroby. Okreslenie genotypu MIF w grupie pacjentow z IZN moze by¢ uzytecznym narzedziem
przepowiadania odpowiedzi na GKS, co dla klinicystow moze stanowi¢ wazny wskaznik doboru
odpowiedniej terapii. Vivarelli i wsp. [222] rowniez wykazali, ze czgsto$¢ allelu wysokiej
ekspresji C byla wyzsza u pacjentow z IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng wsrod populacji
wloskiej oraz dodatkowo allel C wystepowal czgsciej w grupie pacjentow z SO fenotypem
w porownaniu z SW. Roznice te SciSle korelowaty z wynikiem histopatologicznym FSGS.
Dodatkowo nosiciele allelu C wykazali wigksze prawdopodobienstwo ESRD w poréwnaniu
do homozygot GG. Uwidacznia to waznos$¢ przeszukiwania genotypow cytokiny MIF na poczatku
choroby, w celu identyfikacji pacjentow oraz odpowiedniego podejscia terapeutycznego.
Na mozliwg patogenng role polimorfizmu -173G>C cytokiny MIF w chorobach nerek wskazali
réwniez Tripathi i wsp. [188], ktorzy zaobserwowali wyzsza czestos¢ allelu C u pacjentow
z ESRD. Patogennos$¢ tej cytokiny mozna wytlumaczy¢ jej rola fizjologicznego kontrregulatora
przeciwzapalnych efektoéw GKS. Genetyczne predyspozycje do wiekszej produkcji MIF moga
przyczynia¢ si¢ do hamowania przeciwzapalnych wtasciwosci endogennych GKS, przesuwajac
rownowage w swoja strone, co bedzie sprzyjato reakcjom zapalnym. Tong i wsp.[186] powigzali
obecnos¢ polimorfizmu MIF -173G>C ze zwigkszonym ryzykiem chordb nerek gtdéwnie u dzieci.
Natomiast uzyskany w populacji polskiej wynik [179] korelowat z wynikami Choi i wsp. [28],
ktorzy wykazali brak zwiagzku polimorfizmu w genie MIF -173G>C z klinicznymi parametrami,
obrazem histopatologicznym nerek i odpowiedzig na steroidy w populacji koreanskiej. W innych
badaniach polimorfizm -173G>C nie wykazywat zwiazku z UC w populacji japonskiej [170], jak
rébwniez nie przyczynial si¢ do stabej odpowiedzi na prednizon w badaniach in vivo u dzieci
z ostra biataczka limfoblastyczng w populacji wloskiej [214]. Natomiast polimorfizm ten
powigzano ze zwigkszonym ryzykiem gruzlicy w populacji chinskiej [204] oraz z podatnoscia
rozwoju tuszczycowego zapalenia stawow w populacji meksykanskich Metysow [125].

Polimorfizm mikrosatelitarny rs5844572 (CATTsg) wiaze przysadkowy czynnik
transkrypcyjny Pit-1 (ang. pituitary transcription factor 1) [18, 48]. Liczba powtorzen CATT
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zwigzana jest ze zwigkszong ekspresja MIF [18]. Brak jest danych na temat roli tego
polimorfizmu w odpowiedzi na steroidy u pacjentéow z IZN. W badanej populacji polskich dzieci
najliczniej wystepowat allel CATT6, natomiast CATT8 nie ujawnit si¢ [179]. Genotyp
CATTs/CATTs opisywany w literaturze jako genotyp ,,niskiej ekspresji’’ [48] wystepowat
istotnie statystycznie czgéciej w grupie pacjentow z SOZN w porownaniu z SWZN. Natomiast
Baugh i wsp. [11] badali ten polimorfizm u pacjentow z RZS. Powigzali oni allel CATT5
z tagodniejszg formg RZS, stad homozygoty CATTS/5S uznano za marker ochronny przed
rozwojem cigzkiej postaci choroby [11]. Allele ,,wysokiej ekspresji’” -794 CATT7 i -173 C
powigzano z wczesnym ujawnieniem RZS [112] oraz podatno$cig na SLE [39, 162]. Natomiast
Yanlin i wsp. [204] skorelowali genotypy CATT7/X+CATT8/X ze zwigkszonym ryzykiem
gruzlicy. Réwniez Shiroeda i wsp. [170] sugerowali, ze ilos¢ powtorzeh CATT w promotorze
genu MIF moze by¢ powiagzana z rozwojem UC oraz jego stopniem zaawansowania. Wykazali
zwigzek genotypu CATTS5/S z zahamowaniem rozwoju UC, natomiast CATT7/7 z rozwojem UC
i wzrostem zapalenia. Jednakze pozyskane wyniki nie osiggnety progu istotnosci statystycznych.
Ishiguro i wsp. [76] potwierdzili role MIF w patomechanizmie steroidoopornosci u pacjentow UC
opartg o $ciezkg sygnalowa p38MAPK. Wskazuje to na fakt, ze zmiany w genie MIF moga
predysponowac¢ do zmienionej podatnosci lub zaostrzenia chordb zapalnych czy infekcyjnych
[153]. Natomiast Wang i wsp. [196] wskazali na role¢ MIF w powstawaniu steroidoopornosci
u pacjentéw z SLE poprzez wplyw na $ciezke sygnatlowg NFkB/IkBa.

