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Âñòóï
Атопічний дерматит (АД) є хронічним запальним 

захворюванням шкіри, що зазвичай пов’язане з ін-

шими атопічними захворюваннями, такими як аст-

ма. Генетичні дефекти епідермальних білків, таких 

як філагрин (FLG), відіграють важливу роль у роз-

витку атопічного дерматиту. На сьогодні вивчається 

також їх зв’язок із комбінацією АД та астми [4].

Філагрин відіграє важливу роль у білково-лі-

підній структурі рогового шару, який замінює 

плазматичну мембрану диференційованих кера-

тиноцитів, утворюючи бар’єр, що перешкоджає 

втраті води і зменшує потрапляння алергенів і мі-

кроорганізмів [7]. Ген філагрину розташований у 

комплексі епідермальної диференціації, на хромо-

сомі 1q21. Мутації в гені філагрину є найбільш зна-

чним відомим генетичним фактором для розвитку 

АД [1]. Дослідження дефектів у гені FLG вказало 

на важливий зв’язок порушеного шкірного бар’єра 

з розвитком астми та алергії. У первинному дослі-

дженні, яке продемонструвало зв’язок між АД і 

мутаціями у FLG, Palmer і співавт. (C.N. Palmer, 

2006) також показали, що мутації в гені були тісно 

пов’язані з астмою, але тільки в тих осіб, у яких в 

анамнезі був АД. 

Дефекти у FLG є важливими факторами ризику 

для кожного кроку атопічного маршу: атопічного 

дерматиту, алергічної сенсибілізації, астми з попе-

реднім атопічним дерматитом, алергічного риніту. 

Генетичні варіанти (однонуклеотидний полімор-

фізм, SNPs) у FLG також є факторами ризику для 

алергічних захворювань, таких як астма [2, 5, 6, 8, 9]. 

Наявність поліморфізму може призводити до зміни 

рівня експресії даного гена і/або зміни структури 

його білкового продукту — філагрину. Це знижен-

ня бар’єрної функції може призводити до розвитку 
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запалення у зв’язку зі збільшенням проникнення 

алергену через шкіру, призводячи до сенсибілізації 

до імуноглобуліну E (IgE). Дослідження функціо-

нального значення генетичних варіантів у FLG по-

казало, що цей ген, імовірно, робить свій внесок у 

механізми, за допомогою яких кількісне скорочен-

ня рівня внутрішньоклітинного філагрину (експре-

сія матричної рибонуклеїнової кислоти (мРНК)) 

призводить до парацелюлярного бар’єрного дефек-

ту [3].

Ми припустили, що поліморфізм rs11204981 у 

промоторній ділянці FLG може бути пов’язаний з 

АД у дитячому віці та фенотипом АД плюс астма. 

Щоб перевірити цю гіпотезу, ми досліджували від-

мінності в частоті цього SNP між дітьми без алергіч-

ної патології (контрольна група) та дітьми з брон-

хіальною астмою та АД в анамнезі. Було виявлено, 

що варіанти з генотипом АА на rs11204981 FLG у 2,4 

раза частіше зустрічаються в пацієнтів основної, ніж 

контрольної групи. Функціональний аналіз цього 

SNP показав, що мРНК FLG експресується в гете-

розигот у 4 рази частіше, ніж у пацієнтів із геноти-

пом GG (р = 0,03), і в 4,3 раза частіше, ніж у геноти-

пі АА (р = 0,9).

Ìàòåð³àëè òà ìåòîäè
Всі діти мали симптоми астми, АД на момент 

огляду або в анамнезі, алергічний риніт або при-

наймні один позитивний результат шкірного прик-

тесту з панелі з 15 алергенами. Шкірні прик-тести 

були проведені та інтерпретовані згідно з протоко-

лом Global Allergy and Asthma European Network, 

з використанням загальної панелі інгаляційних 

алергенів на основі опублікованих методичних ре-

комендацій (документ Європейської академії алер-

гології та клінічної імунології (EAACI) та протокол 

Північних стандартів і міжнародного дослідження 

астми та алергії серед дітей (ISAAC), ІІ фаза). Бать-

ки підписали інформовану згоду на включення в 

дослідження. Дослідження включало дітей віком 

від 5 до 18 років із бронхіальною астмою та АД, які 

перебували на стаціонарному лікуванні в алерголо-

гічному відділенні Київської міської дитячої клі-

нічної лікарні № 2. 

