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Astma je najpogostejsa resna kronicna bolezen otrok. Pri astmi gre za vnetje v dihalih
neznane etiologije. Kot pri vecini kompleksnih bolezni so tudi pri patogenezi astme
udelezeni genetski dejavniki in okolje. Z astmo povezujejo vec kot 100 kandidatnih genov,
vendar je prispevek vsakega od njih v patogenezi astme verjetno majhen.

V naso genetsko studijo smo vkljucili 111 otrok z blago ali zmerno vztrajajoco astmo,
starih od 5 do 18 let. 76 otrok je imelo atopijsko astmo in 35 neatopijsko. Pri bolnikih smo
izmerili osnovne klinicne in laboratorijske parametre. V kontrolni skupini je bilo 77
zdravih otrok. Opravili smo genotipizacijo za polimorfizme CCR5-delta32, IL4 C-33T in
NOD2 R702W. S pomocjo testa y° in Fischerjevega eksaktnega testa smo primerjali alelne
Sfrekvence med skupinami. S t-testom za dva neodvisna vzorca pa smo ugotavijali vpliv
genotipa na nekatere klinicne in laboratorijske parametre.

Bolniki z neatopijsko astmo so imeli znacilno nizjo (1,39 %) frekvenco alela delta32 v
genu za CCRS5, kot je v kontrolni skupini (10 %), p = 0,010. Pri ostalih dveh polimorfizmih
pa ni bilo statisticno znacilnih razlik v pogostnosti alelov med bolniki in kontrolami. Pri
nobenem od testiranih polimorfizmov pa nismo ugotovili vpliva genotipa na klinicne in
laboratorijske parametre.

Mutacija delta32 v genu za CCRS5 $c¢iti pred neatopijsko astmo. Polimorfizma C-33T v genu
za IL4 in R702W v genu za NOD2 pa ne vplivata na pogostnost astme. Pri nobenem od
testiranih polimorfizmov ne ugotavljamo povezave s klinicnimi ali laboratorijskimi para-
melri. Rezultati nase Studije omogocajo nova spoznanja v patogenezi astme in prispevajo
prirazvoju novih strategij obravnave astme.

otroska astma, genetika; polimorfizmi; patogeneza

Abstract

Background

Asthma is most common serious chronic disease of childhood. Asthma is inflammatory
disease of respiratory tract of unknown etiology. As is usual in most complex diseases,
also in asthma genetic and environmental factors participate together. More than 100
candidate genes are connected with asthma for now, but each of them has only small
contribution in the pathogenesis of the disease.
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We included 111 children with mild or moderate persistent asthma, aged between 5 and
18 years. 76 of them were atopics and 35 had nonatopic asthma. We measured some basic
clinical and laboratory parameters. Data from 77 healthy children served as a control
group. We genotyped polymorphisms CCR5-delta32, IL4 C-33T and NOD2 R702W. We
compared allelic frequencies between groups with y° and Fischer’s exact test. With t test for
two independent samples we studied influence of genotype on clinical and laboratory

Patients with nonatopic asthma had significantly lower frequency of CCR5-delta32 allele
(1.39 %), compared with control group (10 %), p = 0.016. In other two tested polymorphisms
we didn’t found any significant differences in allelic frequencies between asthmatics and
controls. We revealed no influence of genotype on clinical and laboratory parameters.

Delta32 mutation in CCR5 gene protects against nonatopic asthma. Polymorphisms C-33T
in IL4 gene and R702W in NOD2 gene are not associated with asthma. We didn’t detect
any influence of tested polymorphisms on clinical and laboratory parameters. Results of
our study offer new insights into asthma pathogenesis and could contribute in the develop-

Methods
parameters.
Results
Conclusions
ment of new strategies of asthma management.
Key words childhood asthma, genetics; polymorphisms, pathogenesis
Uvod

Astma je najpogostejsa kroni¢na bolezen dihal pri
otrocih. Pojavlja se privec kot 10 % otrok do 18. leta.!
Astma je kroni¢na vnetna bolezen dihalnih poti. Pri
astmati¢cnem vnetju imajo pomembno vlogo pred-
vsem mastociti, eozinofilci in limfociti T. Vnetje v di-
halnih poteh povzroca tudi preodzivnost dihal na raz-
licne drazljaje oziroma sprozilce.>3