W niniejszej pracy polimorfizmy odcinkéw 3°’UTR nie wykazaly asocjacji z 1ZN
w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Odnotowano natomiast rol¢ polimorfizméw rs2070767 (T>C)
oraz 152000466 (T>G) w odpowiedzi na terapi¢ steroidami. Pierwszy z nich wykazal zwigzek
allelu T w uktadzie heterozygotycznym z fenotypem steroidoopornosci w addytywnym modelu
w poroéwnaniu grup SOZN i SWZN (CT vs CC), wskazujac na jego role jako markera ryzyka.
W przypadku drugiego polimorfizmu wariant genetyczny z G w ukladzie heterozygotycznym
wykazywal zwigzek z fenotypem staroidowrazliwo$ci w modelu addytywnym oraz w uktadzie
homozygotycznym w dominujagcym modelu w takim samym poréwnaniu jak powyzej (TG vs TT
i1 GG+TG vs TT). Tendencje w stron¢ markera ochronnego przed ujawnieniem si¢ fenotypu
steroidoopornosci wykazywat trzeci polimorfizm obecny w obszarze 3’UTR rs34383331 (T>A).
Rola zmian w tych obszarach wydaje si¢ by¢ bardzo istotna ze wzgledu na kontrole mRNA
poprzez elementy regulatorowe w 3°UTR, jak sekwencja ARE, ktéra kontroluje stabilnos¢
mRNA, a takze sygnaty, ktore reguluja wewnatrzkomorkowg lokalizacje tran skryptu [16, 17].
Posrednio mozna wnioskowa¢ o roli pozyskanych zmian w 3’UTR w funkcjonalnosci
czy stabilnos$ci transkryptu.

Analiza korelacji migdzy polimorfizmami -173G>C (rs755622) i CATTs.g (rs5844572)
wykazata, ze genotyp CATTs6_GG wystgpowal istotnie statystycznie czesciej w grupie
pacjentow z SOZN w poréwnaniu z SWZN. Haplotyp GA polimorfizméw obszaru 3’UTR

(rs34383331 1 1s2000466) wskazywat na zwigzek z fenotypem steroidowrazliwosci w porownaniu
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grup pacjentow z SOZN z SWZN, jednakze analiza permutacji nie potwierdzita tego.
Nie wykazano korelacji haplotypow z podatnoscig na IZN. Liczba powtorzen i allel C powigzane
sa ze wzrostem aktywnosci promotora, jednakze nie ma wyraznych danych wskazujacych
na zwigzek pomiedzy tymi polimorfizmami a regulacjg transkrypcji genu MIF. Analiza LD
polimorfizméw -173G>C i -744 CATT wykazala, ze w badanej populacji polskiej najczesciej
wystepowatl haplotyp CATT6 G, natomiast najrzadziej CATT7_G, bez sprzezen z badanymi
grupami.

Praktyczne podejscie analiz molekularnych wskazuje, ze wiedza o genotypach pacjentow
moze oferowaé prognostyczng wartos¢, jak rowniez by¢ wskazaniem do zastosowania
potencjalnej terapii anty-MIF. Neutralizacja MIF przeciwcialami wydaje si¢ mie¢ same korzysci:
redukcja uszkodzen nerek czy $rodmigzszowych zapalen [18, 115]. Wsrod testowanych
inhibitorow MIF znalazty si¢ chemiczne, takie jak: NAPQI1, ISO-1 czy roslinne: kurkuma, kwas
kawowy, dziatanie ich opiera si¢ na hamowaniu aktywnos$ci tautomerycznej MIF oraz antagonisci
MIF-CD74 [34, 202]. Szczegolnego znaczenia upatruje si¢ w analizie cytokiny MIF krazacej
we krwi jako biomarkera opornosci na steroidy [16].

