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S u m m a r y

Allergy is a complex genetic disorder contributing numerous genes, espe-
cially involved in Th2 immunity and IgE synthesis. Additional, environmental
factors like: allergens exposure, cigarette smoke, pollutants, infectious agents
and many others, have influence in allergy development. With DNA microarray
technology it is possible to search for genes expression profiles of all interact-
ing genes in pararel and learn more about the mechanism of allergy. These re-
search include genes expression profiling of different model organisms (human,
mice, monkey) and cell cultures.
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1. Wstêp

Alergia i astma atopowa zaliczane s¹ do chorób o pod³o¿u
genetycznym. Zwi¹zek pomiêdzy genami a rozwojem chorób
alergicznych zaobserwowano ju¿ ok. 100 lat temu na podstawie
obserwacji rodzin, w których alergie pojawia³y siê czêœciej ni¿
u innych (1). Dodatkowym elementem (poza czynnikiem gene-
tycznym) wp³ywaj¹cym na rozwój chorób alergicznych s¹ czynni-
ki œrodowiskowe takie jak: ekspozycja na alergeny, dym papiero-
sowy, zanieczyszczenia chemiczne, niska waga urodzeniowa, in-
fekcje i wiele innych, które wp³ywaj¹ na ekspresjê genów,
przede wszystkim na szlaku produkcji immunoglobulin (prze-
ciwcia³) klasy IgE. Pierwsze badania nad wp³ywem œrodowiska na
ekspresjê genów obejmowa³y analizê bliŸniaków. W badaniach
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tych pokazano, ¿e na rozwój alergii wp³ywa zarówno czynnik genetyczny jak i œro-
dowiskowy. Zaobserwowano tak¿e wiêksze prawdopodobieñstwo dziedziczenia czyn-
nika genetycznego predysponuj¹cego do alergii od matki ni¿ od ojca. Choroby ato-
powe stanowi¹ grupê heterogenn¹, której pod³o¿e molekularne nie zosta³o dot¹d
dostatecznie poznane. Szacuje siê, ¿e obecnie ponad 25% populacji ludzkiej w uprze-
mys³owionych krajach pó³kuli pó³nocnej cierpi na alergie i astmê. Jest to bardzo po-
wa¿ny problem spo³eczny powoduj¹cy znaczne pogorszenie jakoœci ¿ycia i stwa-
rzaj¹cy du¿e zagro¿enie dla zdrowia spo³eczeñstwa. Jest to równie¿ problem eko-
nomiczny wspó³czesnego œwiata zwi¹zany z wysokimi kosztami opieki zdrowotnej.

1.1. Mechanizm reakcji alergicznej

Alergia (nadwra¿liwoœæ typu I, atopia) to dziedziczna sk³onnoœæ do nadmiernego
wytwarzania przeciwcia³ klasy IgE w odpowiedzi na powszechne antygeny œrodowi-
skowe (alergeny), w czym poœrednicz¹ mechanizmy immunologiczne zarówno hu-
moralne, jak i komórkowe. Reakcja organizmu na alergen rozpoczyna siê od jego
zwi¹zania przez komórki prezentuj¹ce antygen (APC, ang. antigen presenting cell)
(m.in. komórki dendrytyczne, makrofagi), a nastêpnie prezentacji ich limfocytom T.
Znanych jest 5 rodzajów limfocytów pomocniczych T (Th) (ang. T helper cell) (2). Dwa
g³ówne to komórki Th1 i Th2. Limfocyty Th1 zwi¹zane s¹ z odpowiedzi¹ komór-
kow¹ organizmu na infekcje bakteryjne, s¹ to g³ówne aktywatory makrofagów. Ko-
mórki Th1 wytwarzaj¹ IFN-� (interferon gamma), który ma zdolnoœæ hamowania doj-
rzewania komórek Th2 i komórek B. Komórki Th2 uczestnicz¹ natomiast g³ównie
w odpowiedzi immunologicznej na paso¿yty. Th2 wydzielaj¹ interleukiny: IL-4, IL-5
i IL-13. IL-4 indukuje produkcjê IgE (immunoglobulina E) przez limfocyty B, IL-5 jest
g³ównym czynnikiem reguluj¹cym eozynofiliê, natomiast IL-13 odpowiada za indu-
kowanie wiêkszoœci fenotypowych zmian w astmie alergicznej (wra¿liwoœæ dróg od-
dechowych, nadmierne wydzielanie œluzu, zapalna eozynofilia). IL-13 i -4 dodatko-
wo odpowiadaj¹ za zmianê typu immunoglobulin produkowanych przez komórki B
(IgA�IgE). Zaburzenie równowagi Th1/Th2 na rzecz Th2 prowadzi do kaskady reak-
cji, w konsekwencji których dochodzi do uwolnienia mediatorów zapalnych przez
komórki tuczne, eozynofile, bazofile i rozwoju zapalenia alergicznego.

Wyjaœnienie zjawiska czêstszego wystêpowania alergii w krajach rozwiniêtych
i rozwijaj¹cych siê dostarcza tzw. hipoteza higieny (3-7). Wykazano, ¿e dzieci dora-
staj¹ce na wsi, nara¿one na ekspozycje na mikroby, elementy bakteryjne i alergeny
grzybowe, s¹ mniej predysponowane do rozwoju alergii i astmy. Ekspozycja na wy-
sokie iloœci endotoksyny paradoksalnie mo¿e wp³ywaæ na wyst¹pienie mniejszego
ryzyka uczulenia (5). Mechanizm ten nie jest dok³adnie poznany, ale wi¹¿e siê go ze
wzrostem ekspresji genów receptorów Toll-podobnych (TLR, ang. Toll-like receptor)
znajduj¹cych siê na powierzchni komórek APC (6,8). Wa¿n¹ rolê odgrywaj¹ tak¿e
limfocyty regulatorowe T (Treg, ang. T regulatory cell) wchodz¹ce w interakcje z ko-
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mórkami dendrytycznymi. Wytwarzaj¹ one IL-10, której podwy¿szony poziom ob-
serwuje siê podczas robaczyc. Obni¿ony poziom limfocytów Treg, obserwuje siê
u dzieci alergicznych. Uwa¿a siê, ¿e limfocyty te zaanga¿owane s¹ w hamowanie
rozwoju alergii (3,6).

