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Association of the TNF-a gene polymorphism with different asthma phenotypes
in moldavian children population

TNF-a gene polymorphism (-308 G>A) was studied in 180 Moldavian children, half with asthma and half in a control group, to assess the prevalence
of the allelic variants of the gene. All patients underwent complex clinical and functional examination (spirography with bronchodilatational test) and
laboratory evaluation (molecular genetics, immunological and general tests). The following genotypes of the TNF-a gene were identified - TNF-a -308
G/G, TNF-a -308 G/A and TNF-a -308 A/A. The study showed that the homozygous genotype TNF-a -308 G/G has protective role, found significantly
more frequently in children with the solitary form of asthma compared with those with allergic triad (86,2% versus 56,4%, respectively; OR = 4,83, 95%
CI: 1,41 to 16,54, p<0,05). However, the functionally compromised genotype TNF-a -308 G/A was found more frequently in children with asthma
associated with other allergic symptoms (i.e., 38,5% compared with 13,8% in cases with asthma alone, p<0,05) and was observed twice as frequently in
boys with mild asthma with no associated atopic symptoms, compared to those with moderate to severe evolution of the disease (40,9% versus 20,7%,
respectively; p> 0,05). Noticeably, the homozygous genotype TNF-a -308 A/A group was found only in children with the allergic triad in 5,1% of the
cases. Study results demonstrate the association of the functionally compromised genotypes of the TNF-a-308 gene with different phenotypes of asthma
in Moldavian children.
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IMonumop¢usm reHa TNF-a mpu pasIMIHbIX PoMax TedeHNsT OPOHXMATBHOI ACTMBbI
y AeTell MONZAaBCKON MONY/IALN

Bsuto 06¢cnenoBano 180 meTeit ¢ 1e/IbIo OMpefeeHNsT 0COOEHHOCTEN PacpOCTPaHeHNs aIe/IbHBIX BapiaHTOB Ionmumopdusma -308G > A rena
TNF-a B MonmaBcKolt nomy/saumy. ViccnenosaHye 6bUI0 IpoBefeHo y 90 feTell ¢ pasaMYHbIMU BapMaHTaMy TedeHMs OPOHXMaIbHON acTMbl 1 90
37OPOBBIX J€Teil, COCTABMBIINX KOHTPOAbHYIO IPymIy. Y 06C/Ie[OBAHHBIX MAI[IEHTOB OBIIN IPOBEAEHBI KOMIIIEKCHBIE KIVHIYECKIe OCMOTPBI,
MHCTPYMEHTa/IbHbIe METO/IBI MCCTIeIOBAHMA (CIIMporpadus ¢ mposefeHneM 6pPOHXOMIATAIIIOHHOTO TeCTa), a TAKyKe ObUIM IPYMMeHeHbI TA00paTopHbIe
MeTopbI (061IMe, MIMMYHOJIOTMYECKIE, 8 TAKXKe MOJIEKY/IAPHO-TeHeTIYecKue). BbUIn ompefie/ieHsl Clefyole reHoTUIIb ToymMopdnama rena TNF-a
(-308 G > A) - G/G (,,amkwmit” Tuir), G/A n A/A. VI3 npuBefeHHBIX TaHHbIX CTEAYeET, YTO «QYHKIMOHATBHO O/IarONPUATHDIN» TOMO3UTOTHBII TeHOTHIT
TNF-a -308 G/G 6b11 BBIAB/IEH JOCTOBEPHO Yallje B IPYIIIIe ieTelt C aCTMOII 6e3 COIy TCTBYIONIMX MPosABIeHnMit aronuy (86,2%) 10 CPaBHEHNIO C ACTHMI
C aTONMYECKON TpUanoit (aCT™Ma, a/yIepridecKmii pUHUT 1 JepMatut) — 56,4% coorBerctBeHHO (OR = 4,83;95% CI: 1,41-16,54; p < 0,05), YKasbIBas Ha
€ro 3alUTHYIO0 porb. «DYHKIMOHATBHO HeOMArONPUATHBIN» TeTepo3uroTHelil reHoTn TNF-a -308 G/A 611 06Hapy»KeH HOCTOBEPHO vallje y fAeTeit
€ aCTMOII aCCOLMMPOBAHHOIL C IPYTMMN ajUIepridecKuMu nposisiaeHnamn (38,5%) mo cpaBHeHuio ¢ 13,8% peteii ¢ acT™MOit 6€3 IPYruX aTOMMYECKUX
cumnroMoB (p < 0,05) 1 B 2 pasa yalle y MaJTbuMKOB ¢ JIeTKoii popmoit acTMbl (40,9%) 10 cpaBHEHMIO C IAIMEHTAaMI CO CpefiHe-TAXKeNnol Gopmoit
6omesun (p > 0,05). Coderanne HeOTATOIPHUATHBIX ajljIefielt — FOMO3UTOTHbI reHOTUI TNF-a -308 A/A 6bII0 BBISIBIIEHO TOIBKO Y fETENI C ATOIITIECKOI
Tpuaznoit B 5,1% ciaydaes. Takum o6pasom, aHamn3 acconnaryy nomumopdusma -308 G/A rena TNF-a ¢ KIMHIYECKN 1 TATOTeHE TIYECKY 3HAYVMMBIMU
¢beHOTMIIAMY TTOKA3aJI, YTO OIpeENIeIeHHbIe a/l/IeNIbHbIe BapMaHTBI MCCIEfYeMOro TeHa UTPAloT MOAVGIUIMPYIONIYIO POIb B MU3MEHUMBOCTI KOMIIEKCa
[apaMeTpOB, KOTOPbIE OIPENESIOT TeIeHNe U IPOrPeCcCHpOBaHIe 3a60/IeBaHNsI B MOIFABCKOI IOMY/ISILNY fieTell ¢ GpOHXMaIbHOI aCTMOIL.

