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STRESZCZENIE:

StOWA KLUCZOWE:

Wstep: Przewlekte zapalenie migdatkéw podniebiennych jest jednostka chorobowg o niewyjasnionej w petni etiopatogene-
zie. Powszechnie uwaza sie, ze gtéwna przyczyng przewlektego stanu zapalnego migdatkéw jest zakazenie bakteriami i wiru-
sami oraz reakcje autoimmunologiczne. Ponadto wskazuje sie, ze w etiologii moga odgrywac réwniez role: niezbilansowana
dieta, odpornos¢ humoralna oraz czynniki genetyczne. Fikoliny sg biatkami biorgcymi udziat we wrodzonej odpowiedzi immu-
nologicznej. U cztowieka zidentyfikowano trzy typy tych biatek: fikoline 1, fikoline 2 oraz fikoline 3. Ekspresja fikoliny 2 zachodzi
pod kontrolg genu FCN2, zlokalizowanego na chromosomie 9q34. W dostepnym piSmiennictwie przedstawiono dotychczas
badania dotyczace kilku polimorfizméw genu FCN2 (np.: rs3124952, rs3124953, rs17514136, rs3128626, rs3128625, rs7037264,
rs7041446, rs17549193, rs7851696). Analizy dotyczyty réznych choréb o charakterze zakaznym lub autoimmunologicznym,
w tym zakazenia drég oddechowych.

Cel: Celem badania byto okreslenie znaczenia SNP rs7851696 oraz rs7865453 genu FCN2 w grupie pacjentdéw z przewlektym
zapaleniem migdatkéw podniebiennych.

Materiati metody: Badanie przeprowadzono w grupie 101 pacjentéw z przewlektym zapaleniem migdatkéw podniebiennych.
Crupe kontrolng stanowito 101 zdrowych oséb. SNP analizowano w aparacie QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA). Reakcje zostaty przeprowadzone z wykorzystaniem dwdch zestawdéw sond — TagMan® Genotyping Assays
(Applied Biosystems, USA), umozliwiajacych detekcje dwéch réznych alleli.

Wyniki: Grupa badana sktadata sie z 56 kobiet (55,5%) i 45 mezczyzn (44,5%), a mediana wieku grupy wynosita 32 lata. Do
grupy kontrolnej wigczono 56 kobiet (55,45%) i 45 mezczyzn (44,55%), gdzie mediana wieku wynosita 35 lat. Analizy statysty-
czne nie wykazaty istotnych statystycznie réznic w rozktadzie genotypdéw dla obu polimorfizméw pomiedzy badanymi gru-
pami. Wykazano natomiast zwiazek miedzy wiekiem a przewlektym zapaleniem migdatkéw. Nizszy wiek korelowat dodatnio
z ryzykiem zachorowania (p = 0,014). Zauwazono réwniez, iz spozywanie alkoholu korelowato ujemnie z zachorowaniem na
przewlekte zapalenie migdatkéw (p <0,05).

Whioski: Wyniki przeprowadzonego badania nie potwierdzajg zwigzku polimorfizmdéw rs7851696 i rs7865453 genu FCN2
z przewlektym zapaleniem migdatkdw.

FCN2, fikolina 2, polimorfizm pojedynczego nukleotydu, przewlekte zapalenie migdatéw, SNP

ABSTRACT:

Introduction: Chronic tonsillitis is a disease with an incompletely elucidated etiopathogenesis. Can be considered that the
main cause of chronic inflammation of the tonsils is bacterial and viral infections and autoimmune reactions. In addition,
it is indicated that an unbalanced diet, humoral immunity and genetic factors may also play a role in the etiology. Ficolins
are proteins involved in the innate immune response. Three types of these proteins have been identified in humans: ficolin
1, ficolin 2 and ficolin 3. Ficolin 2 is expressed under the control of the FCN2 gene located on chromosome 9g34. Studies on
several polymorphisms of the FCN2 gene have been presented in the available literature (e.g. rs3124952, rs3124953, rs17514136,
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rs3128626, rs3128625, rs7037264, 157041446, rs17549193, rs7851696). Analyses of these SNPs focused on various infectious or
autoimmune diseases, including respiratory infections.