1.2. Badania pod³o¿a genetycznego alergii i astmy atopowej

Badania nad pod³o¿em genetycznym alergii prowadzone s¹ od wielu lat. Stoso-
wane w tym celu metody identyfikacji genów odpowiedzialnych za rozwój alergii
obejmuj¹ m.in. klonowanie pozycyjne, badania polimorfizmu pojedynczego nukle-
otydu (SNP) oraz badania profili ekspresji genów charakterystycznych dla chorób
alergicznych przy wykorzystaniu ró¿nych modeli badawczych (cz³owiek (9-14),
ma³pa (15), mysz (16-20), linie komórkowe (21-23)). Wa¿nym czynnikiem wyklu-
czaj¹cym pacjentów z badania ekspresji genów w chorobach alergicznych jest pale-
nie (bierne jak i czynne), poniewa¿ istniej¹ dowody, ¿e dym tytoniowy wp³ywa na
zmianê profilu ekspresji genów (24,25).

W tabeli zebrano najwa¿niejsze geny i SNP powi¹zane z alergi¹ i astm¹.
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T a b e l a

Geny indukowane w reakcjach alergicznych

Lokalizacja Proponowane powi¹zania z alergi¹ i astm¹

Chromosom Na podstawie publikacji (1,26-29)
Obecnoœæ SNP w genie lub rejonie promotorowym

(1,28-30)

1p IL-12R, IL-10 IL-10

2q IL-1, CD28, DPP10, GATA3

3p B-cell lymphoma 6, CCR4

4p TLR2

5q IL-3, IL-4, IL-5, IL9, IL-13, GM-CSF, GR, �-AR,
LTC4S, �2-AR, CYFIP2, TIM1, TIM3, CD14,

ADRB2, SPINK5

IL-13, IL-4, IL-4RA, IL-4R, IL-13R�1, �2-AR,
LTC4S, TIM1, TIM3, CD14,

6p MHC, TNFs, TAP1, TAP2, LTA, HLA-G, GRPA TAP1, TAP2

7q IL-6

11q Fc�RI-�, CCP-16, FGF3

12q IFN-�, SCF, NOXS, IGF1, LTA4H, STAT6, VDR,
NOS1

STAT6

13q CTL2R

14q TCR �, �, NF-KB

16p IL4R

17p CC cluster: CCL5 (RANTES), CCL11(eotaksyna),
CCL2, TBX21

CCL5, CCL11, CCL2

19q CD22, TGF�1, TGF-�

20p ADAM-33 ADAM-33

2. Badania ekspresji genów w komórkach bior¹cych udzia³ w rozwoju
i patomechanizmie alergii i astmy atopowej

2.1. Limfocyty CD4+

Komórki CD4+ T s¹ g³ównymi regulatorami humoralnej i komórkowej odpowie-
dzi immunologicznej. Po stymulacji przy udziale antygenu i komórek prezentu-
j¹cych antygen ulegaj¹ przekszta³ceniu w komórki T pomocnicze (Th). Komórki Th0
natomiast pod wp³ywem sygna³u p³yn¹cego od innych komórek uk³adu immunolo-
gicznego (wydzielaj¹cych cytokiny) przekszta³caj¹ siê m.in. w limfocyty Th1 (CD3+
CD4+ Tbet+) lub Th2 (CD3+ CD4+ GATA3+) (31). Znanych jest piêæ subpopulacji
komórek CD4+. Oprócz wymienionych nale¿¹ do nich: limfocyty Th17 (CD3+
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CD4+ ROR�t+), naturalne limfocyty Treg (CD3+ CD4+ CD25+ FOXP3+) oraz lim-
focyty Treg typu I (CD3+ CD4+) (2).

Hansel i wsp. (10) analizowali profile ekspresji genów u pacjentów z astm¹ ato-
pow¹, nieatopow¹ i kontroli niealergicznych. Za pomoc¹ mikromacierzy oligonukle-
otydowych Hu133A i Hu133B (Affymetrix) oraz mikromacierzy szlaku alergicznego
– Human Th1-Th2-Th3 RT ProfilerTM (SuperArray) badali profile ekspresji genów ko-
mórek CD4+ T izolowanych z krwi obwodowej pacjentów. Atopia stwierdzana by³a
w przypadku pozytywnego wyniku testu skórnego, dla co najmniej jednego z dzie-
wiêciu zastosowanych alergenów.

Na podstawie wyników mikromacierzy Affymetrix nie wykazano ró¿nicuj¹cego
profilu ekspresji genów w komórkach CD4+ T. Mo¿e to byæ spowodowane du¿ym
rozcieñczeniem kr¹¿¹cych w krwi alergenowo specyficznych komórek Th2.

Bardziej obiecuj¹ce wyniki uzyskano po w³¹czeniu dodatkowego etapu amplifika-
cji mRNA. Z zastosowaniem mikromacierzy oligonukleotydowych zbadano w ten
sposób ekspresjê genów u 9 kobiet atopowych i 7 niewykazuj¹cych atopii. Do ekspe-
rymentu pacjentki dobierano parami wed³ug wieku. Materia³ izolowano z komórek
CD4+ T i przygotowywano do przeprowadzenia eksperymentu zgodnie z proto-
ko³em producenta (SuperArray). Jako endogenne kontrole zastosowano: 18S rRNA,
HPRT1 (ang. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), RPL13A (ang. ribosomal protein

L13a), GAPDH (ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) i ACTB (ang. Beta cytoske-

letal actin). U wiêkszoœci badanych wykrywano zmienion¹ ekspresjê 74-83 genów, dla
których sondy znajdowa³y siê na macierzy. Dwanaœcie genów ulega³o zdecydowanie
silniejszej ekspresji u alergików w porównaniu z pacjentami zdrowymi, m.in. IL-9,
osteopontyna (SPP1), INHA (inhibina �), IL-13, IL-10, CCR5 (ang. chemokine (C-C motif)

receptor 5), IL-5, IL-4, INHBA (inhibina �A), CD80 (ang. CD80 molecule, B-lymphocyte ac-

tivation antigen B7), CD86 (ang. CD86 molecule, B-lymphocyte activation antigen B7-2)
i IL12RB2 (ang. interleukin 12 receptor, beta 2). Na podstawie tych wyników potwier-
dzono wczeœniejsze za³o¿enie o koniecznoœci dodatkowego etapu amplifikacji mate-
ria³u, gdy¿ zwiêkszonej ekspresji uleg³y geny koduj¹ce interleukiny (IL-4, IL-5, IL-9,
IL-13), które na mikromacierzy Hu133 znajdowa³y siê poni¿ej poziomu detekcji.

