GENETYKA NOwOSCI

Rola genow zegara
biologicznego

W astmie atopowe)

The role of circadian clock genes in atopic asthma

SUMMARY

The circadian clock is an endogenous system that synchronizes metabolic processes with the day-night cycle. The
central and peripheral biological clocks are located in the suprachiasmatic nucleus in hypothalamus and in the club
cells in the airways, respectively. Both systems cooperate to maintain homeostasis, whereas the disturbances may
result in the development of systemic diseases, including asthma.

In asthma, disturbances of the clock genes lead to symptoms intensification in the early morning that result from
changes in the expression of clock genes within immune cells. Increased concentration of inflammatory mediators
promotes inflammation and increase susceptibility to viral infections. Polymorphism in small, non-coding RNAs
(miRNAs) and B-adrenergic receptor genes may also be associated with early morning dyspnoea and poor response
to bronchodilator drugs.

Despite many studies, the role of the circadian clock in asthma pathogenesis is not fully discovered and requires
further studies.

Zegar biologiczny jest wewnetrznym mechanizmem organizméw zywych synchronizujgcym procesy metaboliczne z
cyklem dnia i nocy. Centralny i peryferyjny zegar biologiczny znajduja sie odpowiednio w jadrach nadskrzyzowanio-
wych podwzgdrza i maczugowatych komérkach oskrzelikowych drog oddechowych. Oba mechanizmy wspoétdziatajg
utrzymujgc homeostaze organizmu, a ich zaburzenia prowadzg do choréb o charakterze ogoélnoustrojowym, m.in.
astmy.

W astmie zaburzenia zegara biologicznego sg zwigzane z dobowymi fluktuacjami objawéw chorobowych, nasilajgcych
sie w godzinach wczesno-porannych. Gidwng przyczyng sg zmiany ekspresji genéw zegara biologicznego w obrebie
komérek odpornosciowych. Wzrost stezenia mediatoréw zapalnych nasila objawy choroby i zwigksza podatno$é na

infekcje wirusowe, bedace czestg przyczyng zaostrzen w astmie. Badania genetyczne potwierdzajg rowniez udziat
polimorfizmu matych, niekodujacych RNA (miRNA) i receptora -adrenergicznego w predyspozyciji do wystapienia
porannych napadéw dusznosci i gorszej odpowiedzi na leki rozszerzajgce oskrzela.

Rola genéw zegara w patogenezie astmy oskrzelowej pozostaje niejasna i wymaga dalszych badan.
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egar biologiczny jest wewnetrznym mechanizmem

Z regulujgcym dobowg oscylacje licznych procesow
metabolicznych. Wptyw zegara biologicznego na
funkcjonowanie organizmu zostat dobrze udokumentowany,

szacuje sie, ze jego kontroli podlega transkrypcja do 10%
wszystkich genéw cztowieka [1], [2].

Udziat zegara biologicznego zaobserwowano
m.in. w regulacji aktywnosci uktadu sercowo-naczy-
niowego [3], gospodarki hormonalnej [4], metaboli-
zmu glukozy oraz procesow trawiennych [5], jak row-
niez zachowania [6].

Zaburzenia w regulacji zegara biologicznego czg-
sto majg charakter ogélnoustrojowy i mogg prowadzié
do powaznych schorzen [7].
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Najnowsze badania potwierdzajg wystepowanie zabu-
rzen regulacji zegara biologicznego u chorych na astme
atopowa, co wigze sie z wystgpieniem dobowych zmian
w nasileniu objawdw chorobowych. Celem niniejszej pracy
jest przeglad najwazniejszych informaciji dotyczacych gendw
zegara biologicznego w patogenezie astmy atopowej.

Mechanizm molekularny zegara biologicznego

Centralny zegar biologiczny znajduje si¢ w jadrach
nadskrzyzowaniowych podwzgoérza, petnigc funkcje
wytgcznego generatora rytméw biologicznych. Z tego
obszaru nerwami uktadu wspétczulnego wysytane sg
impulsy elektryczne zawiadujgce i koordynujgce pery-
feryjne zegary biologiczne zlokalizowane w tkankach
cafego ciata.
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Gtéwnym czynnikiem synchronizujacym centralny zegar
biologiczny i, posrednio réwniez zegary peryferyjne, jest
Swiatto stoneczne, ktdre przez siatkdwke oka i droge siat-
kowkowo-podwzgdrzowg dociera do jader nadskrzyzowa-
niowych. Pozwala to dostosowac liczne procesy metabolicz-
ne organizmu, a tym samym jego odpowiedz do warunkow
panujgcych w srodowisku zewnetrznym oraz cyklu dnia
inocy [8], [9].