Aim: The aim of the study was to find the relationship between the selected rs7851696 and rs7865453 FCN2 gene polymorphi-
sms, and chronic tonsillitis.

Material and methods: The study included 101 patients with chronic tonsillitis, whereas the control group consisted of
101 healthy individuals.

Results: In the study group the median age was 32 years. There were 45 (44.5%) men and 56 (55.5%) women; 13 (12.9%) patients
were smokers; 33 (32.7%) reported alcohol consumption; 10 (9.9 %) were both smokers and alcohol users. The median age of
the controls was 35 years. This group comprised 45 (44.55%) men and 56 (55.45%) women, of whom 21 were smokers (20.79%),
81 were drinkers (80.19%), and 21 were both tobacco and alcohol users (20.79%). Statistical analyses showed no statistically si-
gnificant differences in the distribution of genotypes for the two polymorphisms between the test groups. However, an asso-
ciation between age of onset and chronic tonsillitis has been demonstrated. Lower age correlated positively with disease risk
(p=0.014). It was also noted that alcohol consumption correlated negatively with the incidence of chronic tonsillitis (p <0.05).

Conclusions: The results of study show no association between the polymorphisms rs7851696 and rs7865453 of the FCN2 gene
and chronic tonsillitis.

chronic tonsillitis, FCN2, ficolin 2, single nucleotide polymorphism, SNP

WYKAZ SKROTOW

CT - przewlekle zapalenie migdatkéw podniebiennych
FBG - ang. fibrinogen-like binding

GalNAc — N-acetylogalaktozamina

GlcNAc — N-acetyloglukozamina

MAF — ang. Minor Allele Frequency

SNP - polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw

WSTEP

Przewlekle zapalenie migdatkéw podniebiennych (ang. chronic
tonsillitis; CT) jest jednostka chorobowa o niewyjasnionej w pet-
ni etiopatogenezie. Powszechnie uwaza sie, ze gléwna przyczyna
przewleklego stanu zapalnego migdatkéw jest zakazenie bakteria-
mi i wirusami oraz reakcje autoimmunologiczne. Flora bakteryjna
migdatkéw w przewleklym zapaleniu jest réznorodna, zwigzana
zaréwno z bakteriami tlenowymi, jak i beztlenowymi. Patogeny
moga bytowac réwniez w postaci tzw. biofilmu, ktéry moze od-
grywaé kluczowa role w zakazeniu. Do najcze$ciej wykrywanych
bakterii naleza: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Haemophilus influenzae oraz Escherichia coli [1-5].
Ponadto wskazuje sig, ze w etiologii CT mogg odgrywaé réwniez
role inne czynniki, takie jak: niezbilansowana dieta, odpornos¢
humoralna oraz czynniki genetyczne [5].