Czynniki transkrypcyjne (STAT6 (ang. signal transducer and activator of transcrip-

tion 6, interleukin-4 induced) i GATA3 (ang. GATA binding protein 3)) indukuj¹ce Th2 wy-
kazywa³y podobny poziom ekspresji w obu grupach. Wœród genów o podwy¿szonej
ekspresji SPP1, CCR5 i IL12RB2 nie s¹ zaanga¿owane w odpowiedŸ immunologiczn¹
typu Th2. Osteopontyna reguluje proces apoptozy i wp³ywa prawdopodobnie na
równowagê komórek Th1/Th2. Polimorfizm tego genu powi¹zano ze wzrostem po-
ziomu IgE. SPP1 ulega ekspresji w p³ucach astmatyków i ma wp³yw na ró¿nicowanie
komórek dendrytycznych.

Przy wykorzystaniu obu typów mikromacierzy autorzy potwierdzili tak¿e, ¿e
profil ekspresji genów w komórkach CD4+ T jest relatywnie stabilny w czasie.

W swoich wczeœniejszych badaniach (9) grupa ta bada³a profil ekspresji genów
w komórkach CD4+ T u pacjentów z ³agodn¹ i ostr¹ postaci¹ astmy. Wykorzystano
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do tego mikromacierz Hu133 (Affymetrix) zawieraj¹c¹ sondy oligonukleotydowe dla
~ 33 000 genów. Zaobserwowali oni zmianê ekspresji 40 genów, z czego 3 charak-
teryzowa³y siê obni¿onym poziomem ekspresji u pacjentów z ostr¹ postaci¹ astmy
atopowej, natomiast pozosta³e 37 ulega³o podwy¿szonej ekspresji. Geny te obejmo-
wa³y czynniki transkrypcyjne, cz¹steczki powierzchniowe komórek zaanga¿owane
w aktywacjê komórek T, proliferacjê (CD6, CD3E) oraz migracjê. Poœród nich s¹
geny, które zosta³y powi¹zane z astm¹ wczeœniej np. TGF-� (ang. transforming gro-

wth factor �, transformuj¹cy czynnik wzrostu �) i urotensyna, jak i geny, dla których
taki zwi¹zek nie zosta³ wczeœniej wykazany np. PRKCSH (substrat 80K-H dla kinazy
bia³kowej C). Podwy¿szon¹ ekspresjê wykaza³y tak¿e geny RAB14 i RAB2, KRAS2
i CAPRI, nale¿¹ce do rodziny onkogenów Ras (reguluj¹ce proliferacjê komórek, za-
anga¿owane w rozwój eozynofilii i nadreaktywnoœæ dróg oddechowych) wskazuj¹c,
¿e przenoszenie sygna³u za pomoc¹ GTPazy mo¿e powodowaæ wzrost liczby komó-
rek T u pacjentów z zaawansowan¹ postaci¹ astmy. Aktywacja szlaku kinazy MAPK
(ang. mitogen-activated protein kinase) przez Ras wyjaœnia wzrost ekspresji JunD (ang.
jun D proto-oncogene), cz³onka rodziny czynników transkrypcyjnych AP-1 (ang. jun on-

cogene). JunD zaanga¿owany jest w transkrypcyjn¹ regulacjê cytokin IL-4 i IL-5 wy-
twarzanych przez Th2. Podwy¿szonej ekspresji uleg³y tak¿e geny zwi¹zane z adhe-
zj¹ komórek (NK4 (interleukina 32), B4GALT1 (ang. Beta-1,4-galactosyltransferase 1))
i organizacj¹ cytoszkieletu (ARPC4 (ang. Actin-related protein 2/3 complex subunit 4),
PLEC1 (pektyna 1), RAC2 (ang. ras-related C3 botulinum toxin substrate 2), SEPT1 (sep-
tyna1)) oraz geny zaanga¿owane w modyfikacje macierzy pozakomórkowej, uczest-
nicz¹ce w remodelowaniu dróg oddechowych: FCN1 (fikolina1), LRAP (ang. endopla-

smic reticulum aminopeptidase 2) i TGF�. Obni¿onej ekspresji uleg³ natomiast gen
SPEC2 (ang. CDC42 small effector 2), który jest inhibitorem zmian cytoszkieletu.

Weryfikacjê uzyskanych wyników za pomoc¹ metody PCR w czasie rzeczywistym
wykonano dla piêciu genów wykazuj¹cych najwiêksze ró¿nice w poziomie ekspresji,
tj. TGFB1, CD6, JUND (ang. jun D proto-oncogene), TRD@ (ang. T cell receptor delta lo-

cus) i PLEC1.
Chen i wsp. (18) badali natomiast myszy z wy³¹czonym genem STAT6 (Stat6 -/-).

Autorzy zidentyfikowali geny indukowane przez IL-4 i regulowane przez Stat6 w ko-
mórkach CD4+. 48 godz. po indukcji polaryzacji (CD4+ � Th2) zaobserwowano
ekspresjê 73 nowych genów indukowanych przez IL-4 i 18 regulowanych przez
Stat6 (12 genów wspólnych dla obu grup). Geny regulowane przez Stat6 w komór-
kach T i B to m.in. HIPK2 (ang. homeodomain interacting protein kinase 2), NFIL3 (ang.
nuclear factor, interleukin 3 regulated), CISH (ang. cytokine inducible SH2-containing pro-

tein), CASP6 (kaspaza 6) i TGTP (ang. T-cell specific GTPase). Geny te mog¹ nale¿eæ do
podstawowych czynników prowadz¹cych do zapalenia alergicznego (ró¿nicowanie
Th2 i produkcja IgE).
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2.2. Komórki dendrytyczne i limfocyty T

Komórki dendrytyczne nale¿¹ do komórek prezentuj¹cych antygen (APC, ang.
antigen presenting cell) limfocytom T. Ma to miejsce g³ównie w naczyniach limfatycz-
nych prowadz¹cych do wêz³ów limfatycznych, jak i w œledzionie. Komórki dendry-
tyczne (DCs, ang. dendritic cells) wytwarzaj¹ liczne chemokiny (CCL, ang. chemokine

(C-C motif) ligand) przyci¹gaj¹ce komórki T, m.in. CCL17, CCL18, CCL19, CCL21
i CCL22. S¹ one wyspecjalizowanymi regulatorami odpowiedzi immunologicznej,
inicjuj¹ j¹ i wzmacniaj¹. Do wykszta³cenia dojrza³ych komórek dendrytycznych ko-
nieczna jest obecnoœæ komórek T. Markery charakterystyczne dla kompleksu akty-
wuj¹cego limfocyty T to m.in. CD86, CD80 i HLA-DR (ang. major histocompatibility

complex, class II) (25,31).
Lindstedt i wsp. (11) w badaniach przeprowadzonych za pomoc¹ mikromacierzy