Mimo dobrze poznanej anatomicznej lokalizacji central-
nego zegara biologicznego, nie zostato wyjasnione, ktore
komorki regulujg cykl okotodobowy w ptucach w przypadku
peryferyjnego zegara biologicznego. Przypuszcza sie, ze
role tg mogg odgrywa¢ maczugowate komaorki oskrzeliko-
we (dawniej Clara), ktore wykazujg cykliczne dobowe zmia-
ny ekspresji gendw zegara biologicznego: CLOCK i PER.
Potwierdzajg to wyniki badania, w ktérym wybiércze usunie-
cie komorek oskrzelikowych z hodowli skutkowato zaniknie-
ciem dobowych zmian ekspresji genu PER [10].

Molekularne dziatanie zegara biologicznego obej-
muje szereg procesow zachodzgcych w ciggu 24 godzin
i opartych na zasadzie ujemnego sprzgzenia zwrotnego.
Pierwszym etapem niezbednym do rozpoczecia cyklu jest
homodimeryzacja biatkowych produktéw genéw CLOCK
i BMAL1. Powstaty kompleks stymuluje ekspresje genéw
kontrolowanych przez zegar biologiczny (ang. clock-con-
trolled genes, CCG). Do najwazniejszych z nich nalezg
geny PER, CRY, RORS oraz REV-ERBS. Pierwsze dwa sg
eksportowane z jagdra komérkowego prowadzgc do znacza-
cego wzrostu liczby transkryptow tych gendw w cytoplazmie.
W nocy, gdy ich stezenie jest najwyzsze, 1aczg sie z bial-
kiem TIMELESS, a nastepnie ulegajg translokacji do jadra
komorkowego. Powstaly kompleks hamuije aktywnos$¢ hete-
rodimeru CLOCK:BMAL, obnizajac ekspresjg genow CCG,
a tym samym réwniez PER i CRY. Drugg osig regulujgca
zegar biologiczny sg biatka RORS i REV-ERBS, odpowiednio
stymulujgce i hamujgce ekspresje genu BMALT [11], [12].
Mechanizm molekularny sterujgcy regulacjg zegara biolo-
gicznego w ciggu dnia i w nocy przedstawiono na rycinie 1.

Molekularny mechanizm zawiadujacy regulacja centralnego i peryferyjnego zegara biologicznego. Przedsta-
i mulujgc ekspresj

kl powtarza sie co 24 godziny, st

Zegar biologiczny w ujeciu klinicznym

W warunkach fizjologicznych regulacija $rednicy oskrzeli
odbywa sie poprzez naprzemienne dziatanie ukfadu wspot-
czulnego i przywspotczulnego. Pobudzenie receptorow
B-adrenergicznych (bedacych czescig ukiadu wspdtczulne-
go) powoduje rozszerzenie oskrzeli, podczas gdy stymu-
lacja receptorow nikotynowych/muskarynowych (bedacych
czescig uktadu przywspdtczulnego) zmniejsza ich Swiatfo.

* W warunkach fizjologicznych, naprzemienne dzia-
tanie tych dwoch uktadéw receptorowych skutkuje
niewielka dobowg oscylacjg swiatta oskrzeli, ktore
u osoby zdrowej nie prowadzi do pojawienia si¢
objawow [13], [14].

* W przypadku os6b chorych na astme, dobowe waha-
nia srednicy oskrzeli sa zdecydowanie wigksze, co
prowadzi do pojawienia sig¢ wczesno porannych napa-
dow dusznosci i wigkszej liczby interwencji lekarskich
o tej porze doby [15].

llosciowo, do pomiaru wahania stopnia ciezkosci obtu-
racji wykorzystuje sie ocene parametrow spirometrycznych,
charakteryzujacych przeptyw powietrza w drogach odde-
chowych w ciagu doby. U pacjentéw z dobowa fluktuacija
objawow obserwuje sie wyrazne wahania wskaznikow spiro-
metrycznych takich jak FEV1 czy PEF, ktére wykazujg najniz-
sze wartosci okoto godziny 4 nad ranem, a najwyzsze okoto
godziny 16 [16]. Spadkowi przeptywu powietrza towarzyszy
rowniez wyrazny wzrost oporu drog oddechowych w godzi-
nach wczesno porannych [17].