Встановлення діагнозу АД відбувалося на основі 

даних, внесених батьками в адаптовану затверджену 

анкету (ISAAC), і включало в себе скарги на висип, 

сухість шкіри, лущення, свербіж упродовж дитин-

ства. Результатами клінічного обстеження відпо-

відно до АД були висип, сухість шкіри, лущення, 

свербіж, ліхенізація. Наявність бронхіальної астми 

встановлювалась на основі даних, зі слів батьків, 

щодо персистуючого свистячого дихання ( 2 епізо-

дів нападів, не пов’язаних з інфекцією верхніх ди-

хальних шляхів), даних спірометрії (знижений об’єм 

у кінці першої секунди форсованого видиху (FEV1) 

і співвідношення FEV1/FVC (форсована життєва 

ємкість легень), позитивний тест з 2-агоністами), 

підвищення рівня IgE, позитивних шкірних прик-

тестів з аероалергенами (табл. 1).

Âèá³ð SNP
SNP rs11204981 у гені філагрину, розташований 

у промоторній ділянці, був обраний для генотипу-

вання, тому що гіпотетично він може впливати на 

експресію мРНК філагрину і, як повідомляється, 

зустрічається в європейських популяціях.

Âèä³ëåííÿ ÄÍÊ ³ ÐÍÊ 
Забір букального епітелію проводився з вико-

ристанням букальних щіток з наступним заморо-

жуванням зразків та їх зберіганням при температурі 

–20 °С. Дезоксирибонуклеїнову кислоту (ДНК) для 

генотипування екстрагували зі зразків із викорис-

танням наборів DiatomTM Prep 200 («Лаборатория 

Изоген», РФ) відповідно до протоколу виробника. 

РНК екстрагували зі зразків букального епітелію з 

використанням екстракції фенолом-хлороформом. 

Концентрацію загальної ДНК і РНК визначали за 

допомогою NanoDrop спектрофотометра ND1000 

(NanoDrop Technologies Inc., США). 

Ãåíîòèïóâàííÿ ìåòîäîì ïîë³ìåðàçíî¿ 
ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ (ÏËÐ)

Реакції ампліфікації проводили з використанням 

Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems, США), у 

кінцевій реакції об’ємом 20 мкл, що містив 2X TaqMan 

Універсальний Master Mix (Applied Biosystems, США), 

assay C_1792560_10 і матричну ДНК. Ампліфікація 

фрагментів генів складалася зі стадії денатурації при 

95 °С протягом 20 с, а потім 40 циклів ампліфікації при 

95 °С протягом 3 с і 60 °С протягом 30 с. Аналіз даних 

проводився з 7500 Fast Real-Time PCR Software. 

Îö³íêà åêñïðåñ³¿ çà äîïîìîãîþ çâîðîòíî¿ 
òðàíñêðèïö³¿ ³ ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³

Зворотну транскрипцію проводили з викорис-

танням RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Thermo Scientific, США). Отриману одноланцюго-

ву ДНК використовували для ПЛР із застосуванням 

праймерів. Експресія гена FLG визначалась за допо-

могою TaqMan assay експресії генів (HS 00856927_g1, 

Applied Biosystems, США). Пари прямого і зворотно-

го праймерів для генів, зазначених вище, і TaqMan 

зондів для цільових мРНК були розроблені Applied 

Biosystems на основі послідовності мРНК людини. 

Для контролю за якістю виділення РНК та порів-

няння інтенсивності експресії гена FLG паралель-

но ампліфікували фрагмент гена -актину — одно-

го з house-keeping генів із використанням TaqMan 

-актину контроль реагенту (FAM Probe). Ампліфі-

кація гена FLG складалася з таких циклів: денатура-

ція — 95 °С протягом 20 с, приєднання праймерів — 

95 °С протягом 3 с, елонгація — 60 °С протягом 30 с 

(45 циклів) із використанням 7500 Fast Real-Time 

PCR (Applied Biosystems). Аналіз даних проводився 

з 7500 Fast Real-Time PCR Software.