Hu133A (Affymetrix) podjêli próbê identyfikacji markerów komórek dendrytycznych
i komórek T, ulegaj¹cych odmiennej ekspresji u osób alergicznych i zdrowych.
W tym celu izolowali z krwi pacjentów monocyty, które nastêpnie podczas hodowli
indukowano w celu przekszta³cenia w komórki dendrytyczne. Czêœæ DCs stymulo-
wana by³a alergenem Phl p (g³ówny alergen tymotki ³¹kowej Thleum pratense) i anali-
zowana (po 48 godz.) na mikromacierzy. Z krwi izolowano tak¿e komórki CD4+ T,
a nastêpnie hodowano wraz z komórkami dendrytycznymi (stymulowanymi i niesty-
mulowanymi alergenem). W komórkach dendrytycznych pochodz¹cych od alergi-
ków, w porównaniu z komórkami od osób zdrowych, po stymulacji alergenem ob-
serwowano podwy¿szon¹ ekspresjê nastêpuj¹cych genów: RANK (ang. tumor necrosis

factor receptor superfamily, member 11a, NFKB activator), CD43 (sialoforyna), CDH2
(kadheryna 2), TM4SF2 (tetraspanina 7). Natomiast ekspresja genów IL2RG (receptor
gamma interleukiny 2), IL7R (receptor interleukiny 7), IL8RB (receptor beta interleu-
kiny 8), CD209L (ang. C-type lectin domain family 4, member M), CLEC1 (ang. C-type lec-

tin domain family 1, member A), TM4SF7 (ang. transmembrane 4 superfamily protein

member 7) i TM9SF4 (ang. transmembrane 9 superfamily protein member 4) ulega³a ob-
ni¿eniu. We wspólnie hodowanych komórkach DCs/T zmiana ekspresji dotyczy³a od-
miennych genów. U osób chorych podwy¿szon¹ ekspresjê wykazywa³y geny: IL-1A,
IL-1RAP (ang. interleukin 1 receptor accessory protein), HRK4 (ang. harakiri, BCL2 interac-

ting protein), FCER1B (ang. Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; beta polypepti-

de), FCGR2B (ang. Fc fragment of IgG, low affinity IIb, receptor (CD32)), a obni¿on¹ geny
IL1R2 (receptor 2 interleukiny 1), IL7R (receptor interleukiny 7), LTA (limfotoksy-
na �), LTB (limfotoksyna �), LTBP1 (ang. latent transforming growth factor beta binding

protein 1), MRC1 (ang. mannose receptor, C type 1) i IGSF6 (ang. immunoglobulin superfa-

mily, member 6). Stymulacja alergenem nie indukowa³a ¿adnych zmian profilu eks-
presji genów w DCs.

Du¿a pula genów chemokin ulega³a odmiennej ekspresji w komórkach DCs/T sty-
mulowanych Phl p u pacjentów alergicznych w porównaniu z kontrolami, np. CCL17,
CCL22 i CCL2 (MCP-1), odgrywaj¹ce istotn¹ rolê w aktywacji komórek tucznych.
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Podwy¿szonej ekspresji u alergików ulega³ tak¿e gen CXCR4 koduj¹cy chemotak-
tyczny czynnik zaanga¿owany w alergiczn¹ chorobê dróg oddechowych (odpowie-
dzialny za indukcjê wysoce specyficznych w³aœciwoœci migracyjnych komórek tucz-
nych). Wytypowane przez autorów geny markerowe dla odpowiedzi Th2 to poznane
ju¿ wczeœniej: IL-9, CD30 (TNFRSF8) (ang. tumor necrosis factor receptor superfamily,

member 8), VEGF (ang. vascular endothelial growth factor A) oraz po raz pierwszy opi-
sane przez Lindstedta i wsp. geny TNFRSF11B (ang. osteoprotegerin), BCL-3 (ang.
B-cell CLL/lymphoma 3), INSR (receptor insuliny) i CD1E (11).

Faith i wsp. (32) wykazali ostatnio, ¿e ekspozycja komórek APC pochodz¹cych
od osób z astm¹ atopow¹ na czynnik stymuluj¹cy dojrzewanie granulocytów i ma-
krofagów (GM-CSF, ang. granulocyte-macrophage colony stimulating factor 2), wzmac-
nia ich zdolnoœæ indukowania alergenowo specyficznej odpowiedzi Th2 poprzez
mechanizm obejmuj¹cy receptor cysLT (ang. cysteinyl leukotriene receptor).

Hammad i wsp. (33) odkryli mechanizm indukowania limfocytów Treg za poœred-
nictwem komórek dendrytycznych. Komórki Treg maj¹ wp³yw na kontrolowanie
stopnia zapalenia alergicznego. Odbywa siê to przy zastosowaniu agonistów DP1
(ang. D prostanoid 1 receptor). U myszy traktowanych agonist¹ DP1 lub otrzymuj¹cych
poprzez iniekcjê komórki dendrytyczne nim traktowane, wzrasta³a iloœæ limfocytów
Treg, które na drodze zale¿nej od IL-10 hamowa³y zapalenie. Wskazuje to na fakt,
¿e inhalacja selektywnym agonist¹ DP1 mo¿e hamowaæ g³ówne cechy astmy i s³u¿yæ
do stworzenia nowych leków wykorzystuj¹cych ten mechanizm.

2.3. PMBC

Liu i wsp. (12) badali profil ekspresji genów u osób alergicznych (n = 8, 22-58
lat, uczulonych na pospolite alergeny, maj¹cych pozytywne wyniki testów skórnych,
z katarem siennym, z nierozwiniêt¹ astm¹) przed i po immunoterapii, w porówna-
niu z osobami zdrowymi (n = 8, brak klinicznej diagnozy i przypadków wystêpowa-
nia w rodzinie atopii oraz astmy). Autorzy wykorzystali mikromacierze cDNA (na
membranach nylonowych) zawieraj¹ce 4132 geny. W eksperymencie u¿yli ca³kowi-
tego RNA pochodz¹cego z komórek mononuklearnych (jednoj¹drowych) krwi obwo-
dowej (PMBC) znakowanego 33P-dCTP w procesie odwrotnej transkrypcji.

PMBC (ang. peripheral mononuclear blood cells) to heterologiczna grupa komórek
obejmuj¹ca m.in. limfocyty T, B, komórki NK, makrofagi, eozynofile, komórki tucz-
ne i bazofile.