KrroueBbie croBa: 6poHxmanbHas acT™a, aetn, red TNF-a, monumopdnam, perornr.
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Introducere

Astmul bronsic este o boala pulmonara cronica caracteri-
zata prin obstructia variabild si reversibila a cailor respiratorii,
inflamatia cailor respiratorii si hiperreactivitatea bronsica [3].
Aceastd maladie este una dintre cele mai comune stari de
morbiditate in populatia generald, cu o prevalenta in crestere
in ciuda dezvoltérii tehnicilor de investigare si a arsenalului
terapeutic. In Republica Moldova prevalenta astmului bronsic
urmeaza trendul ascendent mondial, studiile proprii epidemi-
ologice, efectuate cu aplicarea metodologiei ISAAC, a ardtat
cd 7,2 + 1,2% dintre copii prezinta, cel putin o daté in viata,
simptome de astm bronsic si un numar impunator de copii
(mai mult de 300) cu diferit grad de invaliditate, cauzata de
aceastd maladie. Totodata, printre tirile europene, statisticile
oficiale din Moldova raporteaza cea mai micé prevalenta a
astmului bronsic, deoarece de multe ori, boala este hipodi-
agnosticatd sau tardiv depistatd. Desi medicina moderna
incearcd sa defineascd astmul bronsic si si-1 incadreze in di-
ferite forme si stadii cAt mai standardizate, el riméane si astézi
un fenomen complex, inca neelucidat si plin de paradoxuri.
Cele mai multe probleme sunt legate de fiziopatogenia bolii
astmatice, de conexiunile care exista intre antigene, natura si
amplitudinea modificarilor histopatologice si particularitatile
genetice ale gazdei.

