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Summary

The CC16 A38G polymorphism in children with asthma in
Moldova

Author presents the results of a research aimed to investigate the
genetic mechanisms underlying the development and evolution
of asthma in children in Moldova. This approach clearly has the
potential to elucidate the diseases mechanisms. There had been in-
vestigated one of the asthma candidate genes (CC16 gene) thought
to be responsible for the secretion of the protein product of Clara
cells (Clara cell secretory gene), taking into account the expression
of its anti-inflammatory function and genetic location.

The study shows a high frequency of the CC16 A38G polymorphism
genotypes in the general population including functionally compro-
mised alleles, and in patient group was determined the association
of these genotypes with more complex and severe forms of asthma.
This study makes an important contribution to current knowledge
about the mechanisms of asthma and atopy.

The gene studied was selected because of its important role in regu-
lating inflammatory processes, but there it is necessary to conduct
further studies of extended range of genes related to asthma and
to examine both individual genetic polymorphisms and inherited
haplotype patterns.
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Pesrome
Honumopgpuzm A38G 2ena CC16 y demeit c acmmoii 6 Monooge

B cmamve npedcmagnenvl pe3yibmamel nepeoco Uccied08anus
nposedenno2o ¢ Mondoge, HanpagienHo20 Ha U3y4eHue MONeKy-
JISIPHO-2EHeMUYECKUX MEeXAHUMOS8 PA3GUMUSL U MeYeHUsl ACHMbL )
demeil. Taxkozo poda ucciedosanus umMeron 6biCOKUL NOMEHYUA
BbISICHEHUsL MEXAHUMOB, ENCAWUX 8 OCHOBE IMO20 3AD0NEBANHUSL.
B oannoii pabome 6v11 uccnedosan notumMop@husm 00H020 U3 2eH08-
Kkanouoamos oponxuarvrou acmmul (2en CCI16), cuumarowezocs
OMBEMCMEEHHbIM 34 CUHME3 OEIKOB020 NPOOYKMA CEKPEMOPHbIX
kaemox Knapa, npunumas 60 HuManue e20 8blpadiceHHble RPpomueo-
8OCnAIUMENbHBIE (DYHKYUU U 2EHEMUUECKYIO IOKATUZAYUIO.

Pezynomamer uccnedosanus ykaswvi6aiom Ha 6bICOKYIO 4ACMONMY
DYHKYUOHATLHO «HEONA2ONPUATNHBIXY 2eHOMUNO8 NOTUMOPHUIMA
CC16 A38G cpeou nacenenus 6 yerom, a 6 2pynne nayuenmos oviia
onpeoenena accoyuayuss IMux 2eHOMUNos8 ¢ 6oiee ClLOACHbIMU U
maicenvimu opmamu Gpouxuanvhoti acmmul. Taxum obpasom, smo
uccnedosane 6HOCUM 6AJICHLIIL BKIAO 8 COBPEMEHHbIE NO3HAHUS
MEXAHUIMOB ACMMbL U ANLIEPSUU.

H3yuennvlil 2en ObL 6bIOPAH U3-34 €20 BAICHOUL POIIU 8 PE2YIUPOBA-
HUU BOCNATUMENbHBIX NPOYECCO8, HO NOOYEPKUBAEMCST HE0OX00U-
MOCHb NPOBEOEHUsL UCCAEO06ANUSL PACUUPEHO20 OUANA30HA 2EHOS,
OJ151 UBYHEHUS. KAK OMOELbHbIX 2EHEMULECKUX NOTUMOPHUIMOE, MAK
u mooerneti YHACIe008AHHBIX 2aANIOMUNOS.