Trzykrotn¹ zmianê poziomu ekspresji genów pomiêdzy kontrolami a alergikami
(przed immunoterapi¹) wykazywa³y 233 geny: 68 podwy¿szon¹ a 165 obni¿on¹ eks-
presjê. Analiza tego zbioru genów pozwoli³a wy³oniæ geny o wysokiej istotnoœci sta-
tystycznej. S¹ to m.in. geny cytokin: IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF,
receptory cytokin: IL4R, IL10RA, IL10RB, IL13RA1, IL13RA2, chemokiny i receptory
chemokin, T-bet (czynnik transkrypcyjny komórek Th1), GATA3; markery powierzch-
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niowe np. CD4, CD8. Najwiêksz¹ ró¿nicê w poziomie ekspresji pomiêdzy pacjenta-
mi a osobami zdrowymi wykazuj¹ IL-8 i IL-15.

Geny niepowi¹zane wczeœniej z chorobami atopowymi zidentyfikowane przez
autorów to: MARCH-VI (ang. membrane-associated ring finger), CASP6, RAB6 (ang. Rab

GTPase, member RAS oncogene family) i MAN2A2 (ang. mannosidase, alpha, class 2A,

member 2).
Liczba genów, których poziom ekspresji uleg³ zmianie po immunoterapii wyno-

si³a 563 (odchylenie standardowe >2, p<0.05). Nale¿¹ do nich m.in. CCL16, CXCL13
(ang. chemokine (C-X-C motif) ligand 16), CCL4, CCL25, CCL7 i TGFB. Istotne obni¿e-
nie poziomu ekspresji po odczulaniu obserwowano dla genów HBE1 (ang. hemoglo-

bin, epsilon 1) i MSTP9 (ang. macrophage stimulating, pseudogene 9).
Na podstawie analizy funkcji genów ró¿nicuj¹cych mo¿na by³o stwierdziæ, ¿e

podwy¿szonej ekspresji ulegaj¹ g³ównie geny zaanga¿owane w odpowiedŸ zapaln¹,
transdukcjê sygna³u i odpowiedŸ na stres oraz wrodzon¹ i nabyt¹ odpowiedŸ immu-
nologiczn¹. W grupie o obni¿onej ekspresji znalaz³y siê geny bior¹ce udzia³ w apop-
tozie i w aktywacji kaskady JNK (kinaz c-Jun). Zaanga¿owany w apoptozê jest m.in.
szlak obejmuj¹cy receptory FAS i TNFR1 (receptory rodziny TNF, ang. TNF receptor

superfamily), szlak p53, geny rodziny Bcl2, jak i kaskada kaspaz. W przedstawionych
badaniach gen CASP6 ulega³ 20-krotnie, a CASP4 3-krotnie obni¿onej ekspresji.
Wed³ug autorów zarówno chroniczna aktywacja odpowiedzi immunologicznej, jak
i zahamowanie apoptozy mo¿e braæ udzia³ w rozwoju przewlek³ego kataru sienne-
go. Podobne wyniki uzyskano badaj¹c komórki PMBC pochodz¹ce od pacjentów
z syndromem hiper-IgE. Wysokiej ekspresji u tych osób ulega³y geny koduj¹ce IL-12,
GM-CSF (podobnie jak w badaniach Liu (12)), ligand c-kit, obni¿onej natomiast IL-8,
eotaksyna (CCL11) i MCP-3 (CCL7) (34).

El Bassom i wsp. (35) wykazali dodatkowo, ¿e IL-16 hamuje wydzielanie przez
PMBC interleukiny 5, wzmaga natomiast wydzielanie IL-10 i IL-18.

2.4. Bazofile

Bazofile reprezentuj¹ce mniej ni¿ 1% ludzkich leukocytów krwi obwodowej s¹
komórkami efektorowymi w reakcjach zapalnych i alergicznych typu I. Ziarnistoœci
tych komórek zawieraj¹ potencjalne mediatory zapalenia obejmuj¹ce m.in. histami-
nê, proteazy, proteoglikany i enzymy lizosomalne. Zwi¹zanie przeciwcia³ anty-IgE
lub alergenów poliwalentnych do cz¹steczki IgE zwi¹zanej z receptorem FceRI na
powierzchni bazofilów (wi¹zanie krzy¿owe) wywo³uje degranulacjê ziarnistoœci (za-
le¿n¹ od wapnia), reorganizacjê cytoszkieletu, fa³dowanie b³ony (marszczenie),
uwalnianie czynników zapalnych, wzrost aktywnoœci integryny �1 oraz syntezê de

novo leukotrienów i cytokin.
Bazofile, które nie ulegaj¹ degranulacji po „ataku” anty-IgE nazywane s¹ bazofi-

lami „nieuwalniaj¹cymi” (ang. nonreleaser). Znane s¹ od roku 1973. Brak wra¿liwoœci
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tych komórek na anty-IgE zwi¹zany jest prawdopodobnie ze wzrostem proteoso-
malnej degradacji kinazy tyrozynowej Syk, uczestnicz¹cej w kaskadzie sygnalnej
Fc�RI.

Lama i wsp. (13) przez 4 lata monitorowali uwalnianie histaminy przez bazofile
(zwi¹zane z Fc�RI) izolowane od pacjentów. Bazofile krwi obwodowej pochodzi³y od
dwóch grup pacjentów: 68 zdrowych nieatopowych i nieastmatycznych oraz 61
z astm¹ atopow¹. Z komórek tych izolowano RNA, który po odpowiednim przygoto-
waniu hybrydyzowano z mikromacierz¹ Affymetrix U133A zawieraj¹c¹ 22 283 sondy.
Autorzy porównywali profile ekspresji genów pomiêdzy nieaktywowanymi a aktywo-
wanymi (uwalniaj¹cymi a nieuwalniaj¹cymi) bazofilami. Cyklicznoœæ wystêpowania
(zmiany) statusu uwalniaj¹cy – nieuwalniaj¹cy u pacjentów jest o wiele rzadsza ni¿
pierwotnie oceniano. 96 genów ulega³o zró¿nicowanej ekspresji pomiêdzy niesty-
mulowanymi uwalniaj¹cymi i nieuwalniaj¹cymi bazofilami. Podwy¿szon¹ ekspresjê
wykaza³y m.in. receptor H4 histaminy, TNF (ang. tumor necrosis factor), �-indukowane
bia³ko 6, BACH2 (ang. basic leucine zipper transcription factor 2), czynnik transkrypcyjny
MAF i cylicyna 1. Oko³o 1/3 z nich wykaza³a obni¿ony poziom ekspresji w komórkach
nieuwalniaj¹cych histaminy m.in. geny: CD7, kalmoduliny 1, antygenu CD97. 253
geny ulega³y zró¿nicowanej ekspresji w bazofilach uwalniaj¹cych w odpowiedzi na
stymulacjê receptorem Fc�RI. Podwy¿szona ekspresja obserwowana by³a w przypad-
ku m.in. bia³ka 1B szoku cieplnego 70kDa, FOS-B, HSP70B, Hsp40 i RANTES (CCL5).