Podsumowanie

Badania z zakresu molekularnego podtoza mechanizmu steroidoopornosci towarzyszacej
IZN nie ograniczaja si¢ do szlakow receptora GR czy dziatania transporteréw btonowych.
Dotycza rowniez kaskad sygnalizacyjnych cytokin, enzyméw metabolizujacych leki czy biatek
bezposrednio zwigzanych ze strukturami bariery filtracyjnej ktgbuszka nerwowego.

Wsrod potencjalnych czynnikdw zaanagazowanych w podloze steroidoopornosci
wskazuje si¢ na role biatek SOCS, ktore sa negatywnymi regulatorami kaskady sygnalizacyjne;j
cytokin zaleznej od szlaku JAK/STAT. Badana grupa pacjentow byla poddana analizie przez
zespot Ostalskiej-Nowickiej i wsp. [136], ktory powigzal wzrost ekspresji mRNA SOCS3 i
SOCS5 w PBMC ze wskaznikiem streoidoopornosci u dzieci z 1ZN. Zaorska i wsp. [210]
poszukiwali przyczyn tych zmian na poziomie DNA. Niestety nie wykazano obecno$ci
sprawczych mutacji oraz polimorfizméw w genach SOCS1, SOCS3 i SOCS5, co sugeruje, ze
wzrost ich ekspresji powigzany jest z innymi mechanizmami. W tej sytuacji trudno oceni¢ ich
warto$¢ jako biomarkerow steroidoopornosci. Jafar i wsp. [81] badali polimorfizmy w genach
kodujacych cytokiny wychodzac z zalozenia, ze mogg one wptywaé na podatno$¢ lub kliniczny
przebieg IZN. Zaobserwowali silny zwigzek dla wszystkich badanych polimorfizméw genow: IL-
4, IL-6, TNF-a z IZN u dzieci z IZN w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wyniki te sugeruja, ze
badane zmiany moga wptywa¢ na podatno$é¢ zachorowania na IZN oraz odpowiedz na steroidy.
Cheong i wsp. [25] analizowali réwniez role biatka kodowanego przez gen GLCCI1. Biatko to
ulega ekspresji w podocytach i komorkach mezangium. Jego funkcja nie jest do konca poznana,
ale brak biatka powigzano z uszkodzeniami bariery filtracyjnej, zas fakt, ze ekspresja tego genu

indukowana jest przez GKS, sugeruje, ze moze by¢ on wczesnym markerem apoptozy
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indukowanej przez GKS. Wykazano brak zwigzku SNP genu GLCCI1 oraz odpowiedzig na GKS
pacjentdéw z ZN w populacji koreanskiej. Odmiennie polimorfizmy w genie GLCCI1 powigzano
ze spadkiem odpowiedzi na inhalowane GKS u pacjentdw z astmg [183], jak rowniez mniej
wydajng terapig GKS u pacjentéow z RZS [151]. Na uwage zastuguje rowniez przedreceptorowy
metabolizm GKS, w ktérym role odgrywaja enzymy 11B-HSD I i 11B8-HSD Il. Enzymy te
metabolizujg nie tylko nieaktywne endogenne steroidy, jak kortyzon do aktywnego koryzolu, ale
rowniez egzogenne steroidy podlegajace temu mechanizmowi. Przyktadem jest przeksztatcanie
pod wplywem 11B-HSD1 nieaktywnego prednizonu do aktywnego prednizolonu [63].
Spekulowa¢ mozna nad zaburzeniami w rownowadze migdzy tymi enzymami, ktore moga
prowadzi¢ do opornosci. Sai i wsp. [164] wykazali wzrost ekspresji 118-HSD2 u pacjentow
z oporng na leczenie sterydami biataczkg limfoblastyczng u ktérych zastosowano prednizon.
Natomiast w przypadku deksametazonu, jest on stabo inaktywowany, co wskazuje na jego lepsze
wlasciwosci terapeutyczne. Ostalska-Nowicka i wsp. [135] wykazali rowniez, ze nadmierna
ekspresja $rodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn krwiono$nych (VEGF-C) w cytoplazmie
podocytow i towarzyszace jej parakrynowe dziatanie tego czynnika na komorki §rodbtonka, moze
wskazywac na potencjalng role tego czynnika w patomechanizmie SOZN u dzieci.