Ze v 19. stoletju so domnevali, da sta astma in atopija
tudi genetsko pogojeni. Na studijah skladnosti pri eno-
jaj¢nih dvojckih so ugotavljali 70-odstotno skladnost
za atopijo in 30- do 40-odstotno skladnost za astmo.*
Vpliv dednosti je vedji pri otroski astmi. Pomemben
del etiopatogeneze astme in atopije pa lahko pripiSe-
mo vplivom okolja. Tudi hiter porast incidence ato-
pijskih bolezni ne more biti posledica genetskih de-
javnikov, temvec predvsem sprememb v ¢lovekovem
okolju. Aktualna higienska hipoteza predvideva, da
je vzrok porasta atopijskih bolezni v socialnoekonom-
skih spremembah okolja, zaradi katerih je manjsa iz-
postavljenost parazitom in nekaterim mikrobom.>®
Nekatere nalezljive bolezniv zgodnjem otrostvu spod-
bujajo razvoj imunske tolerance preko stimulacije re-
gulacijskih celic Th3 in Tr1, ki zavirajo imunski odziv
Th27

Polimorfizmi posameznega nukleotida (single nucle-
otide polymorphism - SNP) so tista mesta v ¢loveko-
vem genomu, kjer se posamezniki razlikujemo med
sabo. V genetiki jih uporabljamo kot oznacevalce za
genetsko analizo. Nekateri polimorfizmi lahko tudi
spremenijo izrazanje ali produkt posameznega gena.
Z analizo genetske vezave, asociacijskimi Studijami in
studijami ekspresije so doslej identificirali ve¢ kot 100
kandidatnih genov za astmo. Pomembni kandidatni
geni za astmo se nahajajo na lokusih 2q33, 5q23-32,
6p24-21,11q21-13,12q24-12in 13q14-12. Pri astmi gre
torej za poligensko bolezen.®

Rezultati asociacijskih studij in s tem kandidatni geni
se med populacijami moc¢no razlikujejo. Najvec¢ kan-

Razpr.1. Najpomembnejsi genetski lokusi in poten-
cialni kandidatni geni za astmo.

Table 1. Most relevant genetic loci and candidate ge-

nes for asthma.
Genskilokus  Gen Protein
Genetic locus Gene Protein

Interlevkin 4
Interleukin 4

5q31-q33 L4

IL5 Interlevkin 5
Interleukin 5
IL9 Interlevkin 9

Interleukin 9

IL12B  Interlevkin 12B
Interleukin 12B
IL13 Interlevkin 13
Interleukin 13
CSF2 Stimulacijski dejavnik za kolonije
granulocitov in makrofagov
Granulocyte/macrophage colony-stimulating
factor (GM-CSF)
ADRB2 Beta2 adrenergi¢ni receptor
Beta2 adrenergic receptor
Glukokortikoidni receptor
Glucocorticoid receptor

GCCR

16p12.1 IL4RA  Skupna podenota receptorja za interlevkin 4
in interlevkin 13
Common subunit of interleukin 4 and

interleukin 13 receptor

Faktor tumorske nekroze
Tumor necrosis factor

6p21.3 TNF

12q13-24 NOS1  Sintaza dusikovega oksida

Nitric oxide synthase

17q11-21 CCL11  Eotaksin 1
Eotaxinl
CCL24  Eotaksin 2
Eotaxin 2
Xq28 IL9R Receptor za interlevkin 9
Interleukin 9 receptor
11q13 FCER1B Visokoafinitetni receptor za IgE
High affinity IgE receptor
CC16 Sekretorni protein Clara celic
Clara cell secretory protein
20p13 ADAM33 Disintegrin in metaloproteinaza - domena 33
A disintegrin and metalloproteinase domain 33
4q13-q21 MUC7  Mucin sline