Ñòàòèñòè÷íèé àíàë³ç
Отримані дані обробляли статистично з вико-

ристанням програми Excel 2000 та Оrigin 7.0. Від-
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мінність у частоті генотипу й алелей між групою 

пацієнтів із бронхіальною астмою і контрольною 

групою визначалась за допомогою 2-тесту. Зна-

чення р < 0,05 вважалося статистично значущим. 

Розподіл частот генотипів був проаналізований із 

використанням тесту 2 Пірсона з програмним за-

безпеченням Excel 2000. Для перевірки рівноваги 

Харді — Вайнберга використовували SNPAnalyzer 

(веб-програмне забезпечення).

Ðåçóëüòàòè
Атопічний дерматит в анамнезі був присутній у 

100 % дітей, 35 % із них мали прояви атопічного дер-

матиту на момент огляду у вигляді висипу, сухості 

шкіри, лущення, свербежу, ліхенізації. 80 % пацієн-

тів основної групи мали АД легкого ступеня тяжко-

сті за шкалою SCORAD, 20 % — середнього ступеня 

тяжкості. Інша супутня алергічна патологія виявле-

на в 46 % дітей (алергічний риніт, харчова алергія). 

72 % дітей мали загострення астми, що проявлялось 

наявністю свистячих хрипів і кашлем (з яких 60 % 

мали загострення легкого ступеня, 39 % — середньої 

тяжкості, 1 % — тяжке загострення), 28 % дітей мали 

ремісію. У 60 % пацієнтів основної групи виявлено 

зниження показника FEV1 (< 80 %), 34 % мали по-

зитивний тест із 2-агоністом (табл. 1).

Розподіл генотипів SNP відповідає закону Хар-

ді — Вайнберга. Було виявлено, що у 5 % пацієнтів 

основної групи і у 2 % здорових дітей була наявна 

мінорна алель (AA) (р > 0,05 за 2-тестом, відношен-

ня шансів (ОR) — 2,28, 95% довірчий інтервал (ДІ) 

0,42–12,2), 27 % пацієнтів основної групи і 36 % здо-

рових дітей мали гетерозиготну алель (GA) (р > 0,05 

за 2-тестом, ОR — 1,69, 95% ДІ 0,92–3,1), 67 і 61 % 

відповідно мали мажорну алель (GG) (р > 0,05 за 

2-тестом) (табл. 2–4, рис. 1). Варіанти з генотипом 

АА з rs11204981 FLG виявилися у 2,4 раза частіше в 

основній, ніж у контрольній групі. 

Åêñïðåñ³ÿ ô³ëàãðèíó
Також виявлено, що рівень експресії мРНК фі-

лагрину у пацієнтів основної групи із генотипом GG 

Таблиця 1. Характеристика пацієнтів основної групи з АД та бронхіальною астмою

Характеристика
Кількість пацієнтів із доступними 

даними (n)
Значення

Середній вік (роки) 100 8,0 ± 2,1

Співвідношення статі (відсоток хлопчиків) 100 57

Середнє значення SCORAD (CI) 18 20 (16–24)

Середній загальний IgE, kU • l–1 (IQ) 24 821,4 (42–8000)

Наявність АД, % 100 35

FEV1, % 76 76,4 (28,64–117,8)

FEV1/FVC 76 106,74 (84,4–118,39)

Покращення FEV1 після сальбутамолу, % 76 12,5 (0,4–87,2)

Таблиця 2. Відношення шансів для кодомінантної моделі успадкування в дітей із бронхіальною астмою 

(із 95% довірчим інтервалом)

Генотип
Генотип (N) Відношення шансів 

та 95% ДІХворі Здорові

GG 67 61 1 (ref)

GA 27 36 1,69 (0,92–3,1)

AA 5 2 2,28 (0,42–12,2)

Таблиця 3. Відношення шансів для домінантної моделі успадкування у дітей із бронхіальною астмою 

(із 95% довірчим інтервалом)

Генотип
Генотип (N) Відношення шансів 

та 95% ДІХворі Здорові

GG 67 61 1

GA/AA 32 38 0,77 (0,43–1,38)