Bazujac na powyzszych informacjach, mozna wnioskowac, ze poszukiwanie podioza
steroidoopornosci jest bardzo $cisle zwigzane z czynnikami sprawczymi jednostki chorobowe;,
w ktorej to zjawisko si¢ obserwuje. Badania wskazuja na potencjalng role regulacji
epigenetycznych, takich jak metylacja DNA czy ekspresja miRNA, ktore moga odgrywac¢ wazng
rolg¢ w indukowaniu steroidoopornosci wywotanej stresem [88].

Pozyskane wyniki muszg by¢ interpretowane z ostrozno$cig, bowiem badania asocjacyjne
nie s3 idealnym modelem badawczym. Gtowny problem w tego typu badaniach dotyczy doboru
grup badanych. Proby powinny by¢ pobierane z tych samych grup etnicznych [59]. Naktadanie si¢
populacji prowadzi do wynikow falszywie pozytywnych [109]. Wazne jest rowniez, aby proby od
pacjentow oraz osOb bez objawow choroby, byly pobierane z tego samego obszaru
geograficznego lub nalezy zebra¢ informacj¢ dotyczaca historii rodziny, w celu sprawdzenia
podobnej dystrybucji pomigdzy grupa pacjentdow a grupa kontrolng [59, 109]. Co w przypadku
niniejszych badan w pelni zostalo zrealizowane. Dodatkowo pojawiaja si¢ problemy
interpretacyjne. Powodem niepowtarzalnosci wynikow badan CCS moze by¢ fakt, ze zlozone
choroby moga mie¢ wiele genow sprawczych wywierajacych od matych do umiarkowanych
efektow. Zdolnos¢ wykrycia tego efektu jest niska w pojedynczych badaniach 1 wowczas
stwierdza si¢ niepowtarzalno$¢. Czgsta niezgodno$¢ wynikdéw podczas proby powielenia badan
moze rowniez wynikac ze sposobu analizy, w ktorej odrzuca si¢ interpretacje wartosci p . Odbywa
si¢ to w oparciu o liczbe gendéw kandydujacych czy testowanych SNP, mutacji genetycznych
roznicujacych czgstos¢ i wpltyw populacji, z doboru pacjentéw opartego na réznych kryteriach
Klinicznych oraz oddzialywania z czynnikami $rodowiskowymi, ktore roznicujg populacje [109,
181].
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Osiagnicte rezultaty niniejszej rozprawy wskazuja, ze steroidooporno$¢ nadal pozostaje
mechanizmem nieznanym i skomplikowanym. Trudno okresli¢ pojedyncze czynniki sprawcze,
ktore bylyby zaangazowane w jej etiologi¢. Dodatkowo z uwagi, ze towarzyszy wielu ztozonym
autoimmunologicznym schorzeniom, w tym IZN, sugeruje si¢, ze nie ma jednoznacznego wzorca
jej patomechanizmu. Na tej podstawie konieczne jest poszerzenie warsztatu badawczego o kolejne
geny oraz stworzenie sieci zalezno$ci mi¢dzy nowymi a juz zbadanymi, celem tworzenia baz
danych. Zgromadzony zasob informacji pozwoli zapewne w przysztosci poznaé ztozonosé

mechanizmu jakim jest steroidoopornos¢.
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WNIOSKI
Whioski ogolne:

1. Stwierdzono, iz potencjalng rol¢ genow kandydujacych zwigzanych z odpowiedzig
na leczenie steroidami moga peli¢ geny ABCB1 i MIF, czego nie wykazano dla genow
NR3C1 i HSP90AAL.

2. Zidentyfikowane zmiany w wytypowanych genach mogg odgrywac role predykcyjng lub
protekcyjng zaro6wno w odniesieniu do zjawiska steroidoopornosci zwigzanego
z idiopatycznym zespotem nerczycowym, jak i w odniesieniu do samego zespotu

Nerczycowego.
Whioski szczegdtowe:

1. Analiza molekularna pozwolita na zidentyfikowanie zmian w wytypowanych genach
w badanej populacji, w tym siedem polimorfizméw w genie NR3C1, dwadziescia sze$¢
polimorfizméw w genie ABCB1, siedem polimorfizméow w genie HSP90AAL, osiem
polimorfizméw w genie MIF oraz pojedyncze mutacje punktowe w rejonach
niekodujacych genow HSP90AAL i MIF.