Jednym z pierwszych badan dotyczagcym dobowych
zmiennosci objawdw astmy byta praca opublikowana w 1985
w grupie 3000 chorych, u ktorych obserwowano dobowag
cyklicznos$¢ objawdw. W pracy zaobserwowano, ze napady
dusznosci wystepuijg az 70 razy czesciej w godzinach poran-
nych (4-5 rano) w poréwnaniu do godzin popotudniowych
(godzina 14-15) [1].

Z kolei Turner-Warwick i wsp. [18] w badaniu przepro-
wadzonym w grupie 7729 pacjentdw z astma wykazali, ze
az 74% badanych doswiadczyto porannych napaddw dusz-

e genow CCG w ciagu dnia i hamujac w noc
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nosci co najmniej raz w tygodniu. Na uwage zasfuguije fakt,
ze poranne duszno$ci mogg pojawiac sie codziennie nawet
u 40% chorych [19], co przy 235 milionach chorych na astme
stanowi powazny problem natury medycznej [20].
Dobowe zmiennos$ci objawéw chorobowych astmy
wystepujg réwniez w grupie pacjentow pediatrycznych.

Badania Strunk i wsp. [13] przeprowadzone u dzieci
z astma wykazaly, ze prawie 34% dzieci przynajmniej raz
w ciggu 28-dniowej obserwacji dodwiadczyto porannych
napadow duszno$ci, a ich wystepowanie korelowato ze
stopniem ciezkosci choroby i atopig (podwyzszone steze-
nie przeciwciat IgE w surowicy oraz pozytywny wynik punk-
towych testow skornych). Podobne badania z udziatem
pacjentow pediatrycznych z astma przeprowadzili réwniez
Horner i wsp. [21], ktdrzy wykazali, ze w trakcie 48-dniowej
obserwacji u 73% badanych dzieci przynajmniej raz wysta-
pity poranne napady dusznosci wymagajace podania leku
rozszerzajacego oskrzela.

Na uwage zasfuguje rowniez badanie Levin i wsp. [22],
w ktérym analizowano zalezno$ci pomiedzy porannymi
napadami dusznosci u 0sob cierpigcych na astme a roz-
nym pochodzeniem etnicznym w populacji amerykanskich
pacjentow pochodzenia europejskiego i afrykanskiego.
Pacjenci pochodzenia afrykanskiego ponad dwa razy cze-
Sciej zgtaszali wystgpienie porannych duszno$ci niz pacjenci
pochodzenia europejskiego.

Wykorzystujgc dane z badan catego genomu (ang.
genome-wide association studies, GWAS) potwierdzo-
no, ze pochodzenie afrykanskie jest czynnikiem ryzyka
dla wystapienia porannych napadéw duszno$ci.

Niezaleznie od zaburzen regulacji zegara biologicznego,
warto wzig¢ pod uwage, ze na dobowg oscylacje objawow
astmy i wystgpienie porannych napadodw dusznosci moga
wplywac inne czynniki np. pozycja lezgca chorego podczas snu
(skutkujaca zaleganiem wydzieliny), spadek temperatury ciafa,
ekspozycja na alergeny (wczesniejszy kontakt ze zwierzetami lub
ekspozycja na roztocza kurzu domowego) oraz stres [19], [20].

Zegar a stan zapalny

Oproécz centralnego i peryferyjnego zegara biolo-
gicznego kluczowg role w dobowej oscylacji objawow
astmy odgrywa rowniez zegar biologiczny obecny
w komorkach uktadu immunologicznego, ktory ste-
ruje dobowg regulacjg takich proceséw jak prolifera-
cja komoérek zapalnych, prezentacja antygenéw czy
wydzielanie mediatoréw stanu zapalnego [1], [23], ktére
nasilajg skurcz oskrzeli, produkcje $luzu, remodeling
drzewa oskrzelowego oraz utrzymujg istniejgcy stan
zapalny w drogach oddechowych [24].