Podsumowuj¹c niestymulowane bazofile zawiera³y transkrypty dla: podjedno-
stek � i � receptora Fc�RI, kinazy tyrozynowej zwi¹zanej z Fc�RI, Lyn i bia³ek granu-
larnych. Inne geny o podwy¿szonym poziomie ekspresji to: receptor H4 histaminy
(powi¹zany z rozwojem alergii) i CCR1 (ang. chemokine receptor 1) wi¹¿¹cy MIP-1�

i MIP-1�. Wzmo¿onej ekspresji ulega³y tak¿e komponenty kompleksu transkrypcyj-
nego AP1. Miejsce wi¹¿¹ce AP1 zawieraj¹ rejony promotorowe wielu cytokin i che-
mokin zapalnych: IL-8, RANTES, TNF�, IL12, MCP i IL-6.

Poziom bazofili uwalniaj¹cych histaminê po stymulacji Fc�RI jest wiêkszy u ast-
matyków. Osoby z nieuwalniaj¹cymi i cyklicznie uwalniaj¹cymi bazofilami wystê-
puj¹ powszechnie w ca³ej populacji i z regu³y nie cierpi¹ na astmê. W bazofilach
uwalniaj¹cych histaminê wi¹zanie krzy¿owe Fc�RI powoduje zwiêkszenie ekspresji
wielu genów m.in. koduj¹cych receptory, bia³ka sygnalne, czynniki transkrypcyjne
i chemokiny. Mimo ¿e poziom ekspresji genów jest generalnie ni¿szy w komórkach
nieuwalniaj¹cych, charakterystyczny zbiór genów ulega podwy¿szonej ekspresji po
stymulacji antygenem.

2.5. Komórki tuczne

Komórki tuczne odgrywaj¹ wa¿n¹ rolê w odpowiedzi przeciwzakaŸnej, angioge-
nezie i przebudowie tkanek. Na ich powierzchni znajduj¹ siê receptory TLR (ang.
Toll-like receptors, receptory Toll-podobne) (wi¹¿¹ce produkty bakteryjne i wiruso-

Wies³awa M. Woronowicz, Micha³ M. Sikorski

124 PRACE PRZEGL¥DOWE



we), Fc�RI (wi¹¿¹ce IgG) i Fc�RI (wi¹¿¹ce IgE). W astmie atopowej w drogach odde-
chowych w pobli¿u komórek nab³onka, w gruczo³ach i pomiêdzy komórkami miêœni
g³adkich obserwuje siê akumulacjê komórek tucznych. Podobnie jak bazofile zawie-
raj¹ one w cytoplazmie liczne ziarnistoœci (ok. 60% objêtoœci dojrza³ej komórki) (7).

Aktywacjê komórek tucznych inicjuje wi¹zanie krzy¿owe kompleksu receptora
Fc�RI-IgE z multiwalentnym antygenem. Zale¿na od Fc�RI aktywacja powoduje:
1) degranulacjê i uwolnienie z ziarnistoœci mediatorów prozapalnych (aminy oddzia-
³uj¹ce na naczynia, neutralne proteazy, proteoglikany, niektóre cytokiny i czynniki
wzrostu); 2) syntezê de novo mediatorów lipidowych (np. eikozanoidów); 3) syntezê
i sekrecjê cytokin i chemokin (7,21,36).

Sugeruje siê, ¿e komórki tuczne mog¹ znacznie wzmacniaæ zale¿n¹ od antygenu
nadreaktywnoœæ dróg oddechowych, ich infiltracjê przez eozynofile oraz prolifera-
cjê komórek nab³onka oddechowego (14,16,21,36).

Komórki tuczne wp³ywaj¹ tak¿e na rozwój i utrzymanie odpornoœci zwi¹zanej
z limfocytami Th2 oraz na inicjacjê i regulacjê odpornoœci wrodzonej (21). W warun-
kach in vitro stwierdzono, ¿e obecnoœæ IgE wyd³u¿a prze¿ywalnoœæ komórek tucz-
nych, zwiêksza ekspresjê Fc�RI i zdolnoœæ wydzielania przez nie cytokin (7,21). Ko-
mórki tuczne nale¿¹ do g³ównych mediatorów procesu alergicznego. Uwalniaj¹ one
(przy niskiej agregacji Fc�RI) interleukinê 3 i proteazy, np. MCP-1. Do zapocz¹tko-
wania degranulacji niezbêdna jest co najmniej dimeryzacja Fc�RI (37).

Sayama i wsp. (22) badali profil ekspresji genów komórek tucznych pochodz¹-
cych z krwi pêpowinowej w 11-19. tygodniu hodowli. Zaprojektowana przez nich
mikromacierz cDNA (na membranie nylonowej) obejmowa³a oko³o 14 000 genów
zwi¹zanych z funkcjonowaniem uk³adu immunologicznego. Poœród badanych ge-
nów, 2478 wykazywa³o 2-200-krotn¹ zmianê poziomu ekspresji po stymulacji Fc�RI.
Autorzy zaobserwowali zmiany ekspresji m.in. 18 cytokin i cz¹steczek zwi¹zanych
z cytokinami (obni¿on¹: IL-16, podwy¿szon¹: IL-1�, IL-14, MIF (ang. macrophage mi-

gration inhibitory factor), TACE (ang. ADAM metallopeptidase domain 17), IL-11, IL-9,
IL-6, IL-5, IL4, CSF-1 (ang. colony stimulating factor 1 (macrophage)), IL-18, IL-12, p40,
TNF-�, IL-3, GM-CSF, IL-1�, LIF (ang. leukemia inhibitory factor), Pre-B (ang. cell enhan-

cing factor), jak i 13 chemokin (eotaksyna, Gro2, IL-8, MCP-1�, HCC-4, MIP-1�, RAN-
TES, LD78�, MIP-1�, MCP3, limfotaktyna, MIP-3�, MCP-4). Kilka genów zaanga-
¿owanych w potencjalne interakcje z komórkami B, T i dendrytycznymi, ulega³o po
stymulacji podwy¿szonej ekspresji (CD82, SLAM (ang. signaling lymphocytic activation

molecule family member 1), limfotoksyna-�, ICAM-1 (ang. intercellular adhesion molecu-

le-1), CD83, ligand 4-1BB, ligand OX40), natomiast gen koduj¹cy ligand CD40 wyka-
zywa³ obni¿on¹ ekspresjê. Podobne wyniki uzyskano po stymulacji mysich i ludz-
kich komórek tucznych przez receptor Fc�RI (wysoka ekspresja: CCL5, IL-5, CSF-1,
TNF, SERPINE1, CCL4, IL-3 i CCL1) (38). Sayama i wsp. (22) wykazali, ¿e najwy¿szy
poziom IL-11 produkowanej przez komórki tuczne obserwowano po ok. 12 godz.
od stymulacji anty-IgE. U pacjentów choruj¹cych na astmê Ÿród³em IL-11 s¹ komórki
tuczne i eozynofile. Wytwarzanie tej interleukiny wskazuje na zwi¹zek pomiêdzy
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zale¿n¹ od IgE aktywacj¹ komórek tucznych u osób z astm¹ alergiczn¹ a rozwojem
zmian strukturalnych w drogach oddechowych tych osób.