Salivary mucin
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didatnih genov se nahaja na petem kromosomu, na
lokusih, ki kodirajo pomembne citokine (interlevki-
ne) alergijskega vnetja. Pomembni so tudi lokusi na
Sestem kromosomu, kjer se nahajajo geni glavnega
histokompatibilnostnega kompleksa MHC. Ta kodira
beljakovine HLA, ki so udelezene v korenu patogene-
ze alergijskega vnetja, in sicer pri predstavitvi in pre-
poznavanju antigenov. Tudi razlike v odgovoru na
zdravljenje astme so moc¢no genetsko pogojene in po-
vezane s polimorfizmi v genih za receptorje za zdra-
vila - to velja predvsem za adrenergi¢ni receptor
beta2.210
Hiperreaktivnost dihal, ki je ena izmed glavnih zna-
¢ilnosti astme, ni samo posledica vnetja. Ugotavljajo,
da se nagnjenost k hiperreaktivnosti deduje v pove-
zavi z geni za citokine profila Th2 in geni, ki so vplete-
ni v uravnavanje sinteze IgE na lokusu 5q31-q33.V
tem podro¢ju so geni, ki kodirajo t. i. »proalergi¢nex
citokine IL-4, IL-5, IL-9, IL-12B, IL-13 in GM-CSF. Ozna-
Cevalci s statisti¢no znacilno povezanostjo z astmo se
nahajajo predvsem v genih za IL-4 in IL-9. Isti oznace-
valci so povezani tudi s povecano tvorbo IgE protite-
les, kar ne ¢udi, ker je predvsem IL-4 klju¢en pri pre-
klopu sinteze imunoglobulinov v razred IgE.}* 12 Na
lokusu 5gq31-q33 se nahajata tudi gena za adrenergic-
nireceptor B2 (B2-AR) in za receptor za glukokortiko-
ide (GR). Polimorfizmi v genu B2-AR so povezani s
stopnjo astme in z vplivom dolgotranje rabe agoni-
stov B2 na astmo.'> ' Alternativno izrezovanje gena
GR pa doloc¢a odgovor na protivnetno zdravljenje.”
Vec studij ugotavlja povezavo med astmo/atopijo, po-
vecano tvorbo IgE in polimorfizmi v genu za IL4Ro
(IL4RA nalokusu 16p12.1). IL4Ra: je skupna podeno-
ta receptorjev za interlevkina IL-4 in IL-13.'° Z astmo
so povezani tudi nekateri polimorfizmiv genu za TNF,
kispada med antigene HLA IIl in vpliva na aktiviranje
adhezijskih molekul ter migracijo levkocitov (pred-
vsem bazofilcev) v podrocje vnetja pri astmi.” Podob-
na povezava z astmo je ugotovljena tudi za polimorfi-
zme gena za nedavno odkrit antigen HLA-G. Uvrsca-
jo ga med antigene HLA I, izraza pa se tudi na makro-
fagih in dendriti¢nih celicah.'®

Genski lokusi, povezani z astmo, so Se:

- na 12. kromosomu (lokus 12q13-24) blizu gena za
NOS1 (sintetaza dusikovega monoksida) ter gena
za interferon gama;

- na 17. kromosomu (lokus 17q11-21) v genih za
eotaxin 1 in eotaxin 2 (kemokina udeleZena v akti-
viranju eozinofilcev);

- v psevdoavtosomni regiji kromosoma x (lokus
Xq28) v genu za receptor za IL-9 (IL-9 izloc¢ajo celi-
ce Th in spodbuja sintezo eotaxina v gladkih misi-
cah dihalnih poti);

- na11. kromosomu (lokus 11q13) v genu za B-veri-
go visokoafinitetnega receptorja za IgE - FceRI-;

- na 20. kromosomu (lokus 20p13) v genu za mem-
bransko metaloproteazo ADAM 33;

- na 11. kromosomu (lokus 11q13) v genu za sekre-
cijski protein celic Clara CC16;

- na 4. kromosomu (lokus 4q13-q21) v genu za mu-
cin sline MUC 7.1

Razpredelnica 1 podaja pregled lokusov, ki v studijah

kaZejo povezanost z astmo in kandidatnih genov, ki

se nahajajo na teh lokusih. Pregled vseh asociacijskih
studij, ki se nahajajo v zbirki Genetic association data-
base (http://geneticassociationdb.nih.gov/) za najbol;
preucevane kandidatne gene za astmo, pa je prika-
zan v Razpredelnici 2.

