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ABSTRACT

Introduction: Homo neanderthalensis-derived DNA accounts
for an estimated 1-4% of the genome in contemporary Eura-
sian populations. The g.50318299T>G (c.1252A>C, rs35455589)
transversion of the HYAL2 gene, encoding type 2 hyaluronidase,
is in East Asians a highly prevalent marker for the Neander-
thal-introgressed haplotype at chromosome 3p21.31. The HYAL2
transversion is in strong linkage disequilibrium with rs11130248
(g.50314769A>G), which predisposes to keloid scarring in the Jap-
anese population. This therefore raises the questions of whether
the g.50318299T>G HYAL2 transversion is present in contempo-
rary Poles and whether it predisposes to keloids in our population.
Materials and methods: The g.50318299T>G HYAL2 transver-
sion was identified by sequencing genomic DNA samples isolated

ABSTRAKT

Wstep: Pochodzacy od Homo neanderthalensis DNA stanowi
ok. 1-4% genomu w populacjach euroazjatyckich. Markerem
rozpowszechnionego u mieszkancow Azji Wschodniej neander-
talskiego introgresywnego haplotypu na chromosomie 3p21.31
jest transwersja g.50318299T>G (c.1252A>C, rs35455589) genu
HYAL2 kodujacego hialuronidaze typu 2. Transwersja HYAL2 jest
Scisle sprzezona z polimorfizmem rs11130248 (g.50314769A>G)
predysponujacym do bliznowca w populacji Japonczykéw. Stad
tez rodza sie pytania, czy transwersja g.50318299T>G HYAL2
wystepuje réwniez u wspotczesnych Polakéw i czy predyspo-
nuje do bliznowca w naszej populacji.

Materiaty i metody: Identyfikacje transwersji g.50318299T>G
HYAL2 przeprowadzono metoda sekwencjonowania w prébkach

WSTEP

Wyniki badan prowadzonych od opublikowania w 2010 1.
sekwencji genomu Homo neanderthalensis jednoznacznie wska-
zuja, ze miedzy Neandertalczykami a przodkami wspétczesnego
Homo sapiens (juz po opuszczeniu przez nich Afryki) doszto
do hybrydyzacji (krzyzowania). Szacuje sie, Ze ok. 1-4% genomu
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from the umbilical blood of 200 full-term, healthy newborns and
from the peripheral blood of 62 adults with keloids.

Results: There were 2 TG heterozygotes (1%) and 198 wild-type
TT homozygotes (99%) in the newborn group. Only TT homozy-
gotes were found in the adult group with keloids. The HYAL2
genotype distribution conformed to the expected Hardy-Wein-
berg equilibrium.

Conclusions: Neanderthal-derived g.50318299T>G HYAL2 trans-
version rarely presents in the genome of contemporary Poles
and is not associated with the predisposition to keloids in this
population.

Keywords: Homo neanderthalensis; genetic polymorphism; hya-
luronidase; keloid.

genomowego DNA wyizolowanego z krwi pepowinowej 200
zdrowych donoszonych noworodkéw i z krwi obwodowej 62
dorostych o0s6b z rozpoznaniem bliznowca.

Wyniki: W grupie noworodkéw stwierdzono 2 heterozygoty TG
(1%) i 198 homozygot typu dzikiego TT (99%). W grupie os6b
dorostych z keloidem stwierdzono jedynie homozygoty TT. Roz-
ktad genotypéw HYAL2z byt zgodny z przewidywang rownowaga
Hardy’ego-Weinberga.

Whioski: Pochodzaca od cztowieka neandertalskiego trans-
wersja g.50318299T>G (rs35455589) genu HYAL2, rzadko obecna
w genomie wspdtczesnych Polakéw, nie jest zwigzana z predys-
pozycja do bliznowca w tej populacji.