2. W wyniku analizy asocjacyjnej polimorfizméw wyodrgbnionych genéw w podgrupach

pacjentow ze steroidoopornym i steroidowrazliwym zespotem nerczycowym stwierdzono:
- potencjalng protekcyjna role polimorfizmu rs2235033 (T>C) genu ABCB1 przed
ujawnieniem si¢ fenotypu steroidoopornosci,

- potencjalny zwigzek polimorfizméw genu MIF rs2070767 (C>T) z ujawnieniem si¢
fenotypu steroidoopornosci (rola predykcyjna) oraz rs2000466 (T>G) i rs34383331
(T>A) z ujawnieniem si¢ fenotypu steroidowrazliwosci (rola protekcyjna),

- potencjalng role predykcyjng steroidoopornosci alleli ,,niskiej ekspresji” polimorfizmu
-7194CATTs.,

- korelacje genotypow CATT5/6_GG polimorfizméw -794CATTsg i 1S755622 oraz ich

taczony zwigzek z fenotypem steroidoopornosci,

- brak zwigzku polimorfizméw genéw NR3C1 i HSP90AAl 1z fenotypem

steroidoopornosci lub steroidowrazliwosci.

3. W wyniku analizy asocjacyjnej polimorfizmow wytypowanych gendéw w grupie

pacjentow z idiopatycznym zespotem nerczycowym i grupie kontrolnej odnotowano:
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- potencjalny zwigzek polimorfizméw genu ABCB1 Ser400Asn i rs2235033 (T>C)
ze zmniejszonym ryzykiem oraz rs10276036 (G>A) i Gly412Gly ze zwigkszonym

ryzykiem zachorowania na idiopatyczny zespot nerczycowy

- potencjalng role protekcyjng polimorfizmu rs2298877 (A>G) genu HSP90AAL przed

ujawnieniem si¢ idiopatycznego zespolu nerczycowego,

- brak zwigzku polimorfizméw genu NR3C1l i MIF 2z idiopatycznym zespotem

nerczycowym.

. W analizie nierbwnowagi sprzezen zaobserwowano silne sprzezenia migdzy

polimorfizmami:

- Glu22Glu i Arg23Lys genu NR3C1,

- 1s2235048, rs1045642, rs2032583, rs2235040, rs2235046, rs2235013, rs1128503,
rs2235035, rs1922240, rs2235033, rs10276036, rs10276036, rs2032582 genu ABCB1,

- 152298877, rs3742429 i Asn460Asn genu HSP90AAL,
- 152096525, rs2070766, rs2000466, rs34383331 oraz -794CATTsg i 1s755622 genu MIF.

. Analiza asocjacyjna haplotypow wytypowanych genéw w badanej populacji dzieci
ze steroidoopornym i steroidowrazliwym zespotem nerczycowym wykazata:

- potencjalny zwigzek haplotypu TTG (rs2032582 rs2235033 rs1045642) genu ABCB1
z fenotypem steroidoopornosci (rola predykcyjna),

- brak zwiazku haplotypow genow NR3C1, HSP90AAl oraz MIF z fenotypem

steroidoopornosci lub steroidowrazliwosci.

Analiza asocjacyjna haplotypow wytypowanych genow NR3C1, ABCB1, HSP90AAL oraz
MIF w calej badanej grupie dzieci z idiopatycznym zespotem nerczycowym i grupie
kontrolnej nie wykazala zwigzku zadnego z nich z idiopatycznym zespotem
nerczycowym.

Analiza nierownowagi sprzgzen wszystkich zidentyfikowanych polimorfizméw 1 ich
haplotypow tacznie w obregbie genéw NR3C1, ABCB1, HSP90AAL i MIF nie wykazata

korelacji miedzy nimi w badanej populacji.
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STRESZCZENIE

STRESZCZENIE

Idiopatyczny zespot nerczycowy (IZN) jest najczgsciej spotykana, stanowiaca ponad 90%
przypadkow, postacig ZN u dzieci pomigdzy 1 a 10 rokiem zycia. Podstawa wyboru steroidow
w leczeniu IZN, byty wstepne hipotezy o roli czynnikow immunologicznych w patofizjologii
choroby. Jednakze pacjenci wykazuja rézna odpowiedz na leczenie steroidami, co pozwolito
na zr6znicowanie ZN na steroidowrazliwy i steroidooporny.