Un subiect de interes recent este implicarea factorului
genetic in patogenia astmului bronsic. Predispozitia pentru
aceasta afectiune este conditionatd genetic in mod clar si de
aceea se incearcd identificarea genelor implicate. Studii fami-
liale recente aratd ca nu o singura gena e responsabila pentru o
mare parte din expresia bolii, ins este vorba despre un model
poligenic [2]. Desi calea aparitiei obstructiei bronsice recuren-
te este comund, la toti pacientii cu astm exista o variabilitate
fenotipica marcata, care sugereaza heterogenitate etiologica
si puternice influente ale mediului. Aparitia astmului bron-
sic este determinata de o interactiune complexa intre factori
genetici si factori de mediu [6], dar mecanismele responsabile
de transmitere nu sunt incd elucidate. Rezultatele analizei de
segregare dovedesc ca mai multe gene sunt implicate in pato-
genia astmului, dar nici una dintre aceste gene nu are un efect
suficient de puternic asupra susceptibilitétii de a dezvolta astm
bronsic. Studiile de scanare ale genomului uman (cu markeri
ADN polimorfici) si analiza genelor candidat au identificat
cateva regiuni cromozomice (5q23-31, 6p, 11q, 12q) ce contin
genele implicate in patogenia astmului: pe 5q genele pentru
citokine (IL-4, IL-9) si receptorii lor, adrenoreceptorul 2; re-
ceptorul pentru IgE pe 11g; unele gene ale complexului HLA
si TNF pe cromozomul 6p21, s. a.

Obiectivul prezentei lucrdril-a constituit evaluarea parti-
cularitatilor incidentei variantelor alelice ale genei TNF-a la
copiii moldoveni cu diferite forme clinice si evolutive de astm.

Material si metode

Lotul de studiu I-au constituit 90 de copii cu astm bron-
sic, cu varsta cuprinsa intre 5 si 51 ani (varsta medie + DS a
constituit 10,93 + 3,6 ani), care au fost spitalizati in sectia de
alergologie a IMSP Institutul de Cercetiri Stiintifice in Dome-

niul Ocrotirii Sdnatatii Mamei si Copilului. Printre subiecti
au prevalat baietii (raportul dintre biieti si fete - 1,3:1), ceea
ce se explica prin incidenta comparativ mai inaltd a maladiei
printre persoanele de sex masculin, pand la véarsta de 15
ani. Pacientii au fost regrupati in: copii ce manifestau astm
bronsic solitar (AB); copii la care astmul era asociat cu rinita
alergica (RA) cu/sau fara conjunctivitd alergicd (CA) - AB +
RA * CA; in conformitate cu clasificarea ARIA-2007 [1]) si
pacienti, la care maladia se asocia cu dermatita atopica (DA)
cu/sau fara conjunctivita (triada atopica, AB + DA + RA +
CA). Grupul de control (n = 90) a fost selectat in timpul
anchetdrii dupa metodologia standardizata ISAAC a copiilor
din regiunile rurale incluse in studiu, din cei care au rdspuns
negativ la toate intrebdrile referitor la prezenta semnelor de
patologie atopica si la care examinarea clinicd complexd nu a
evidentiat semne de atopie sau alte maladii acute si cronice,
fiind comparabili dupa varsta si sex cu cazurile studiate (,,copii
conditionat sandtosi”).

Pentru fiecare copil a fost completat un chestionar special,
elaborat cu scopul delimitérii factorilor medico-biologici,
sociali, ereditari s.a., si a devierilor de sanatate, in special de
origine alergica, a copiilor. Pacientii au fost supusi examinarii
clinice complexe, investigatiilor instrumentale (spirografia
cu executarea testului bronhodilatational) si examinarilor de
laborator (molecular-genetice, imunologice si generale). Toti
participantii in studiu au semnat consimtdmantul informativ
de colaborare. Au fost identificate urméitoarele genotipuri ale
genei TNF-a (308 G > A) - TNF-a -308 G/G (tipul ,,silbatic”
sau normal), TNF-a -308 G/A si TNF-a -308 A/A. ADN
genomic a fost extras din limfocitele sdngelui periferic prin
metoda standard si aplicarea metodei de polimerizare in lant
(RPL) in colaborare cu Laboratorul de Diagnostic Prenatal
al Maladiilor Ereditare si Congenitale al ICS Obstetrica si
Ginecologie ,,D. Otto” al ASM a Federatiei Ruse (or. Sankt-
Petersburg). Prelucrarea statisticd a rezultatelor studiului
a fost efectuatd cu aplicarea setului de programe statistice
Statistica 6.0 (StatSoft®), GraphPad InStat versiunea 2.0 pen-
tru Windows, SPSS Statistics. Dependenta statistica dintre
parametrii calitativi s-a apreciat prin calcularea criteriului
Chi pétrat (y?) si ratei de sansa (OR).