Stowa kluczowe: Homo neanderthalensis; polimorfizm gene-
tyczny; hialuronidaza; bliznowiec

jadrowego wspdiczesnego cztowieka w populacjach nieafry-
kanskich (euroazjatyckich) to DNA pochodzenia neandertal-
skiego [1, 2, 3, 4]. Zwraca uwage fakt, ze DNA Homo neandertha-
lensis w genomie wspoétczesnego cztowieka rozumnego znajduje
sie gtéwnie w genach zwigzanych z adaptacja do Srodowiska,
m.in. genach kodujgcych biatka warunkujace budowe skéry
i wlos6éw oraz biorace udziat w reakcjach odpornosciowych lub
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w procesach metabolicznych [4, 5, 6, 7]. Wyniki badan asocjacyj-
nych catego genomu wskazuja takze na zwigzek niektérych alleli
pochodzenia neandertalskiego z predyspozycja do cukrzycy
typu 2, choroby Le$niowskiego-Crohna, tocznia rumieniowa-
tego uktadowego, pierwotnej marsko$ci zétciowej, uzaleznienia
od papieroséw lub nadkrzepliwosci [8, 9].

W 2013 r. Ding i wsp. [10] odkryli u mieszkancéw Azji
Wschodniej wysoka czesto$¢ neandertalskiego introgresyw-
nego haplotypu o dtugosci ok. 200 tys. par zasad (pz) na chro-
mosomie 3p21.31. Region ten obejmowat loci 18 genéw, w tym
loci gendw: HYAL1, HYAL2 i HYAL3 kodujacych odpowiednio:
typ 1, typ 21 typ 3 enzymu hialuronoglukozoaminidaza (hia-
luronidaza, EC 3.2.1.35), ktéry depolimeryzuje kwas hialuro-
nowy. Wedtug tych autoréw bardzo Sciste sprzezenie swo-
istej dla neandertalskiego haplotypu w Eurazji transwersji
g.50318299T>G (rs35455589) genu HYAL2 (c.1252A>C, p.Ile-
418Leu) z polimorfizmem rs11130248 (g.50314769A>G) pre-
dysponujacym do bliznowca u Japonczykoéw [11] sugeruje jej
zwiazek z ryzykiem bliznowca réwniez w populacji konty-
nentalnej Azji Wschodniej [10].

Bliznowiec (bliznowacenie keloidowe, keloid) jest tagodnym,
miejscowo agresywnym, fibroproliferacyjnym przerostem bli-
zny przekraczajacym jej granice z zajeciem okolicznej zdrowej
skdry [12]. Stad tez pytanie, czy polimorfizm g.50318299T>G
(c.1252A>C) genu HYAL2, ktérego skutkiem jest substytucja
izoleucyny przez leucyne w pozycji 418 taricucha polipeptydo-
wego (p.lle418Leu) hialuronidazy typu 2, wystepuje réwniez
u Polakéw. Ijesli tak, to czy w populacji Polakéw polimorfizm
ten predysponuje do bliznowca.

MATERIALY | METODY

Grupa noworodkow

Do oceny rozpowszechnienia polimorfizmu rs35455589

(g.50318299T>G) genu HYAL2 w populacji wspoétczesnych Pola-
kéw z Banku DNA Zaktadu Biochemii Klinicznej i Molekularnej

Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (PUM)

losowo wybrano prébki genomowego DNA wyizolowanego

z krwi pepowinowej kolejnych 100 zdrowych donoszonych

noworodkéw ptici zenskiej i 100 zdrowych donoszonych nowo-
rodkow pici meskiej urodzonych w latach 2005-2011 w Kli-
nice Patologii Noworodka PUM. Kryteria wytaczenia obejmo-
waty: poréd przed zakonczeniem 37. tyg. cigzy, ciaze mnogie,
cukrzyce ciezarnych, wewnatrzmaciczne zahamowanie wzro-
stu ptodu (intrauterine growth retardation), aberracje chro-
mosomowe i/lub wady wrodzone. Préobki krwi pepowinowe;j

(ok. 5 mL krwi pobrane do probéwek zawierajacych 0,1 mL
5% EDTA) byty pobierane za zgoda rodzicéw dzieci w ramach

projektu zaaprobowanego przez Komisje Bioetycznag PUM

(BN-001/5/05, KB-0012/31/15).