Knroueswvie cnosa: oponxuanvras acmma, demu, eew CC16, nonu-
Mmopgusm, peHomun
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Introducere

Astmul bronsic este definit ca o dez-
ordine inflamatorie cronica a cailor aeriene
superioare, la care participa o varietate de
celule, cele mai importante fiind mastoci-
tele, eosinofilele si limfocitele. Din punct
de vedere clinic, functia respiratorie este
afectata de obstructia fluxului de aer, de
hiperreactivitatea bronsica crescuta si
incapacitatea bronhiilor de a raspunde
adecvat unor stimuli specifici sau nespeci-
fici, care includ factorii infectiosi, alergenii
sau iritantii din mediu, in functie de nivelul
inflamatiei si de lipsa de control al acesteia.
Rezultatele cercetarilor noastre de ultima
ora au constatat ca 1/3 din copii prezinta
maladii alergice manifestate prin deregla-
rea functiei diferitelor organe si sisteme,
circa 2/3 din acestea fiind de naturd atopica
[9].1n regiunile ecologic nefavorabile pon-
derea maladiilor alergice ajunge la nivelul
de 300,0-350,0%o. Incidenta in continua
crestere, formele clinice particulare dintre
cele mai severe, morbiditatea si mortali-
tatea in crestere fac ca astmul bronsic sa
fie una dintre marile provocari cu care se
confrunta medicina contemporana.

Participarea factorilor genetici in
patogeneza astmului bronsic este de-
monstrata de caracterul familial frecvent
al bolii (prezenta manifestarilor alergice, a
astmului sau a nivelului majorat de IgE la
membrii familiei), riscul crescut de boala
la rudele pacientului (de 2-5 ori mai mare
decat in populatia generald) si incidenta
mai mare la gemenii monozigoti, compa-
rativ cu gemenii dizigoti (heritabilitatea
bolii a fost estimata, in diferite populatii, ca
se situeaza intre 30% si 70%) [3]. Numarul
exact al genelor implicate in producerea
bolii nu este cunoscut, insa se considera
ca factorii genetici determina o predispo-
zitie genetica, care va duce la dezvoltarea
maladiei numai daca asupra individului
vulnerabil actioneaza anumiti factori no-




civi din mediu [3]. In acest grup de gene candidate
pentru atopie se regdseste si gena responsabila de
secretia produsului proteic al celulelor Clara - CC16
(Clara cell secretory gene), ea avand un rol important
prin expresia sa, prin functia antiinflamatoare si lo-
calizarea genetica.

CC16 este una dintre proteinele principale
secretate de epiteliocitele cailor respiratorii, fiind
sintetizata in marea majoritate de celulele nonciliate
(Clara), localizate in stratul de epiteliu al bronhiolelor
pulmonare si care detin un rol importantimunomo-
dulator si antiinflamator in inflamatia alergica [1].
Aceasta proteina inhiba chemotaxia neutrofilelor si
amonocitelor, controleaza proliferarea si migrarea fi-
broblastilor [5], inhiba in vitro producerea si activita-
tea biologica a interferonuluiy, avand astfel potential
antiinflamator exprimat. Polimorfismul genetic A38G
al genei CC16 determind formarea alelelor cu func-
tionalitate redusa, care pot conditiona susceptibilita-
tea pentru dezvoltarea astmului bronsic si raman afi
in continuare subiect al cercetarilor stiintifice [2,6, 7,
8]. Studiul nostru a avut ca scop analiza comparativa
a raspandirii genotipurilor polimorfismului A38G
al genei CC16 la copiii moldoveni cu diferite forme
clinice si evolutive de astm, la rudele lor de gradul |
si la copiii,,conditionat sanatosi”.

Material si metode

Au fost studiate particularitatile genotipice la
90 de copii cu diferite forme clinice si evolutive de
astm bronsic, care au fost spitalizati in sectia de aler-
gologie aIMSP ICSDOSMCin perioada 2009-2010, cu
varstadela5la 17 ani, media fiind egald cu 10,93 ani
(DS 3,6). Printre subiecti au prevalat baietii (raportul
dintre bdieti si fete fiind 1,3:1). Lotul de control a fost
selectat in timpul intervievarii copiilor din regiunile
rurale prin chestionarele standardizate ISAAC (Inter-
national Study of Asthma and Allergies in Childhood
[4]), din randurile celor care au raspuns negativ la
toate intrebadrile referitor la prezenta semnelor de
atopie si la care examinarea clinica complexa nu a
evidentiat simptome ale maladiilor acute si cronice,
fiind comparabili dupa varsta si sex cu cazurile stu-
diate. Aditional,aminclus in cercetare un grup de 20
de rude ale pacientilor cu astm (parinti, frati).