Rezultate si discutii

Expresia genei TNF-a este majorata in astmul bronsic,
ceea ce este demonstrat de secretia maritd a acestei citokine in
caile respiratorii si continutul sporit al ei in lichidul lavajului
bronheoalveolar la pacientii simptomatici [4, 6, 7]. Citokina
proinflamatoare TNF-a este produsa de numeroase linii
celulare: macrofage, monocite, limfocite, mastocite, neutro-
tile, s.a. Legarea TNF-a de receptor determind modificari
conformationale in structura receptorului, care conduc la
activarea in cascada a altor proteine implicate in proliferarea
celulard, rdspunsul inflamator si apoptoza celulara. Datorita
prezentei receptorilor sai in majoritatea tesuturilor, TNF-a
exercitd o varietate larga de efecte biologice: efect chemotactic
asupra neutrofilelor, creste permeabilitatea la nivelul celulelor
endoteliale din regiunea cu inflamatie, la nivelul macrofagelor
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Tabelul 1
Genotipurile si frecventa alelelor polimorfismului TNF-a -308 in loturile de baza, n (%)
Genotipurile si alelele identificate
Fenotip
AA GA GG A G
Lot de baza, AB (n = 29) 0(0) 4(13,8)* 25(86,2)* 4(6,9) ** 54(93,1) **
Lot de baza, AB + RA + CA (n =22) 0(0) 7(31,8) 15 (68,2) 7(15,9) 37 (84,1)
Lot de baza, AB + DA £ RA = CA (n = 39) 2(5,1) 15 (38,5)% 22 (56,4)* 19 (24,4) ** 59 (75,6) **
Lot de control (n = 90) 3(3,3) 29(32,3) 58 (64,4) 35(19,4) 145 (80,6)
Notia: AB, astm bronsic; RA, rinita alergica; CA, conjunctivita alergica; DA, dermatita atopicd. * - p < 0,05; ** - p < 0,01.
Tabelul 2

Raspandirea genotipurilor eventual responsabile de dezvoltarea astmului

la pacientii cu diferite forme de severitate a maladiei in dependenta de sex (%)

Genotip ?afien;i cu astm bronsic usor, n =33 Pacie-ngi-cu astm bronsic moderat-sever, n =57
Baieti, n =22 Fete,n=11 Baieti, n =29 Fete,n =28
TNF-a-308 G/G 54,5# 72,7 79,3# 67,9
TNF-a-308 G/A 40,9 27,3 20,7 28,6
TNF-a -308 A/A 4,5 0,0 0,0 3,6

#-0.1>p=>05

stimuleaza fagocitoza si producerea de prostaglandina E2,
este factor de crestere pentru fibroblasti si stimuleaza sinteza
de colagenazd, intensifica proliferarea limfocitelor T dupa
stimularea cu interleukina 2, s.a. Polimorfismul dialelic al
genei TNF-q, conditionat de substitutia guaninei prin adeno-
zind in pozitia -308 a promotorului genei, este considerat a fi
factor ce influenteaza rata transcriptiei si a sintezei proteice.
Unele studii demonstreaza cd polimorfismul promotorului
-308G/A altereazd functia genei, este asociat cresterii de 6-7
ori a nivelului de transcriptie a TNF-a si prezinta un factor
de risc pentru dezvoltarea si evolutia astmului bronsic [8].
Studiul nostru, avand drept scop analiza comparativa a
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tabloului genotipic la copiii cu diferite forme clinice de astm
(astm solitar sau asociat cu alte forme de atopie), a determinat
cé repartizarea diferitelor genotipuri variaza in functie de
manifestdrile clinico-evolutive ale maladiei. Astfel, genoti-
pul heterozigot TNF-a -308 G/A s-a depistat de 2,3 ori mai
frecvent la copiii cu astm asociat cu rinitd si/sau conjunctivitd
alergica fatd de cei cu astm solitar (31,8% contra 13,8%, p >
0,05), iar genotipul homozigot cu ambele alele nefunctionale
TNF-a -308 A/A a fost identificat doar in grupul copiilor cu
intregul spectru de manifestéri alergice (AB + DA + RA +
CA) in 5,1% din cazuri (tab. 1).