Grupa dorostych chorych z bliznowcem

Polimorfizm rs35455589 (g.50318299T>G) genu HYAL2 identyfi-
kowano w prébkach genomowego DNA wyizolowanego z krwi
obwodowej 62 dorostych chorych (52 kobiet i 10 mezczyzn
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w wieku 21-70 lat) operowanych z powodu bliznowca w Aesthe-
tic Med w Szczecinie. U 17 chorych bliznowiec byt obecny w skd-
rze gtowy lub szyi, u 14 chorych na konczynach, a u pozostatych
w skorze klatki piersiowej lub brzucha. Bliznowiec poope-
racyjny dotyczyt 36 chorych, u 9 chorych blizna keloidowa
pojawita sie po urazie (przektucie uszu lub ugryzienie przez
owada), a u 6 po oparzeniu. U pozostatych 11 chorych przyczyna
bliznowca byta nieznana. Liczba zmian skérnych u poszczegdl-
nych chorych wynosita od 1 (43 chorych) do 5 (1 chory), a pole
powierzchni pojedynczych zmian wynosito 1-40 cm? U 6 kobiet
potwierdzono obecnos$¢ bliznowca u matki lub u rodzenstwa.
Badania przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej PUM
(KB-0012/135/12).

Metodyka badan molekularnych

Materiat do badan stanowit genomowy DNA wyizolowany
z leukocytéw krwi pepowinowej (noworodki) lub obwodowe;j
(osoby doroste) zestawem QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen).
Polimorfizm rs35455589 (g.50318299T>G) genu HYAL2 identyfi-
kowano metoda sekwencjonowania, jak opisano poprzednio [13].
Primery do PCR i sekwencjonowania (F: 5-GCCCAGCTGTACC-
CTCCTTCC-3’iR: 5-CACGGCTGCTGGTCCCCTACG-3’) zostaty
zaprojektowane na podstawie sekwencji NC_000003.12 (Homo
sapiens chromosome 3, GRCh38.p7 Primary Assembly) pocho-
dzacej z bazy NCBI.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Zgodnos$¢ rozktadu genotypow HYAL2 z prawem Hardy’ego-
Weinberga oceniano za pomoca testu 2 a rozktad tych geno-
typdéw w grupie chorych z bliznowcem i w grupie noworodkéw
poréwnano, stosujgc doktadny 2-stronny test Fishera. Wartos¢
p < 0,05 przyjeto jako prog istotno$ci. Analize statystyczna
wykonywano przy uzyciu programu Statistica 7.1.

WYNIKI

Identyfikacje genotypdéw polimorfizmu rs35455589
(g.50318299T>G) genu HYAL2 kodujacego hialuronoglukozo-
aminidaze typu 2, zaréwno w grupie noworodkow, jak i u oséb
dorostych z keloidem, wykonano metoda sekwencjonowania.
Dla kazdej analizowanej probki DNA uzyskano dobrej jakosci
amplikony, ktérych sekwencje odczytano za pomocg opro-
gramowania Sequencing Analysis v5.4 (Applied Biosystems) -
rycina 1.

Rozktad genotypoéw rs35455589 HYAL2 w grupie noworod-
kéw byt zgodny z rozktadem teoretycznym wynikajacym z réw-
nowagi Hardy’ego-Weinberga (p = 0,920). W catej badanej
grupie 200 noworodkéw zidentyfikowano 198 (99,0%) homo-
zygot TT i 2 heterozygoty (1 noworodek ptci Zeniskiej i 1 nowo-
rodek ptci meskiej) TG (1,0%). Czestos¢ allelu g.50318299G
HYAL2 wynosita w tej grupie 0,5%. Z kolei w grupie chorych
z bliznowcem kazda z 0s6b miata homozygotyczny genotyp
typu dzikiego TT.
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RYCINA 1. Chromatogram sekwencyjny transwersji g.50318299T>G (rs35455589) HYAL2: panel gorny - homozygota TT (homozygota typu dzikiego);