Таблиця 4. Відношення шансів для рецесивної моделі успадкування у дітей із бронхіальною астмою 

(із 95% довірчим інтервалом)

Генотип
Генотип (N) Відношення шансів 

та 95% ДІХворі Здорові

GG/GA 94 97 1

AA 5 2 2,58 (0,49–13,62)
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становить 22,80 ± 11,67 

(р > 0,05 порівняно з гено-

типом АА), 92,95 ± 35,30 — 

у генотипі GA (р < 0,05 по-

рівняно з генотипом GG) і 

21,8 ± 13,4 — у генотипі АА 

(р > 0,05 порівняно з гено-

типом GA). Таким чином, 

гетерозиготний варіант 

має значно вищу експре-

сію філагрину в епітелії 

слизової оболонки рота 

(рис. 2).

Îáãîâîðåííÿ 
òà âèñíîâêè

Літературні дані ви-

світлюють важливу роль 

порушення функції епі-

дермального бар’єра в 

розвитку АД і, можливо, 

фенотипу АД плюс астма. 

Поєднання АД та астми 

може становити особли-

вий ендофенотип з уні-

кальними патогенетичним 

і прогностичним значен-

нями. Ідентифікація фак-

торів ризику, що можуть вплинути на ризик розви-

тку бронхіальної астми у дітей з АД, дуже важлива. 

Крім того, більш глибоке розуміння взаємозв’язку 

між АД та астмою може забезпечити розуміння па-

тогенезу астми. Ми досліджували взаємозв’язок ди-

тячого АД та астми з епідермальним білком, зако-

дованим на 1q21, а також із даними експресії РНК 

і дослідженням відмінностей частот алелей у дітей з 

астмою. Було виявлено можливий зв’язок між SNP 

у гені FLG та фенотипом АД плюс астма в дітей. АА-

генотип SNP rs11204981 є фактором ризику фено-

типу АД плюс астма. Отримані результати експресії 

РНК філагрину в букальному епітелії, можливо, ма-

ють зв’язок із FLG-поліморфізмом. Таким чином, 

поліморфізм у гені FLG може вплинути на експре-

сію філагрину у шкірі.

У даній роботі ми визначили частоту rs11204981 

SNP і показали, що мінорна алель зустрічається в 

2,4 раза частіше у пацієнтів основної групи, хоча не 

було отримано статистичної значущості. Асоціації 

генотипу з клінічними параметрами також не було 

встановлено раніше. Дослідниками був показаний 

зв’язок підвищеного ризику розвитку атопічного 

дерматиту з іншими поліморфізмами FLG, а саме 

S. Weidinger, A.G. Saffron (2013), M.H. Lambert 

та ін. (2010). Зокрема, були визначені позитивні 

асоціації rs2184951 і rs12730241 [6] із бронхіальною 

астмою та алергічними захворюваннями. Полімор-

фізм rs11204981 був широко вивчений у європей-

ській популяції і, отже, був обраний нами для до-

слідження.

Рисунок 1. Результати визначення алельного 

поліморфізму у промоторі гену FLG: виявлено, що 

у 5 % пацієнтів основної групи і у 2 % здорових 

дітей була наявна мінорна алель, 27 % пацієнтів 

основної групи і 36 % здорових дітей мали 

гетерозиготну алель, 67 і 61 % відповідно мали 

мажорну алель

Рисунок 2. Експресія гена FLG визначалась за допомогою TaqMan assay 

експресії генів (HS 00856927_g1, Applied Biosystems, США)
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Тим не менше при вивченні рівня мРНК філа-

грину ми змогли показати, що цей поліморфізм 

функціональний і впливає на експресію філагрину. 

Експресія мРНК FLG в гетерозигот у 4 рази вища, 

ніж у гомозиготному генотипі GG (р < 0,05), і в 4,3 

раза вища, ніж у гомозиготному генотипі ризику 

(р > 0,05).

Отримані дані щодо функціонального значення 

АA-генотипу FLG поліморфізму, таким чином, да-

ють можливість припустити, що цей поліморфізм 

впливає на експресію цього гена та може мати про-

гностичне значення в розвитку астми та АД.