Razpr. 2. Pregled asociacijskih studij za najpogostejse
kandidatne gene za astmo.

Table 2. Overview of the association studies for most
common asthma candidate genes.

Stevilo Stevilo
Gen Protein potrdilnih negativnih
studij studij
Number of Number of
Gene Protein positive negative
studies studies
ADRB2 Beta2 adrenergic¢ni receptor
] 14 9
Beta2 adrenergic receptor
GSTM1 Glutation S transferaza MU-1 11 2
Glutathione S transferase MU-1
GSTP1 Glutation S transferaza P1 10 4
Glutathione S transferase P1
IL4R Receptor za interlevkin 4 9 3
Interleukin 4 receptor
ADAM33 Disintegrin in metaloproteaza-33 8 2
Disintegrin and metalloprotease-33
GSTT1 Glutation S transferaza - thetal 3 2
Glutathione S transferase - thetal
L4 Interlevkin 4 3 5
Interleukin 4
TNF Faktor tumorske nekroze alfa ] 7
Tumor necrosis factor alpha
CD14 Antigen diferenciacije monocitov 5 5
Monocyte differentiation antigen
1L13 Interlevkin 13 5 3
Interleukin 13
LTC4S Levkotrienska C4 sintaza 6 3
Leukotriene C4 synthase
CCL5 Kemokin ligand 5 - RANTES 5 3
Chemokine ligand 5 - RANTES
HLADRB1 Humani levkocitni antigen DRB1 5 1
Human leukocyte antigen DRB1
HLA DQA1 Humanilevkocitni antigen DQA1 4 0
Human leukocyte antigen DQA1
HLA DQB1 Humani levkocitni antigen DQB1 4 2
Human leukocyte antigen DQB1
IFNG Interferon gama 4 0
Interferon gamma
LTA Limfotoksin alfa
. 4 4
Lymphotoxin alpha
NAT2 N-acetil transferaza 2
A 4 0
N-acetyltransferase 2
TGFB1 Faktor transformacije rasti betal 4

Transforming growth factor betal

V nasi raziskavi smo Zeleli preveriti povezavo nekate-
rih kandidatnih genov z astmo pri populaciji sloven-
skih otrok. Gen za I1-4 je Ze poznan kot kandidatni
gen za astmo, vendar so si rezultati asociacijskih stu-
dij precej nasprotujo¢i.® V studiji smo analizirali Se
dva nova potencialnakandidatna gena. Gen CCR5 ko-
dira receptor za kemokine ter nekatere viruse, ki se
nahaja na Th1 celicah.#?® Gen NOD2 kodira intrace-
lularni receptor za bakterijske produkte v monocitih
in je pomemben kandidatni gen za Chronovo bole-
zen, njegova morebitna vloga pri astmi pa $e ni bila
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preverjena.? Te tri gene smo izbrali tudi zato, ker bi
glede na svojo funkcijo lahko bili povezani samo z
dolo¢enim fenotipom astme. Gen za IL-4 sodeluje v
Th2 posredovanem imunskem odzivu in bi zato lah-
ko bil kandidatni gen predvsem za atopijsko astmo.
Gena CCR5 in NOD2 pa sodelujeta pri vhetnem odzi-
vu na viruse (CCR5) in bakterije (NOD2), zato bi lah-
ko bila kandidatna gena predvsem za neatopijsko ast-
mo. V raziskavi tako nameravamo tudi opredeliti ne-
katere razlike med atopijsko in neatopijsko astmo na
ravni genoma in s tem posredno tudi na razlike v pa-
togenezi obeh osnovnih fenotipov astme.
Pricakujemo, da se bodo frekvence posameznih ge-
notipov in alelov za preucevane gene med skupino
otrok z astmo oz. posameznimi fenotipi astme in zdra-
vimi otroci statisti¢cno znacilno razlikovale. Prav tako
pric¢akujemo statisti¢no znacilne razlike v opazovanih
klini¢nih in laboratorijskih parametrih med samimi
astmatiki z razli¢cnim genotipom.