Dobowe oscylacje w funkcjonowaniu uktadu immunolo-
gicznego (intensyfikacja dziatania w nocy i spadek aktywno-
$ci w ciggu dnia) uwazane sg obecnie za gldwng przyczyne
fluktuacji objawdw u chorych na astme oskrzelowa [15], [25].
Udziat zegara biologicznego w regulacji ukfadu immunolo-
gicznego zostat wykazany w badaniach zarowno z wykorzy-
staniem materiatu pochodzacego od pacjentow jak réwniez
modeli in vivo oraz in vitro [26]-[28].

Istotnym czynnikiem zwiekszajgcym ryzyko astmy,
a takze najczestszym czynnikiem zaostrzajgcym objawy
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choroby sg infekcje wirusowe drég oddechowych [29].
Wydaje sig, ze zwiekszona podatnosc¢ na infekcje moze by¢
zwigzana z zaburzeniami ekspresji genéw zegara biologicz-
nego [30].

Badania przeprowadzone przez Gibbs i wsp. [31]
z wykorzystaniem mysiego modelu indukowanego stanu
zapalnego wykazaly, ze inhalacja zwierzat roztworem lipo-
polisacharydow (LPS) znaczaco zwigkszala catkowitg liczbe
komorek odpornosciowych w poptuczynach oskrzelowo-pe-
cherzykowych (ang. bronchoalveolar lavage, BALF), a ich
liczba podlegata dobowym zmianom. Te same oscylacje
w BALF wykazano réwniez w przypadku stezenia kluczo-
wych dla zapalenia, cytokin i chemokin: IL-6, TNFo, G-CSF,
CXCL1, CXCL2 oraz CXCL5. W kontynuacji tych badan
wykazano istotny udziat zmian dobowych w regulacji eks-
presji chemokiny CXCL5, odpowiedzialnej za rekrutacje
neutrofildw do miejsca zapalenia. Indukcja stanu zapalne-
go u myszy spowodowata znaczacy wzrost ilosci CXCLS5,
wydzielanej przez maczugowate komorki oskrzelikowe, 0sig-
gajac maksymalne stezenia w godzinach nocnych. Podanie
tym samym zwierzetom glikokortykosteroidéw zmniejszafo
ilo$¢ wydzielanej CXCL5 oraz liczbe neutrofiléw, ogranicza-
jac stan zapalny w drogach oddechowych.

Co ciekawe, zwierzeta pozbawione genu BMALT (ang.
gene knock-out) nie reagowaly na podanie glikokortykoste-
roidow, co sugeruje kluczowg role gendw zegara biologicz-
nego w odpowiedzi na leki przeciwzapalne. Innym badaniem
wykorzystujgcym model mysi pozbawiony genu BMAL1 byto
badanie Haspel i wsp. [32]. Autorzy zaobserwowali upo-
$ledzong odpowiedz zmodyfikowanych zwierzat na wirusa
paragrypy oraz wirus grypy typu A, a w drogach odde-
chowych tych zwierzat obserwowano przebudowe $ciany
oskrzeli charakterystyczng dla osob chorujacych na astme.
W tym samym badaniu wykazano obnizong ekspresje tego
genu w ptucach pacjentow z astmg. Powyzsze informa-
Cje sugerujg, ze spadek ekspresji BMAL1T moze znaczaco
uposledza¢ odpowiedz uktadu immunologicznego u 0s6b
chorych na astme, co ttumaczyto by zwiekszong zachoro-
walno$¢ na infekcje wirusowe w tej grupie chorych.

Zwigzek miedzy genami zegara biologicznego a zwiek-
szong podatnos$cia na infekcje wirusowe drog oddechowych
wykazali Ehlers i wsp. [33] na tym samym modelu — myszy
pozbawione genu BMAL1 wykazywaly zwiekszong odpo-
wiedz zapalng (podwyzszona liczba leukocytéw w BALF
oraz podwyzszong ekspresje wspomnianej juz chemokiny
CXCL5 oraz IL-6) w poréwnaniu do myszy z aktywng formag
genu. W tym samym badaniu wykazano rowniez obnizong
ekspresje BMAL1 w astmie w oparciu o materiat pobrany
z wymazow szczoteczkowych z oskrzeli dorostych pacjen-
tow oraz wymazdw szczoteczkowych z nosa pacjentow
pediatrycznych.