Fikoliny sg biatkami bioracymi udzial we wrodzonej odpowiedzi
immunologicznej, strukturalnie podobnymi do kolektyn. Bialka
te wiazg ligandy na powierzchni drobnoustrojéw, co prowadzi do
aktywacji ukladu dopelniacza na drodze lektynowej [6]. Ponadto
fikoliny moga uczestniczy¢ w procesie aktywacji komérek uktadu
odpornosciowego do wydzielania cytokin prozapalnych, takich jak:
interferon vy, interleukina 17, interleukina 6 oraz czynnik martwi-
cy nowotworu a (TNF a) [7]. U czlowieka zidentyfikowano trzy
typy tych biatek: fikoline 1 (fikoling M), fikoline 2 (fikoline L) oraz
fikoline 3 (fikoline H, antygen Hakata) [8]. Fikolina 2 cechuje sie
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powinowactwem do polisacharyddw, takich jak: N-acetylogluko-
zamina (GlcNAc) i N-acetylogalaktozamina (GalNAc), a takze ela-
styny, niektérych kortykosteroidéw, bakteryjnego peptydoglikanu
oraz charakterystycznego dla grzybéw 1,3-p-D-glukanu. Fikoli-
na 2 ponadto moze wiaza¢ si¢ réwniez do biatka C-reaktywnego.
Zjawisko to moze odpowiadac za nasilenie proceséw zapalnych.
Fikolina 2 jest syntetyzowana gtéwnie w watrobie, pod kontrola
genu FCN2, zlokalizowanego na chromosomie 9q34 [9, 10]. Gen
ten zbudowany jest z 8 eksonéw. Ekson 1. koduje region 5UTR,
eksony 2. i 3. Odpowiadaja natomiast za domene kolagenopodob-
ng. Ekson 4. koduje region tacznika, a 5.-8. koduja domene FBG
(ang. fibrinogen-like binding) [8]. Na ekspresje genu oraz samego
bialka moga mie¢ wplyw polimorfizmy pojedynczych nukleoty-
déw — SNP (ang. single nucleotide polymorphism) [11]. Wydaje
sie wiec zasadne prowadzenie badan nad rola SNP w patogenezie
przewlektego zapalenia migdatkéw podniebiennych.

CEL

Celem badania bylo okreslenie znaczenia SNP rs7851696 oraz
rs7865453 genu FCN2 w grupie pacjentéw z przewlektym zapa-
leniem migdalkéw podniebiennych.

MATERIAL | METODY

Badanie przeprowadzono w grupie 101 pacjentéw z przewleklym
zapaleniem migdatkéw podniebiennych operowanych w Klinicz-
nym Oddziale Otorynolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej
Szpitala Specjalistycznego w Zabrzu. Rozpoznanie stawiano na
podstawie wywiadu chorobowego (nawracajace ostre zapalenia
migdatkéw podniebiennych) oraz badania fizykalnego (przerost
migdalkéw/wystepowanie czopéw migdatkowych/poszerzenie krypt
migdatkéw/powiekszenie szyjnych wezléw chionnych) [12, 13].
Od pacjentéw pobrano wycinki z migdalka podniebiennego po
tonsillektomii. Grupe kontrolna stanowilo 101 zdrowych oséb,
od ktérych pobrano komérki nablonkowe btony §luzowej jamy
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Tab. I. Charakterystyka polimorfizmdw rs7851696 i rs7865453 genu FCN2 oraz starteréw uzytych w badaniu.

SNP TYPSNP ZMIANA KODONU

rs7851696 Mutacjazmiany sensu  GCT,TCT AS

rs7865453 Intron - _

ZMIANA AMINOKWASU

SEKWENCJA STATEROW [VIC/FAM]
CAATGATCTTAACACCGGAAATTGTIG/T]CTGTCATGTTTCAGCGCAGCTTGGTG

TCCCAACATGAGAAATTCCAGTCTG[A/CICCCACCCTGCCTTCTCTAGCCCTAT

Tab. 1l. Wyniki analiz poréwnawczych rozktadéw genotyp6w pomiedzy grupg pacjentéw z przewlektym zapaleniem migdatkéw i kontrolng dla poszczegélnych polimorfizméw.

POLIMORFIZM GRUPA GENOTYPY P OR (95% CI)
GG TT GT
badana 75 o) 26
57851696 0,625 1,22 (0,64—2,32)
kontrolna 73 1 27
AA cc AC
badana 78 o} 23
rs7865453 1 1,05 (0,56-1,97)
kontrolna 72 1 27

ustnej metoda wymazu, za pomocg sterylnych pateczek (DELTA-
LAB, Polska). Od wszystkich pacjentéw i zdrowych os6b zebra-
no informacje na temat zmiennych demograficznych, takich jak:
wiek, pte¢ oraz zazywane uzywek (spozywanie alkoholu i palenie
tytoniu). Badanie uzyskalo pozytywna opini¢ Komisji Bioetycz-
nej Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach (decyzja
nr KNW/0022/KB1/49/16 oraz nr KNW/0022/KB1/49/11/16/17).