Preiskovanci, material in metode

V raziskavo smo vkljudili 75 otrok z atopijsko astmo
in 36 otrok z neatopijsko astmo. Vkljucili smo vse otro-
ke, stare od 5 do 18 let, z blago in zmerno vztrajajoco
astmo, ki so se od zacetka studije (1.1. 2007) zdraviliv
pulmoloski ambulanti otroskega oddelka Splosne bol-
ni$nice Murska Sobota. Vsem otrokom smo diagno-
zo astme postavili v skladu z merili ATS (American
Thoracic Society).** Izkljuc¢ili smo vse otroke s kronic-
nimi vnetnimi boleznimi, razen astme in atopijskih
bolezni. Otroci, starejsi od 15 let, so podpisali privo-
ljenje za sodelovanje v studiji. Za mlajse otroke so pri-
voljenje podpisali njihovi starsi. Kot kontrolno skupi-
no smo uporabili krvne vzorce 77 oseb brez astme,
alergije, bolezni dihal ali drugih kroni¢nih vnetnih bo-
lezni. Studijo je odobrila Komisija Republike Sloveni-
je za medicinsko etiko.

Vsem preiskovancem smo opravili kozno testiranje
alergije zvbodno metodo (Allergopharma) na 13 naj-
pogostejsih inhalacijskih alergenov. V krvi smo dolo-
¢ili vrednost specifi¢nih in celokupnih imunoglobu-
linov razreda E - IgE (CAP-RAST Pharmacia&Upjohn,
Freiburg, Nemcija). Bolnike smo opredelili kot atopi-
ke, ¢e so imeli premer urtike na koznem testu vsaj
3 mm ali vrednost specifi¢nih IgE vecjo od 0,35 kU/1
zavsaj enega od testiranih alergenov.

Plju¢no funkcijo smo izmerili s spirometrom Vitalo-
graph 2150 (Compact, Buckingham, Velika Britanija)
brez uporabe bronhodilatatorja. Zabelezili smo forsi-
rano vitalno kapaciteto (FVC) in volumen v prvi se-
kundi forsiranega izdiha (FEV1). Izracunali smo tudi
razmerje FEV1/FVC. Za namen statisti¢ne analize smo
vrednost FEV1 izrazili kot odstotek predvidene glede
na starost, spol in visino.

Hiperreaktivnost dihal smo ugotavljali z bronhopro-
vokacijskim testom z metaholinom. Test smo izvajali
v skladu s smernicami ATS in ERS.3! Izracunali smo
kumulativni odmerek metaholina (PD,,), pri katerem
FEV1 pade za 20 % glede na izhodis¢e. Ker spremen-
liivkaPD,, v populaciji ni normalno porazdeljena, smo
za statisticno analizo uporabili njen desetiski logari-
tem (logPD, ).

Vecini bolnikov smo izmerili tudi vrednost dusikove-
ga oksida vizdihanem zraku (F,NO) s pomocjo anali-
zatorja Niox (Aerocrine, Inc. USA) po smernicah ATS/
ERS.*?

Vsem preiskovancem smo odvzeli 12 ml periferne
venske krvi za genetsko analizo, tetje eozinofilcev v
krvi ter dolocitev celokupnih in specifi¢nih IgE. Ge-
netsko analizo smo opravili na Centru za humano ge-
netiko in farmakogenomiko Medicinske fakultete Uni-
verze v Mariboru.

Iz krvi bolnikov in kontrol smo osamili celokupno ge-
nomsko DNK. Najprej smo s pomocjo Ficoll-Paque
Plus (GE Healthcare) osamili limfocite. Z reagentom
TRI (Sigma) smo osamili DNK in jo raztopili v vodi v
kon¢ni koncentraciji 50 pg/ml. Genotipizacijo smo iz-
vedli s pomogjo verizne reakcije s polimerazo (Poly-
merase chain reaction - PCR) in s pomoc¢jo metode
polimorfizma dolzin restrikcijskih fragmentov (Re-
striction Fragment Length Polymorphism - RFLP).
Analizirali smo polimorfizma IL4 C-33T v genu za in-
terlevkin 4 in NOD2 R702W v genu, ki kodira protein
za aktiviranje kaspaze ter gen za CCR5 (receptor za
kemokin 5 oz. RANTES) glede prisotnosti delecije 32
baznih parov mutacije CCR5delta32.