panel dolny - heterozygota TG

DYSKUSJA

Odkryta w 2013 r. neandertalska introgresja na chromoso-
mie 3p21.31 wystepuje z czestoscig 49,4-66,5% wsroéd miesz-
kancow Azji Wschodniej i jest obecna, ale znacznie rzadziej
(< 5%), w niektérych spotecznosciach europejskich [10]. Ding
i wsp. wykryli takze sygnat silnej pozytywnej selekcji tego
introgresywnego neandertalskiego haplotypu w populacji Azji
Wschodniej, wskazujac, ze prawdopodobnym celem tej selekc;ji
byta tranzycja g.50303895C>T (rs12488302) genu HYAL1iinne
allele $cisle sprzezone z nig w tym haplotypie, w tym i trans-
wersja g.50318299T>G (rs35455589) genu HYAL2, ktéry koduje
hialuronidaze typu 2, enzym zwigzany z odpowiedzig komadrki
na promieniowanie ultrafioletowe typu B (UV-B) [10]. Wykaza-
nie przez Ding i wsp. w populacjach z Azji Wschodniej ujemnej
korelacji (r = -0,7508) pomiedzy czestoscia allelu g.50318299G
HYAL2 a szeroko$cig geograficzng uwazane jest przez tych auto-
réw za wazny argument wspierajacy ich hipoteze, iz to wtasnie
zaleZne od szeroko$ci geograficznej nateZenie promieniowania
UV-B jest sita selekcyjng loci genéw HYAL [10].

Wedtug danych z projektu 1000 Genoméw (www.ncbi.nlm.
nih.gov/variation/tools/1000genomes/) czesto$¢ uwazanego
za allel ancestralny wariantu g.50318299G HYAL2 u wspotcze-
snych Afrykanczykéw wynosi 7,1-23,6%. Jednak analiza filo-
genetyczna przeprowadzona przez Ding i wsp. przekonujaco
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wykazata rézng historie ewolucji haplotypéw regionu chro-
mosomalnego 3p21.31 w populacjach, z ktérych wywodza sie
wspbétczesni Afrykanie i w populacjach, z ktérych wywodza
sie wspétcze$ni mieszkancy Eurazji. Wedtug tych autoréw
haplotypy z allelem g.50318299G genu HYAL2 szeroko rozpo-
wszechnione w populacjach, z ktérych wywodza sie wspét-
cze$ni mieszkancy Eurazji, to raczej skutek krzyzowania
z Neandertalczykami niz ich bezposredniego odziedziczenia
od przodkéw wspétczesnych mieszkancow Afryki [10].
Wedtug naszej najlepszej wiedzy niniejsza praca jest pierw-
szym doniesieniem potwierdzajagcym obecno$¢ swoistego dla
Homo neanderthalensis allelu g.50318299G (rs35455589) genu
HYAL2 w genomie wspoétczesnych Polakéw. W badanej przez nas
reprezentatywnej dla populacji Polski grupie 200 noworodkéw
czestosci: heterozygotycznego genotypu TG i zmutowanego
allelu g.50318299G wynosity odpowiednio 1,0% i 0,5%. Wartosci
te sa w petni zgodne z dostepnymi z projektu 1000 Genomdéw
wynikami identyfikacji genotyp6éw rs35455589 genu HYAL2
w dwoch innych populacjach pochodzenia europejskiego - Bry-
tyjczykow z Anglii i Szkocji oraz mieszkancéw stanu Utah (popu-
lacja CEPH), ktérych przodkowie pochodzili z Europy Péinoc-
nej i Zachodniej [10]. Warto tez zauwazy¢, ze czestos$¢ tranzycji
£.50314769A>G (rs11130248) silnie sprzezonej (r?=1,00) zbadang
przez nas transwersja g.50318299T>G (rs35455589) genu HYAL2
w matej grupie Rosjan (n = 25) wynosita 2,0%, tj. w grupie tej