Material biologiczny, wykorzystany do oznaczen SNP, zostat wybra-
ny na podstawie danych literaturowych dotyczacych analiz moleku-
larnych w chorobach jamy ustnej i gardta [14—17]. Wycinki tkanek
homogenizowano przy uzyciu homogenizatora FastPrep°®-24 (MP
Biomedicals, USA) z wykorzystaniem probéwek, zawierajacych
kulki do homogenizacji tkanki (Lysing Matrix D, MP Biomedicals,
USA), w obecnosci buforu do lizy Lyse T (EURX, Polska). Nastepnie
izolowano DNA przy uzyciu zestawu Tissue DNA Purification Kit
(E EURYX, Polska) wedlug zataczonego protokotu. Do izolacji DNA
z wymazow zostal wykorzystany zestaw GeneMATRIX Swab-Extract
DNA Purification Kit (EURx, Polska). Analize jakosciowsa i iloscio-
wa wyizolowanego DNA przeprowadzono metoda spektrofoto-
metryczng, uzywajac NanoPhotometer Pearl (Implen, Germany).

Do analiz wybrano 2 SNP genu FCN2, tj. rs7851696 oraz rs7865453,
na podstawie danych literaturowych [8, 18] oraz bazy National
Center for Biotechnology Information (dbSNP) [19]. Jako kryte-
rium wyboru przyjeto czesto$c allelu rzadszego (ang. Minor Allele
Frequency; MAF) na poziomie co najmniej 0.1 w populacji euro-
pejskiej. Charakterystyke badanych SNP przedstawiono w Tab. L.
Do identyfikacji SNP zostal wykorzystany aparat QuantStudio
5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) oraz opro-
gramowanie QuantStudio Design and Analysis Software v1.5.1
(Applied Biosystems, USA). Reakcje zostaly przeprowadzone na
96-dotkowych ptytkach z wykorzystaniem znakowanych fluore-
scencyjnie dwoch zestawdw sond — TagMan® Genotyping Assays
(Applied Biosystems, USA), umozliwiajacych detekcje dwdch roz-
nych alleli. Reakcja prowadzono w 25 pl objeto$ci, o nastepujacym
skladzie reagentéw: 11,25 pl DNA; 12,5 pl TagMan® Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems, USA) oraz 1,25 pl TagMan® Ge-
notyping Assays (Applied Biosystems, USA).
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Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono za pomoca pro-
gramu Statistica 13.1. Oceny normalnosci rozkladu otrzymanych
wynikéw dokonano na podstawie testu Shapiro-Wilka. W dalszej
analizie zastosowano test U Manna-Whitneya oraz test Fishera. Dla
wszystkich polimorfizméw sprawdzono zachowanie réwnowagi
Hardy’ego-Weinberga. Za parametry istotne statystycznie uznawa-
no zmienne, dla ktérych poziom istotnosci p byt mniejszy niz 0,05.

WYNIKI

Grupa badana skladala sie z 56 kobiet (55,5%) i 45 mezczyzn (44,5%),
amediana wieku grupy wynosila 32 lata. W badanej grupie 13 (12,9%)
pacjentéw palilo tyton; 33 (32,7%) zglosito spozywanie alkoholu;
10 (9,9%) jednoczes$nie palito tyton i spozywalo alkohol. Do grupy
kontrolnej wlaczono 56 kobiet (55,45%) i 45 mezczyzn (44,55%), gdzie
mediana wieku wynosita 35 lat. W grupie kontrolnej 21 (20,79%)
os6b palito papierosy, 81 (80,19%) oséb za$ spozywalo alkohol,
a 21 (20,79%) palito papierosy i spozywato alkohol. Wykazano zwia-
zek miedzy wiekiem a przewlektym zapaleniem migdatkéw. Niz-
szy wiek korelowal dodatnio z ryzykiem zachorowania (p = 0,014).
Nie wykazano natomiast wplywu plci i palenia papieroséw. Z ko-
lei spozywanie alkoholu korelowato ujemnie z zachorowaniem
na CT (p <0,05).