Statisti¢no analizo smo opravilis programom SPSS 15.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). S testom %? in Fischerje-
vim eksaktnim testom smo izrac¢unali razlike med frek-
vencami alelov in genotipov pri astmatikih in kontro-
lah ter njihovo znacilnost. Vpliv genotipa na posame-
zne klini¢ne in laboratorijske parametre, ki imajo na-
ravo numeri¢ne spremenljivke (Stevilo eozinofilcev,
logPD, , vrednost celokupnih IgE, FENO), smo izracu-
nali s pomocjo t-testa za dva neodvisna vzorca.

Rezultati

Genotipiziralismo 75 otrok zatopijsko astmo, 36 otrok
zneatopijsko astmo in 77 zdravih kontrol. Povprec¢na
starostotrok zatopijskoastmojebila11,1leta(SD 3,24),
zneatopijsko astmo pa9,78leta(SD 3,23). Priatopijski
astmi je bilo 59 % moskih (n = 44) in 41 % Zensk (n =
31). Prineatopijskiastmi paje bilo moskih in Zensk po
50 % (n=18).Rezultati klini¢nih in laboratorijskih me-
ritev so prikazani v Razpredelnicah 3 in 4.

V genu za CCRS5 je bila alelna frekvenca mutacije del-
ta32 pri neatopijski astmi 1,39 %, kar je znacilno manj
kot pri zdravih kontrolah, kjer znasa 10 % (p = 0,016,
razmerje obetov OR = 0,139 z 95-odstotnim interva-
lom zaupanja - CI 0,02 do 0,983). Ni pa bilo nobene
razlike med kontrolno skupino in bolniki z atopijsko
astmo, kjer alelna frekvenca delta32 mutacije prav ta-
ko znasa 10 % (p = 1.00). Pri obeh skupinah astmati-
kov skupaj pa znasa alelna frekvenca mutacije del-
ta32 7,2 %, kar ni znacilno razli¢no kot pri kontrolah
(p = 0,21, OR 0,721, 95-odstotni CI 0,429 do 1,212).
S ttestom nismo odkrili znacilnega vpliva CCR5 ge-
notipa na klini¢ne in laboratorijske parametre.

V genu za interlevkin 4 smo analizirali polimorfizem
IL4 C-33T. Pri bolnikih z neatopijsko astmo je frek-
venca T alela 26 %, pri zdravih kontrolah pa 23,3 %,
razlika ni znacilna (p = 0,70, OR = 0,87, 95-odstotni CI
0d 0,43 do 1,78). Pri bolnikih z atopijsko astmo je frek-
venca T alela 21,2 %, kar prav tako ni signifikantno
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Razpr. 3. Klinicni in laboratorijski parametri pri bol-
nikih z atopijsko astmo.

Table 3. Clinical and laboratory parameters in atopic
asthmatics.

Aritmeti¢na Standardna

Parameter Stevilo Minimum Maksimum ; S
sredina deviacija

Parameter Number Minimum Maximum Arithmetic Star}ldz}rd

mean deviation

FEV1 % 75 45 113 81,85 13,13

PD,, (mg) 75 0,02 4,00 0,96 1,25

logPD,, 75 -1,70 0,60 -0,42 0,66

F,.NO (ppb) 50 6 119 52,04 31,43

Celokupni IgE

(TU/ml) - c

Total IgE (IU/ml)7> 11 3735 642,69 721,42

Lo 3
Fozinofilei/mm?® 75 40 1520 55596 34718

Eosinophils/mm?

Razpr. 4. Klinicni in laboratorijski parametri pri bol-
nikih z neatopijsko astmo.

Table 4. Clinical and laboratory parameters in non-
atopic asthmatics.