Jayapal i wsp. (21) równie¿ badali komórki pochodz¹ce z krwi pêpowinowej. Wy-
izolowane komórki CD34+ hodowano w obecnoœci SCF (ang. Stem Cell Factor) i in-
terleukiny 3 (IL-3) uzyskuj¹c dojrza³e komórki tuczne. Nastêpnie przy zastosowaniu
mikromacierzy oligonukleotydowej (HG – Focus array, Affymetrix) zawieraj¹cej son-
dy dla 8793 genów badano profile ekspresji komórek tucznych niestymulowanych,
stymulowanych monomeryczn¹ immunoglobulin¹ E oraz przeciwcia³em anty-IgE po-
woduj¹cym agregacjê receptora Fc�RI.

Podczas analizy mikromacierzy wy³oniono 760 genów (~ 8,6%), które ulega³y
zró¿nicowanej ekspresji w niestymulowanych i stymulowanych komórkach tucznych
(21). Wœród tych genów 58 ulega³o podwy¿szonej ekspresji (>2x) po samej stymula-
cji IgE. Najistotniejsze to geny koduj¹ce cytokiny: IL-1� (3,3x), IL-6 (2,7x), CSF-1
(1,6x) i chemokiny: IL-8 (CXCL8) (2,1x), MIP-1� (CCL4) (3,5x), MCP3 (CCL7) (2,1x),
GRO� (CXCL1) (2,3x) i GRO� (CXCL3) (1,6x). Pasywna stymulacja komórek tucznych
przez monomeryczn¹ cz¹steczkê IgE przygotowuje komórki do gotowoœci i spra-
wia, ¿e potencjalnie mog¹ one wyzwalaæ „uzbrojenie” innych efektorowych komó-
rek obronnych. Jednak do ich pe³nej aktywacji wymagana jest agregacja receptora
powierzchniowego dla immunoglobuliny E.

Interleukina 8 odgrywa g³ówn¹ rolê w odpowiedzi zapalnej, poniewa¿ oddzia-
³uje chemotaktycznie na neutrofile. MCP3, MIP-1� i GRO� znane s¹ natomiast
z umiejêtnoœci przyci¹gania monocytów, komórek NK, bazofilów, komórek dendry-
tycznych i Th2. IL-1� natomiast reguluje dodatnio g³ówne bia³ka prozapalne. Auto-
rzy potwierdzili wyniki uzyskane podczas analizy mikromacierzy dla wybranych ge-
nów na poziomie transkryptu nastêpuj¹cymi metodami: 1) real-time PCR dla genów:
IL-1�, IL-6, IL-8, MCP3, RANTES i SPHK1), 2) metod¹ ELISA dla bia³ek IL-1�, IL-6, IL-8,
MCP3, RANTES (w komórkach po agregacji Fc�RI) i IL-8 (po stymulacji IgE) oraz
3) metod¹ Western blot dla bia³ka SPHK1. SPHK1 (ang. sphingosine kinase 1) jest en-
zymem fosforyluj¹cym sfingozynê (lipid b³onowy) w wyniku czego powstaje sfingo-
zyno-1-fosforan (SPP) bior¹cy udzia³ w odpowiedzi zapalnej. Jest on aktywny w we-
wn¹trzkomórkowych szlakach sygnalnych zapocz¹tkowanych przez receptor Fc�RI
w komórkach tucznych, gdzie koordynuje kilka odpowiedzi fizjologicznych wywo³a-
nych przez aktywacjê tych komórek.

W badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano, ¿e poziom ekspresji re-
ceptora Fc�RI obni¿any jest przez interleukiny 4 i 10 (37).

Za pomoc¹ mikromacierzy oligonukleotydowych Wang i wsp. (39) oraz Okumura
i wsp. (40) niezale¿nie zidentyfikowali amfiregulinê jako transkrypt, którego iloœæ
znacz¹co roœnie po agregacji Fc�RI na aktywowanych komórkach tucznych. Amfire-
gulina inicjuje remodelowanie tkanek, tj. proliferacjê fibroblastów p³ucnych i znacz-
n¹ indukcjê transkryptu MUC5AC w ludzkich liniach komórek nab³onka oddechowe-
go. W obu grupach badaczy wykazano, ¿e iloœæ komórek tucznych amfiregulino-po-
zytywnych wzrasta w drogach oddechowych astmatyków.
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Badania maj¹ce na celu poznanie genów ulegaj¹cych zmienionej ekspresji w ko-
mórkach tucznych pod wp³ywem ró¿nych czynników maj¹ na celu poznanie dok³ad-
nej roli, jak¹ pe³ni¹ te komórki w rozwoju i przebiegu chorób alergicznych.

2.6. Komórki nab³onkowe

Nab³onek p³uc stanowi miejsce bezpoœredniego kontaktu komórek uk³adu immu-
nologicznego z alergenami wziewnymi. Zmiany wytwarzane w obrêbie p³uc pod wp³y-
wem cytokin wydzielanych przez komórki Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13) prowadz¹ do roz-
woju fenotypu astmatycznego (nadmierne wydzielanie œluzu, naciekanie komórek za-
palnych, nadwra¿liwoœæ oddechowa). Nab³onek oddechowy jako miejsce, gdzie za-
chodz¹ procesy odpowiedzialne za rozwój astmy alergicznej jest Ÿród³em zaintereso-
wania wielu grup badawczych. Poniewa¿ pobranie tych tkanek odbywaæ siê mo¿e tyl-
ko na drodze biopsji, materia³ badawczy jest ma³o dostêpny i mo¿e zawieraæ domiesz-
ki ró¿nych rodzajów komórek. Badania nab³onka oddechowego przeprowadza siê
g³ównie na modelach zwierzêcych (mysz, ma³pa) i komórkowych (hodowle komórkowe).