Таким чином, поліморфізм гена філагрину може 

самостійно служити корисним маркером для про-

гнозування розвитку бронхіальної астми у дітей з АД.
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ÔÓÍÊÖÈÎÍÀËÜÍÎÅ ÇÍÀ×ÅÍÈÅ ÎÄÍÎÍÓÊËÅÎÒÈÄÍÎÃÎ 
ÏÎËÈÌÎÐÔÈÇÌÀ (RS11204981) Â ÃÅÍÅ ÔÈËÀÃÃÐÈÍÀ 

(FLG) ÄËß ËÅ×ÅÍÈß ÁÐÎÍÕÈÀËÜÍÎÉ ÀÑÒÌÛ Ó ÄÅÒÅÉ 
Ñ ÀÒÎÏÈ×ÅÑÊÈÌ ÄÅÐÌÀÒÈÒÎÌ

Резюме. Цель. Целью данного исследования было опре-

делить связь однонуклеотидного полиморфизма в гене 

филаггрина и экспрессии мРНК филаггрина в буккаль-

ном эпителии с фенотипом бронхиальной астмы и атопи-

ческим дерматитом в анамнезе у детей. Методы. Геноти-

пирование филаггрина (rs11204981) проводили в группе 

больных с бронхиальной астмой и контрольной группе с 

помощью ПЦР в реальном времени. Уровень экспрессии 

мРНК оценивался с использованием обратной транс-

крипции и последующей ПЦР в реальном времени. Ре-
зультаты. Мы обнаружили, что 5 % пациентов основной 

группы и 2 % контрольной группы имели минорную ал-

лель (AA), 27 и 36 % соответственно имели гетерозигот-

ную аллель, 67 и 61 % соответственно имели мажорную 

аллель. Варианты с генотипом АА с rs11204981 встреча-

лись в 2,4 раза чаще у пациентов основной, чем контроль-

ной группы. Гетерозиготный вариант имел значительно 

более высокую экспрессию филаггрина в буккальном 

эпителии. Выводы. Мы считаем, что полиморфизм в 

гене филаггрина (rs11204981) может служить в качестве 

важного прогностического маркера для фенотипа брон-

хиальной астмы и атопического дерматита, и высокий 

уровень экспрессии в гетерозиготном состоянии может 

свидетельствовать о протекторной роли данного геноти-

па в развитии аллергии.

Ключевые слова: однонуклеотидный полиморфизм, фи-

лаггрин, астма, педиатрия.
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FUNCTIONAL SIGNIFICANCE OF SINGLE-NUCLEOTIDE 
POLYMORPHISM (RS11204981) IN FILAGGRIN (FLG) GENE 

FOR THE TREATMENT OF BRONCHIAL ASTHMA IN CHILDREN 
WITH ATOPIC DERMATITIS

Summary. Objective. The objective of this study was to deter-

mine the correlation between single-nucleotide polymorphism 

in filaggrin gene and expression of filaggrin mRNA in buccal 

epithelium and the phenotype of bronchial asthma with atopic 

dermatitis in medical history of children. Methods. Filaggrin 

genotyping (rs11204981) was carried out in group of patients 

with bronchial asthma and control group using real-time poly-

merase chain reaction (PCR). The level of mRNA expression 

was assessed by reverse transcription and subsequent real-time 

PCR. Results. We have found that 5 % of patients in the study 

group and 2 % in the control group had a minor allele (AA), 

27 and 36 %, respectively, — heterozygous allele (GA), 67 and 

61 % — major allele (GG). Variants with the AA genotype of the 

FLG rs11204981 were found 2.4 times more often in patients 

from the study group than in controls. Heterozygous variant 

had significantly higher expression in filaggrin in buccal epithe-

lium. Conclusions. We believe that polymorphism in filaggrin 

gene (rs11204981) can serve as an important prognostic marker 

for the phenotype of bronchial asthma and atopic dermatitis, 

and that high levels of expression in the heterozygous state may 

indicate the protective role of this genotype in the development 

of allergy.

Key words: single-nucleotide polymorphism, filaggrin, asth-

ma, pediatrics.