Aritmeti¢na Standardna

Parameter Stevilo Minimum Maksimum

sredina  deviacija
Parameter NumberMinimum Maximum Arithmetic Star}dz}rd
mean deviation
FEV1 % 36 54 106 81,81 13,97
PD,, (mg) 36 0,02 4,00 1,47 1,47
logPD,, 36 -1,70 0,60 -0,12 0,56
F.NO (ppb) 21 5 78 18,24 16,48
Celokupni IgE
(IU/ml) c
Total IE (IU/ml) 36 2 715 22259 22803
Eozinofilci/mm? -
Eosinophils/mm? 36 56 1151 446,09 309,81

razli¢no od kontrol (p = 0,66, OR = 1,13, 95-odstotni
CI = 0,66 do 1,92). Tudi pri vseh astmatikih skupaj je
frekvenca alela T (22,4 %) neznadilno razli¢na kot pri
kontrolah (p = 0,84, OR = 1,05, 95-odstotni CI = 0,64
do 1,72). S ttestom nismo ugotovili vpliva genotipa
na klini¢ne in laboratorijske parametre.

V genu za NOD2 smo analizirali polimorfizem NOD2
R702W. Pri bolnikih z neatopijsko astmo nismo imeli
nobenega bolnika z alelom minor (T). Ker pa je tudi
med zdravimi frekvenca alela T nizka (1,7 %), je ta
razlika neznacilna (p = 1,00). Pri bolnikih z atopijsko
astmo je frekvenca T alela 4,5 %, kar tudi ni znacilno
razli¢no kot pri kontrolah (p = 0,27, OR=0,37,95 ods-
totni CI = 0,08 do 1,57). Pri vseh astmatikih skupaj je
frekvenca alela T 3,6 %, kar ni znacilno razli¢no od
kontrol (p = 0,30, OR = 0,46, 95-odstotni CI = 0,11 do
1,96). S ttestom tudi tukaj nismo ugotovili vpliva
genotipa na klini¢ne in laboratorijske parametre. Alel-
ne frekvence za posamezne analizirane polimorfizme
so prikazane v Razpredelnici 5.

Razpravljanje in zakljucki

V rezultatih nasih genetskih studij smo dokazali nizjo
frekvenco alela CCR5-delta32 pri neatopijski astmi.
Gen CCR5 je udelezen kot koreceptor pri okuzbi ce-
lic z virusom HIV .3 Obstajajo pa tudi podatki o njego-
vi vlogi pri okuzbi z drugimi, predvsem respiratorni-
mivirusi in okuzbi z Mikoplazmo pnevmonije.?*3> Mu-
tacija delta32 v genu za CCR5 povzroci izgubo funkci-
je receptorja in dokazano $¢iti pred okuzbo s HIV in
verjetno tudi pred okuzbo z nekaterimi drugimi viru-
si. Nekateri od teh virusov so verjetno tudi udelezeni
v patogenezi astme. Predvsem to velja za neatopijsko
astmo.** CCR5 se nahaja samo na limfocitih razreda
Th1 in sodeluje v posredovanem imunskem odgovo-
ru Th1.%7 Izguba funkcije receptorja zaradi mutacije
delta32 nagne vnetni odgovor na stran Th2. Zato mu-
tacija delta32 ne §¢iti pred atopijskimi boleznimi. Tu-
di druge asociacijske Studije ugotavljajo vlogo muta-
cije delta32 predvsem pri otroski astmi, kjer so pogo-
sti sprozilci virusne okuzbe in je delez atopikov ne-
koliko manjsi kot kasneje v odraslem obdobju.?®