ojs.pum.edu.pl/pomijlifesci
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stwierdzono jedna heterozygote AG [10]. Zwraca uwage fakt,
ze transwersja g.50318299T>G HYAL2 nie wystepuje u Wtochéw
i Hiszpandéw, a u Findw czestos$¢ wystepowania zmutowanego
allelu G wynosi ponad 4,5% [10]. I chociaz wyniki te wydaja sie
sugerowac, ze w populacjach europejskich w przeciwienstwie
do populacji wschodnioazjatyckich istnieje dodatnia korelacja
(r =0,820; p < 0,045) pomiedzy czestoscia allelu g.50318299G
HYAL2 a szeroko$cig geograficzng, to nalezy traktowac je bar-
dzo ostroznie z uwagi na rzadkie wystepowanie tego allelu
w populacji Europy i odrebnos$¢ genetyczna Finéw jako populacji
izolowanej [14, 15]. Dodatkowo zaréwno w badanej przez nas
grupie, jak i u Brytyjczykéw oraz w populacji CEPH, a odmien-
nie niz w populacjach wschodnioazjatyckich, obecne byty tylko
heterozygoty w zakresie transwersji g.50318299T>G HYAL2 [10].

W badanej przez nas grupie dorostych chorych z bliznow-
cem nie stwierdzili$my nosicieli transwersji g.50318299T>G
genu kodujacego hialuronidaze typu 2, co wydaje sie suge-
rowag, ze polimorfizm ten nie jest czynnikiem predysponu-
jacym do rozwoju keloidu u Polakéw. Ponadto wyniki naszej
analizy przeprowadzonej w oparciu o dane z projektu 1000
Genomow wskazujg, ze w populacjach europejskich, analo-
gicznie jak ma to miejsce w populacjach azjatyckich, polimor-
fizm rs35455589 jest rownie Scisle (D™: 1,0 i r2: 1,0) sprzezony
z bedacym czynnikiem ryzyka keloidu u Japoniczykoéw poli-
morfizmem rs11130248 (g.50314769A>G). To z kolei posrednio
sugeruje brak zwigzku polimorfizmu rs11130248 z predyspo-
zycja do bliznowca u Polakow.

Wedtug Ding i wsp. zwiekszone ryzyko bliznowca w popu-
lacjach azjatyckich i afrykanskich moze by¢ zwigzane z roz-
powszechnieniem w nich transwersji g.50318299T>G genu
HYALZ2 [10]. Jednak mimo niskiej czesto$ci nosicielstwa (1,00%)
tej transwersji w naszej populacyjnej grupie kontrolnej i matej
liczebnosci grupy badanej (n = 62) nie mozna ostatecznie
wykluczy¢ jej zwiazku z podatnoscia do bliznowca u czesci
polskich chorych. W symulacji wykonanej przez nas przy
zachowaniu niezmienionych liczebno$ci obu analizowanych
grup i czestosci allelu g.50318299G HYAL2 w grupie kontrolnej
juz wykrycie co najmniej 4 nosicieli tej transwers;ji (czestos¢
nosicielstwa 6,45%) w grupie badanej okazatoby sie czyn-
nikiem ryzyka wystapienia bliznowca - OR (95% CI) = 6,83
(1,22-38,22), p = 0,029.

WNIOSKI

1. Pochodzaca od cztowieka neandertalskiego transwersja
8.50318299T>G (rs35455589) genu HYAL2 kodujacego hialuro-
nidaze typu 2 wystepuje z niska czesto$cig w genomie wspot-
czesnych Polakéw.
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2. Transwersja g.50318299T>G HYAL2 nie jest czynnikiem
predysponujgcym do bliznowca u Polakéw.
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