Analiza statystyczna wykazala zgodnosc¢ rozktadéw alleli i geno-
typow polimorfizméw rs7851696 i rs7865453 z prawem Hardy'e-
go-Weinberga we wszystkich grupach. Nie stwierdzono istotnych
statystycznie réznic w rozkladzie genotypow dla obu polimorfi-
zméw pomiedzy grupa pacjentéw z CT a grupa kontrolng. Wyniki
przedstawiono w Tab. IL.

DYSKUSJA

W ostatnim czasie, ze wzgledu na rozwdj technik z zakresu biologii
molekularnej, tematem badan staly sie polimorfizmy genéw kodu-
jacych biatka o réznych funkcjach. Celem przedstawionego badania
bylo okreslenie znaczenia SNP rs7851696 oraz rs7865453 genu FCN2
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w grupie pacjentéw z przewleklym zapaleniem migdatkéw podnie-
biennych. W dostepnym pi$miennictwie przedstawiono dotychcza-
sowe badania, ktére dotycza kilku polimorfizméw genu FCN2 (np.:
1rs3124952, rs3124953, rs17514136, rs3128626, rs3128625, rs7037264,
rs7041446, rs17549193, rs7851696) oraz stezenie samej fikoliny
2 w surowicy. Analizy dotyczyly réznych chordb o charakterze zakaz-
nym lub autoimmunologicznym, w tym: zakazenia drég oddechowych
[20, 21], zapalenia ptuc [22], inwazyjnej choroby pneumokokowej
[23], gruzlicy ptuc [24, 25], tradu [26, 27], zapalenia watroby typu B
[28, 29], leiszmaniozy [30, 31], choroby Chagasa [32], schistosoma-
tozy [33], choroby reumatycznej serca [34], prochnicy zebéw [35],
toczenia rumieniowatego ukladowego, reumatoidalnego zapalenia
staw6w [36], choroby Behgeta [37], mukowiscydozy [38]. Wykaza-
no, ze genotyp GT badanego w pracy polimorfizmu rs7851696 byt
zwigzany z wczesnym wystapieniem kolonizacji Pseudomonas aeru-
ginosa w mukowiscydozie [38]. Inna analiza wykazala, ze wariant
ten wplywat na ryzyko wystapienia leiszmaniozy skérnej. Ponadto
omawiana zmiana nukleotydéw G>T powodowala réznice w sta-
bilnosci i aktywnosci biatka, a takze wplywala na ekspresje same-
go genu [30]. Erkan i wsp. [39] wykazali natomiast, ze genotyp GT
czesciej wystepowal u dzieci z przewleklym zapaleniem migdatka
gardlowego, w poréwnaniu do grupy zdrowych oséb. Autorzy po-
stulowali réwniez, ze zmiana nukleotydowa G>T moze powodowac
oslabienie wrodzonego uktadu odpornosciowego poprzez zmiane
zdolno$ci wigzania weglowodanéw na powierzchni mikroorgani-
zméw wywolujacych zapalenie migdatkéw [39]. Inne badanie wy-
kazalo, ze niski poziom fikoliny 2 w surowicy dzieci z nawracaja-
cymi chorobami ukladu oddechowego byt zwigzany z genotypem
GT [9]. W dostepnym pi$miennictwie brakuje natomiast doniesien
dotyczacych poziomu fikoliny 2 u pacjentéw z CT.
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