Celem pracy bylo poszukiwanie genoéw kandydujacych zwigzanych z odpowiedzig
na leczenie steroidami oraz identyfikacja zmian w tych genach w grupie 71 dzieci z IZN w tym 41
steroidoopornych i 30 steroidowrazliwych oraz w grupie 30 dzieci zdrowych. Na drodze analizy
asocjacyjnej czestosci genotypow i alleli wykrytych polimorfizmow, jak rowniez ich haplotypow
w badanych grupach, starano si¢ oszacowa¢ ich potencjalny zwigzek z fenotypem
steroidoopornosci lub steroidowrazliwosci, jak i z samym IZN.

Wytypowano cztery geny, ktore zostaly poddane analizie genetycznej za pomoca techniki
sekwencjonowania metoda Sangera (polimorfizmy typu SNP) oraz elektroforezy kapilarnej
(polimorfizm powtorzen tandemowych CATT, STR). Programy Sequencing Analysis oraz Peak
Scanner Software umozliwity zidentyfikowanie zmian w badanych genach. Cato$¢ poddano
analizie statystycznej z wykorzystaniem aplikacji GraphPad Prism, natomiast oszacowanie
nierownowagi sprz¢zen (LD) przeprowadzono za pomoca programow HaploView, PHASE i EH.

W wyniku genotypowania udato si¢ zidentyfikowa¢: w genie NR3C1 dziewigé
polimorfizméw, w genie ABCB1 dwadziescia sze$¢ polimorfizmow, w genie HSP90AAL siedem,
w genie MIF osiem polimorfizmoéw oraz pojedyncze mutacje punktowe w rejonach niekodujacych
genow HSP90AAL i MIF.

W niniejszym badaniu nie wykazano zwiazku zidentyfikowanych polimorfizmow genu
NR3C1 z fenotypem steroidoopornosci lub steroidowrazliwosci, jak i z samym 1ZN. W przypadku
genu ABCBL stwierdzono potencjalny wplyw protekcyjny polimorfizmu rs2235033 (T>C) przed
ujawnieniem si¢ fenotypu steroidoopornosci oraz zachorowaniem na IZN w badanej grupie
chorych. Zwiazek ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na IZN odnotowano rowniez
w przypadku innego polimorfizmu tego genu - Ser400Asn. Odmiennie polimorfizmy rs10276036
(G>A) 1 Gly412Gly byly zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania na IZN. Stwierdzono
brak zwigzku polimorfizméw genu HSP90AAl z fenotypem  steroidoopornosci
lub steroidowrazliwo$ci, natomiast polimorfizm rs2298877 (A>G) tego genu wykazywat
tendencje w kierunku roli protekcyjnej przed ujawnieniem si¢ IZN. Odnotowano potencjalng role
polimorfizmow genu MIF: rs2070767 (C>T) - w ujawnieniem si¢ fenotypu steroidoopornosci
oraz rs2000466 (T>G) i rs34383331 (T>A) - w ujawnieniem si¢ fenotypu steroidowrazliwosci.
Ponadto powigzano allele ,,niskiej ekspresji” polimorfizmu STR -794CATTsg tego genu
ze zwickszonym ryzykiem wystapienia ZN opornego na terapi¢ steroidami. Podobny zwigzek
uzyskano dla skorelowanych genotypow CATT5/6 GG polimorfizméw -794CAT Tsg i rs755622.

Brak asocjacji polimorfizmoéw genu MIF z IZN.
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W analizie LD odnotowano zwigzek haplotypu TTG (rs2032582 rs2235033 rs1045642)
genu ABCBL1 z fenotypem steroidoopornosci W badanej populacji, co sugeruje, ze moze petnic
role markera predykcyjnego odpowiedzi na steroidy. W pozostatych przypadkach nie wykazano
istotnych statystycznie roznic w czestoSciach wystgpowania poszczegdlnych blokow
haplotypowych miedzy populacja pacjentow steroidoopornych a steroidowrazliwych, jak i cata
grupa pacjentow z IZN a grupa kontrolna, w zwigzku z czym nie byly one zwigzane
ze steroidoopornoscia, jak i IZN w badanej grupie.