Totodatd, genotipul homozigot functional TNF-a -308

*-p<.05

35,9%

33,3%
28,6%
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Fig. 1. Repartizarea genotipurilor genei TNF-a -308 in grupurile de studiu
in functie de sexul copiilor si formele evolutive ale astmului bronsic (%).
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G/G a fost identificat semnificativ mai frecvent la copiii cu
forma solitara de astm in comparatie cu cei cu triada atopica
(86,2% contra 56,4%, respectiv; OR =4,83;95% IC: 1,41-16,54;
p <0,05), fapt observat si la analiza comparativa in functie de
sexul copiilor inclusi in studiu (fig. 1).

Astfel, genotipul TNF-a -308 G/G s-a regdsit predominant
la baietii cu astm solitar in comparatie cu bdietii cu triada
atopica (89,5 % contra 54,2%, respectiv; OR = 7,19; 95% IC:
1,352-38,251; p < 0,05). Totodatd, analiza rezultatelor a fost
efectuatd si tindnd cont de gravitatea manifestarii astmului
bronsic (evolutie usoard sau moderatd pana la sever persis-
tentd) in conformitate cu clasificarea GINA-2008, aceasta
fiind echivalenta treptelor de tratament actuale ale pacientilor
pentru mentinerea controlului bolii (tab. 2).

Reiesind din rezultatele obtinute, poate fi observati o inci-
denta aproximativ de 2 ori mai inalta a genotipului heterozigot
TNF-a -308 G/A la baietii cu astm bronsic solitar cu evolutie
usoard, comparativ cu cei cu evolutia moderata sau severa a
maladiei (40,9% contra 20,7%, respectiv; p > 0,05). Ultimii,
insd, semnificativ mai frecvent manifestau triada atopica in
comparatie cu forma solitard de astm (41,7% contra 10,5%,
respectiv; OR = 0,17; 95% IC: 0,03-0,88; p < 0,05) (fig. 1).

Concluzionand cele relatate, studiul a constatat ca fiecare
dintre formele clinice ale astmului bronsic (forma solitard sau
asociatd cu alte manifestari alergice - rinitd, dermatita, etc.)
are un substrat genotipic determinant caracteristic. Astfel,
cunoasterea tabloului genotipic al individului permite o
incursiune in pronosticul evolutiei fenotipice a maladiei si
intreprinderea unor mésuri preventive eficiente inca pand la
dezvoltarea tabloului clinic, sau la etape incipiente ale mala-
diei, ceea ce va asigura un succes mai mare in lupta cu boala.

Concluzii

1. Genotipul functional compromis TNF-a -308 G/A se
regaseste mai frecvent la copiii cu forme de astm bronsic,

asociat cu alte maladii alergice (respectiv 38,5% comparativ
cu 13,8% in astm solitar, p < 0,05), iar genotipul homozigot
TNF-a -308 A/A a fost identificat doar in grupul copiilor cu
triadd atopicd (5,1% din cazuri).

2. Rezultatele studiului sugereaza o prevalentd de 2 ori mai
inaltd a genotipului heterozigot TNF-a -308 G/A la baietii cu
astm bronsic solitar cu evolutie usoara al astmului bronsic,
comparativ cu cei cu evolutia moderatd sau severa a maladiei
(40,9% contra 20,7%, respectiv; p > 0,05).

3. Datele obtinute demonstreaza importanta explorarii in
continuare a polimorfismului -308 G/A al genei TNF-a cu
scop de identificare a indivizilor susceptibili pentru dezvol-
tarea si evolutia complicata a astmului bronsic si delimitarea
grupurilor de risc major pentru aceasta maladie in randurile
copiilor din Moldova.
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