Nab³onkowa nadekspresja transgenu IL-13 lub podawanie IL-13 u myszy indukuje
fenotyp astmatyczny niezale¿ny od limfocytów. Dzia³anie tej interleukiny na komórki
nab³onkowe jest krytyczne dla powstania nadwra¿liwoœci dróg oddechowych (AHR)
i produkcji œluzu. U ludzi zmutowany wariant (Gln110Arg) IL-13 (30) jest genetycznie
powi¹zany z astm¹ oskrzelow¹. Geny indukowane przez IL-13 w komórkach nab³onka
oskrzeli, komórek miêœni g³adkich i fibroblastów p³ucnych to m.in. MCP-1 i IL-6 (cyto-
kina prozapalna). MCP-1 to chemokina rekrutuj¹ca limfocyty, bazofile, makrofagi i ko-
mórki dendrytyczne (17). Laoukili i wsp. (23) wykazali przy u¿yciu macierzy cDNA (588
genów) zmiany indukowane przez IL-13 w hodowlach komórek nab³onkowych.

Yuyama i wsp. (41) zidentyfikowali 12 genów indukowanych w tkankach oskrzeli
przez IL-13 lub IL-4 (maj¹ce wspólny receptor). Porównuj¹c uzyskane wyniki z profi-
lem ekspresji genów u pacjentów z astma atopow¹, wykazali, ¿e ekspresja 4 genów:
SERPNIB3, SERPINB4 (ang. serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 4)
(koduje bia³ko SCCA2), KAL-1 (ang. anosmin-1) i MAP17 by³a podwy¿szona lub obec-
na tylko w próbkach astmatycznych. Na podstawie uzyskanych wyników mo¿na by³o
stwierdziæ, ¿e bia³ko SCCA2 produkowane pod wp³ywem IL-13 lub IL-4 w komór-
kach nab³onka oskrzeli pe³ni rolê ochronn¹ przed dzia³aniem zewnêtrznych prote-
az. Indukcja IL13R�1 przez Il-13 lub IL-4 zosta³a potwierdzona metod¹ barwienia
z zastosowaniem przeciwcia³ (ang. immunostaining). Wykazano, ¿e IL13Ra2 funkcjo-
nuje jako receptor hamuj¹cy sygna³ pochodz¹cy od IL-13, co wskazuje na istnienie
negatywnego sprzê¿enia zwrotnego w mechanizmie indukcji IL13R�2 przez IL-13
w komórkach nab³onkowych oskrzeli.

Zimmermann i wsp. (19) przeprowadzili badanie ekspresji genów w tkankach
p³uc pochodz¹cych od myszy astmatycznych (Balb/c), indukowanych ovoalbumin¹ lub
Aspergillus. Ovoalbumina (OVA) i Aspergillus powodowa³y zmianê ekspresji odpowied-

Zastosowanie mikromacierzy DNA w badaniach alergii

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 115-130 2008 127



nio 496 i 527 genów z 12 422 znajduj¹cych siê na mikromacierzy (U74Av2, Affyme-
trix). Tylko 291 genów by³o wspólnych dla obu grup. Sugeruje to istnienie ró¿nic
w patogenezie spowodowanych rodzajem alergenu i/lub drog¹ immunizacji (alergen
pokarmowy vs. wziewny). Wœród genów o zwiêkszonej ekspresji znajdowa³y siê: ar-
ginaza I, arginaza II i CAT (ang. cationic amino amid transporter 2), zaanga¿owane
w asymilacjê i metabolizm argininy. Rola tych cz¹steczek w patogenezie astmy
oskrzelowej nie jest wyjaœniona. Wiadomo jedynie, ¿e maj¹ one wp³yw na syntezê
tlenku azotu i kolagenu, a komórki, w których arginaza ulega ekspresji to g³ównie
makrofagi. Poziom ekspresji arginazy I i II zwiêkszany jest przez IL-4 i IL-13.

Venkataraman i wsp. (20) badaj¹c myszy (DR6-/-) immunizowane OVA wykazali,
¿e DR6 (ang. death receptor-6) odgrywa wa¿n¹ rolê w rozwoju zapalenia alergicznego
p³uc. Reguluje rozwój eozynofilii (naciekania tkanek p³uc przez eozynofile) i stanu
zapalnego w obrêbie dróg oddechowych.

Zou i wsp. (15) badali ekspresjê genów w tkankach p³uc ma³p u których wy-
wo³ano reakcjê alergiczn¹ indukowan¹ przez Ascaris suum. Zaobserwowali oni zmia-
nê poziomu ekspresji 149 z 40 000 genów obecnych na mikromacierzy cDNA. Naj-
wiêksza zmiana poziomu ekspresji widoczna by³a 4 godz. po indukcji alergenem.
Zaobserwowano wzrost ekspresji genów koduj¹cych m. in. eotaksynê (CCL11),
MCP-1 (CCL2), MCP-3 (CCL7).

3. Podsumowanie

Mikromacierze DNA s¹ wygodnym narzêdziem badania ekspresji genów, zw³asz-
cza gdy dysponujemy niewielk¹ iloœci¹ materia³u biologicznego. W przypadku cho-
rób alergicznych, w tym astmy oskrzelowej, w których w patogenezê zaanga¿owane
s¹ ró¿nego typu komórki i produkty ekspresji setek genów, poznanie pod³o¿a ist-
niej¹cych zale¿noœci jest podstawowe dla zrozumienia procesu chorobowego i po-
szukiwañ sposobu leczenia. Wystêpowanie rozbie¿noœci w poziomie ekspresji po-
szczególnych genów spowodowane jest prawdopodobnie niejednorodnoœci¹ bada-
nych tkanek, stosowanych metod, a tak¿e niejednorodnymi kryteriami doboru pa-
cjentów i definiowania atopii. Atopiê rozpoznaje siê na podstawie objawów klinicz-
nych, obecnoœci specyficznych przeciwcia³ IgE w surowicy oraz dodatnich wyników
testów skórnych. W przypadku astmy alergicznej istotne s¹ tak¿e wyniki badañ spi-
rometrycznych. Pomimo tych trudnoœci uda³o siê zidentyfikowaæ wiele genów, któ-
rych podwy¿szon¹ ekspresjê lub polimorfizm powi¹zano z alergi¹ i astm¹. Znalezie-
nie uniwersalnych markerów alergii jest trudne, poniewa¿ alergia jest chorob¹ wie-
logenow¹. Ró¿ne geny odgrywaj¹ inn¹ rolê w poszczególnych stadiach choroby,
a tak¿e w indywidualnych przypadkach chorobowych. Ka¿dy gen stanowi ma³y pro-
cent indywidualnego genetycznego ryzyka rozwoju alergii i astmy.
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