Podsumowujac, powyzsze dane wskazuja, ze za potencjalne geny kandydyjace
odpowiedzi na steroidy mozna uzna¢ geny ABCB1 oraz MIF.

Z uwagi na ztozono$¢ mechanizmu jakim jest zjawisko steroidoopornosci jak i samego
ZN, trudno wskazywaé na pojedyncze czynniki sprawcze. Na tej podstawie mozna jedynie
zaznaczy¢ potencjalng rolg zidentyfikowanych polimorfizméw badanych gendéw jako czynnikow
predykcyjnych lub protekcyjnych przed ujawnieniem fenotypu steroiooporno$ci u dzieci z 1ZN.
Dodatkowe kwestie, takie jak: liczebno$¢ analizowanych grup, trudnosci w doborze S$cisle
homogennych podgrup oraz istniejagce rdznice migdzysubpopulacyjne, sugerujg zachowanie

ostrozno$ci w interpretowaniu wynikow.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is the most common form of NS including
approximately 90% of cases in children between 1 and 10 years of age. According to the
hypothesis that immunological factors are involved in the pathophysiology of this disease,
steroids are typically used in treatment. Due to the fact that patients do not always react positively
to steroid therapy, a different response to treatment divides NS into steroid-resistant and steroid-
sensitive.

The aim of this study was to find candidate genes involved in response to steroid therapy
and identification of changes in these genes. The study group was composed of 71 children with
IZN including 41 steroid-resistant and 30 steroid-sensitive and 30 children belonging to the
control group. The correlation analysis between the frequency of alleles and genotypes and
haplotypes in studied groups were made to assess the potential connection with a steroid-resistant
or steroid-sensitive phenotype as well as with the risk of INS.

The four selected genes were genotyped using Sanger sequencing (for single nucleotide
polymorphisms, SNPs) and capillary electrophoresis (for short tandem repeats CATT, STR).
Identification of changes in genes was assessed by Sequencing Analysis and Peak Scanner
softwares. GraphPad Prism was used for statistical analysis, whereas HaploView, PHASE and EH
programs for estimating linkage disequilibrium (LD).

As a result of genotyping, nine polymorphisms in NR3C1 gene, twenty six polymorphisms
in ABCBL1 gene, seven polymorphisms in HSP90AAL gene and eight polymorphisms in MIF gene
were detected. Additionally, some single mutations were detected in noncoding regions
of HSP90AAL and MIF genes.

In this study we found no relationships between detected polymorphisms of NR3C1 gene
and a steroid-resistant or steroid-sensitive phenotype as well as with INS. In ABCB1 gene
a potential protective role of polymorphism rs2235033 (T>C) against steroid-resistant phenotype
and the risk of INS in studying groups were observed. Polymorphism Ser400Asn also revealed a
protective role against INS. On the contrary, two other polymorphisms: rs10276036 (G>A) and
Gly412Gly were associated with an increased risk of INS development. No association between
polymorphisms of HSP90AA1l gene and steroid-resistant or steroid-sensitive phenotype was
found, whereas another polymorphism of this gene rs2298877 (A>G) revealed a trend toward a
protective role against the risk of INS. The relationship between polymorphisms of MIF gene was
observed: rs2070767 (C>T) with steroid-resistant NS and rs2000466 (T>G) and rs34383331
(T>A) with steroid-sensitive NS. Moreover, "low expression” alleles of STR -794CATTsg
polymorphism revealed a correlation with the risk of steroid-resistant NS. A similar effect was
observed for linked polymorphisms -794CATTs.g and rs755622, for genotypes CATT5/6_GG. No
significant differences were found between polymorphisms in MIF gene and the risk of INS.

In LD analysis the relationship between haplotype TTG
(rs2032582_rs2235033_rs1045642) of ABCB1 gene and a steroid-resistant phenotype was found.
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It suggests its role as a predictor of the result of steroid therapy. In other cases, no significant
differences between frequency of haplotypes comparing steroid-resistant vs steroid-sensitive
patients and the whole group of patients with INS vs the control group were observed. Therefore,
there was no relationship with steroid resistance or susceptibility to INS in the analyzed group.

In summary, the aforesaid results indicate that ABCB1 and MIF genes may play a potential
role of candidate genes involved in response to steroid therapy.