Pri polimorfizmu IL4 C-33T v genu za interlevkin 4
nismo ugotovili povezave z astmo. Interlevkin 4 je
citokin, ki ga izlo¢ajo limfociti Th2 in igra klju¢no
vlogo v uravnavanju tvorbe imunoglobulinov razre-
da E. IL4 spodbuja proliferacijo limfocitov B, pre-
klop sinteze od IgM v IgE in tudi diferenciacijo limfo-
citov T v smeri Th2. Zato igra IL4 klju¢no vlogo pri
patogenezi alergijskega vnetja.! ¥ Nekatere Studije
ugotavljajo povezavo polimorfizmov v genu za [L4 s
povecano tvorbo IgE in s tem potencialno tudi nag-
njenost k atopiji in astmi. Vendar si rezultati studij pri
razli¢nih etni¢nih skupinah nasprotujejo.* Povezave
z astmo so ugotavljali predvsem za polimorfizme, ki
se nahajajo v promotorju gena za IL4. V tem podro¢-
ju se nahaja tudi polimorfizem C-33T. Tovrstni funk-
cijski polimorfizmi so blizu mest vezave transkripcij-
skih dejavnikov in so lahko vpleteni v uravnavanje
ekspresije gena.: 4 Rezultati nase studije kazejo, da
v populaciji slovenskih otrok polimorfizem C-33T ne
igra pomembnejse vloge pri astmi. Morda je omenje-
ni polimorfizem tudi pri drugih populacijah (kjer je
bila ugotovljena povezava z astmo) samo v neravno-
tezju vezave z drugimi, dejansko pomembnejsimi
funkcijskimi polimorfizmi. Menimo, da je tudi pri
nasi populaciji potrebno analizirati $e nekatere dru-
ge polimorfizme v genu za IL4, kot npr. polimorfi-
zem C-590T v promotorju tega gena.

Gen NOD?2 kodira znotrajceli¢ni receptor za bakterij-
ske produkte v monocitih, ki aktivira nuklearni fak-
tor Kappa B (NFKB) - pomemben element signalne
transdukcije Stevilnih citokinov profila Th2.% Polimor-

Razpr. 5. Alelne frekvence in statisticna znacilnost analiziranih polimorfizmouv.

Table 5. Allelic frequencies and statistical significance of analysed polymorphisms.

Polimorfizem Atopijska astma Neatopijska astma Astma skupaj Kontrole
Polymorphism Atopic asthma Nonatopic asthma Asthma together Controls
CCR5(delta32) 10 % (p = 1,00)* 1,4 % (p=0,016) 7,2% (p=0,21) 10 %
IL4C-33T (T) 21,2% (p = 0,66) 26 % (p=10,70) 22,4 % (p =0,84) 23,3 %
NOD2 R702W (T) 45% (p=027) 0% (p =1,00) 3,6 % (p = 0,30) 1,7%

*Vse vrednosti p v razpredelnici so izracunane iz primerjave frekvenc posamezne preiskovane skupine s kontrolami.
* All p values in the table are computed from cross tabulation of frequencies between particular group of patients and controls.
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fizem R702W je pomemben kandidatni gen za Chro-
novo bolezen.* Alel, ki je povezan s Chronovo bole-
znijo, negativno vpliva na delovanje receptorja in s
tem prepreci prepoznavanje peptidoglikanov bakte-
rijske stene.® Ker je nac¢in prepoznavanja in odgovo-
ra na mikrobe vpleten tudi v patogenezo astme, ki je
prav tako kot Chronova bolezen kroni¢na vnetna bo-
lezen neznane etiologije, bi bilo moZno najti tudi po-
vezavo polimorfizma R702W z astmo. V nasi studiji je
frekvenca minor alela polimorfizma NOD2 R702W ze-
lo majhna tako pri astmatikih kot tudi pri zdravih kon-
trolah. Zato tudi precejsnje razlike v frekvencah med
skupinami v nasi Studiji niso bile statisticno znacilne.
Kandidatni geniza astmo in rezultati asociacijskih stu-
dij se moc¢no razlikujejo tako med populacijami kot
tudi pri razli¢nih fenotipih astme. Zato lahko domne-
vamo, da pri astmi ne gre za enotno bolezen. Tovrst-
naspoznanja nam s pomocjo genetike in farmakoge-
nomike pomagajo do podrobnejsega razumevanja
etiopatogeneze astme, odkrivanja novih molekular-
nih tar¢ in ukrojevanja zdravljenja po meri posame-
znika. Vse to pa zagotovo vodi do novih strategij na
podrodju preprecevanja in zdravljenja astme.
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