Oprdcz modeli in vivo, réwniez w badaniach klinicznych
U pacjentéw z astma cierpigcych na poranne napady dusz-
nosci wykazano dobowe wahania liczby komorek zapal-
nych w BALF oraz dobowg oscylacje ekspresji mediatorow
stanu zapalnego (neurotoksyny eozynofilowej (EDN, ang.
eosinophil derived neurotoxin), eozynofilowego biatka katio-
nowego (ECP, ang. eosinophil cationic protein) i histaminy
w BALF i krwi obwodowej u pacjentdéw z astma [34]-[38].
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Wspomniane mediatory osiggaja swoje maksymalne steze-
nie okoto godziny 4 nad ranem, co bezposrednio przekta-
da sie wzrost wyktadnikow stanu zapalnego i wystgpienie
porannych napadow dusznosci. Dobowg zmienno$¢ w licz-
bie eozynofiléw i makrofagdw potwierdzono réwniez w plwo-
cinie [38] i tkance ptuc [39].

Na uwage zastuguja réwniez badania nad dobo-
wa regulacjg ekspresji receptoréow dla lekoéw rozsze-
rzajgcych oskrzela. W swoim badaniu Szefler i wsp.
[40] wykazali znaczgcy spadek gestosci receptorow
B-adrenergicznych na powierzchni leukocytow o godzi-
nie 4 rano w poréwnaniu do godziny 16 u pacjentéw
z astmg cierpigcych na nocne dusznosci.

Obnizona liczba receptoréw w godzinach poran-
nych skutkowata spadkiem odpowiedzi na leki z grupy
B-agonistow. Co ciekawe, zmian w gestosci receptorow nie
zaobserwowano u pacjentow z astma bez porannych napa-
doéw dusznosci. Z kolei w badaniu Karam i wsp. [41] wyka-
zano, ze warianty genetyczne receptora p-adrenergicznego
moga odgrywac kluczowa role w predyspozycji do poran-
nych napadow duszno$ci, wykazano, ze homozygoty posia-
dajace glicyne w pozycji 16 receptora B2-adrenergicznego

zano, ze polimorfizm jednego z tych gendw, miR-196a2,
(rs11614913) i genotyp CC wystepuje 17 razy czesciej
U pacjentéw z dobowa zmiennoscig objawdw astmy i wiek-
szym ich nasileniem w poréwnaniu do pacjentow bez poran-
nych napadow duszno$ci.

Podsumowanie

Istotny w dobowych oscylacjach objawdw astmy oraz
w aspekcie leczenia porannych napaddw dusznosci wydaje
sie udziat genow zegara biologicznego, ktérych zaburzona
ekspresja moze nasila¢ nocne objawy i pogarsza¢ odpo-
wiedz na terapie przeciwzapalng i rozszerzajgca oskrzela.
Dobowa zmiennosc¢ nasilenia objawdw chorobowych sta-
nowi powazny problem medyczny i wyzwanie dla lekarzy.
Poranne napady duszno$ci stanowg czestg przyczyne nie-
obecnosci w szkole lub pracy, a w przypadku astmy nie-
kontrolowanej mogg doprowadzi¢ nawet do $mierci chore-
go. W zwigzku z tym konieczne jest opracowanie strategii
postepowania z pacjentem zgtaszajagcym problemy z oddy-
chaniem w godzinach nocnych i porannych. Kluczowa
role w zapobieganiu porannym nasileniom objawdw moze
w przysziosci odgrywac terapia ukierunkowana na geny

(ADRB2) sg bardziej narazone na poranne napady duszno-  zegara biologicznego majgca na celu przywrocenie prawi-
Sci. diowej regulacji zegara.

Badania nad genetycznym uwarunkowaniem fluktuacii Ponadto, préba skorelowania dawki leku z rytmem
objawow astmy prowadzono rowniez w aspekcie matych  okofodobowym pacjenta (chronoterapia) stwarza szan-
niekodujacych RNA (miRNA), ktorych zmiany ekspresji byly  se na poprawe efektywnosci obecnie stosowanych
zZwigzane z objawami astmy oskrzelowej [42], [43]. W bada-  lekéw przy jednoczesnym zminimalizowaniu skutkow
niu przeprowadzonym przez Hussein i wsp. [44] wyka-  ubocznych. |
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