Because of complexity of steroid resistance as well as the patomechanism of INS, it is
difficult to indicate an individual causative factor. According to this, it is only possible to reveal a
potential predictive or protective role of studied polymorphisms against steroid-resistant
phenotype in children with INS. Additional issues, such as: the size of analyzed groups,
homogeneity of subgroups and differences within a population should be taken into account. That
is why careful consideration always should be the base of obtained data analysis and
interpretation.
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Zgoda Komisji Bioetycznej na prowadzenie badan.

Informacja dla rodzicow/opiekunéw pacjenta dotyczaca badan genetycznych.
Ankieta dla pacjentow z Idiopatycznym Zespotem Nerczycowym.

Ankieta dla grupy kontrolnej.

Wykaz starterow oraz dlugosci amplifikowanych fragmentow badanych genow.

Temperatury Tm 1 czasy przylagczania starterow oraz liczba cykli reakcji PCR

dla badanych genéw.

Stezenia poszczegbdlnych fragmentéw gendw zastosowane w reakcji sekwencjonowania
dla badanych genéw.

Sekwencje starterow zastosowane do reakcji sekwencjonowania dla badanych genow.

Ocena ilosci i jako$ci materiatu DNA pozyskanego w badanych grupach pacjentéw
i grupie kontrolne;j.

Charakterystyka polimorfizmoéw zidentyfikowanych w badanych genach.

Wykaz genotypoéw dla zréznicowanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupie pacjentow
z SOZN.

Wykaz genotypow dla zrdéznicowanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupie pacjentow
z SWZN.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizméw genu NR3C1 w grupie kontrolnej.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizméw genu ABCB1 w grupie pacjentow
z SOZN.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizméow genu ABCB1 w grupie pacjentow
z SWZN.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizméw genu ABCB1 w grupie kontrolnej.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizmow genu HSP90AAL w grupie
pacjentow z SOZN.

Wykaz genotypoéw dla zrdznicowanych polimorfizméw genu HSP90AAL1 w grupie
pacjentow z SWZN.

Wykaz genotypow dla zréznicowanych polimorfizméw genu HSP90AAL w grupie
kontrolnej.

Wykaz genotypdéw dla zréznicowanych polimorfizméw genu MIF w grupie pacjentéw
z SOZN.
Wykaz genotypdéw dla zréznicowanych polimorfizméw genu MIF w grupie pacjentéw
z SWZN.

Wykaz genotypoéw dla zréznicowanych polimorfizméw genu MIF w grupie kontrolnej.
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Zatacznik 23.

Zalacznik 24.

Zalacznik 25.

Zalacznik 26.

Zakacznik 27.

Zalacznik 28.

Zalacznik 29.

Zalacznik 30.

Zalacznik 31.

Zalacznik 32.

Zalacznik 33.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu ° W badanych
populacjach dla polimorfizmoéw biallelicznych SNP genu NR3C1.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu ° W badanych
populacjach dla polimorfizméw biallelicznych SNP genu ABCB1.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu x° W badanych
populacjach dla polimorfizméw biallelicznych SNP genu HSP90AAL.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu ° W badanych
populacjach dla polimorfizméw biallelicznych SNP genu MIF.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu ° W badanych
populacjach dla polimorfizmu STR (rs5844572) genu MIF.

Weryfikacja zgodnosci z prawem Hardy’ego-Weinberga za pomoca testu ° W badanych
populacjach dla polimorfizmu triallelicznego SNP (rs2032582) genu ABCB1.

Poréwnanie rozktadu liczebnos$ci i czgstosci genotypow oraz alleli zidentyfikowanych
polimorfizméw w genie NR3C1.

Porownanie rozktadu liczebnosci i czestosci genotypow oraz alleli zidentyfikowanych
polimorfizméw w genie ABCBL.

Poréwnanie rozktadu liczebnos$ci i czgstosci genotypow oraz alleli zidentyfikowanych
polimorfizméow w genie HSP90AAL.

Porownanie rozktadu liczebnosci i czgstosci genotypoéw oraz alleli zidentyfikowanych
polimorfizméw w genie MIF.

Haplotypy oraz ich czestosci oczekiwane i oszacowane dla polimorfizmow: rs2235033,

rs1045642, rs2032582 wygenerowane przez program EH w badanych grupach pacjentow
i grupie kontrolnej.
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