Copiii lotului de baza au fost regrupati in: 29
de copii care manifestau astm bronsic solitar; 22
de copii la care astmul era asociat cu rinita alergica
cu/fara conjunctivita alergica si 39 de pacienti la
care maladia se asocia cu dermatita atopica cu/fara
conjunctivita (triada atopicd). Totodata, analiza rezul-
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tatelor a fost efectuata si tinand cont de gravitatea
manifestarii astmului bronsic (33 de copii cu evolutie
usoara a maladiei si 57 cu astm moderat pana la
sever persistent).

Metodele aplicate in studiu au fost: examenul
clinic, investigatiile molecular-genetice ale polimor-
fismului CC16 A38G prin metoda de polimerizare in
lant (RPL) si metodele instrumentale (spirografia).
Prelucrarea statistica a materialului a fost efectuata
cu aplicarea setului de programe statistice Statistica
6.0 (StatSoft®) si GraphPad InStat, versiunea 2.0 pentru
Windows. Dependenta statistica dintre parametrii
calitativi a fost apreciata prin calcularea criteriului
Chi patrat (y?) si a ratei de sansa (OR).

Rezultate si discutii

in populatia generald de copii ,conditionat
sanatosi” si rudele pacientilor cu astm care nu pre-
zentau manifestari atopice (n=97), analiza raspandirii
genotipurilor polimorfismului CC16 A38G a demon-
strat ca genotipul homozigot CC16 A/A, cu ambele
alele reprezentate de variantele mutationale, a fost
prezent la 12,4% din subiectii studiului, iar cel mai
frecvent genotip identificat a fost cel heterozigot
CC16 G/A - in 48,5% cazuri (figura 1). Totodata, ge-
notipul homozigot,normal” CC16 G/G s-a regasit la
1/3 din grupul studiat (39,2%).

CCl6
(A38G)
GA
48,5%

CC16
(A38G) CCl6
GG (A38G)
39,2% AA
12,4%

Fig. 1. Repartizarea genotipurilor polimorfismului CC16
A38G in populatia generald.

Astfel, se atesta un nivel destul de inalt al ge-
notipurilor cu functionalitate redusa determinate
de polimorfismul genetic, ceea ce poate reprezenta
un potential de formare a susceptibilitatii catre
astmul bronsic. Analiza comparativa a raspandirii
genotipurilor studiate la copiii cu astm bronsic si in
lotul de control a depistat diferente semnificative ale
unor genotipuri, inclusiv in functie de sexul copiilor
(vezi tabelul).
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Raspandirea genotipurilor polimorfismului CC16 A38G in
functie de sexul copiilor inclusi in studiu

Copii cu astm Lot de control
brongic (n=90) (n=90)
Genotip
Baieti, % | Fete, % | Baieti, % | Fete, %
CC16 A/A 5,9* 28,2* 11,8 11,8
CC16 G/A | 49,02 41,03 52,9 35,9
CCl16 G/G 45,1 30,8 35,3 48,7

Notd: (*) — diferenta semnificativa, 0,071<p<0,05;

Rezultatele studiului demonstreaza ca genoti-
pul functional incompetent CC16 A/A a fost identifi-
cat de 4,8 ori maifrecvent la fetitele cu astm bronsic,
comparativ cu bdietii bolnavi (28,2% versus 5,9%,
respectiv; OR=0,159; 95% IC: 0,041-0,619; p<0,05) si
de 2 ori mai frecvent fata de fetitele din lotul-martor
(28,2% versus 11,8%, p>0,05).

Cercetdrile au continuat si cu scop de evaluare
comparativa a tabloului genotipic la copiii cu diferite
forme clinice de astm (astm solitar sau asociat cu alte
forme de atopie). Datele obtinute demonstreaza o
repartizare neuniforma a genotipurilor in functie de
manifestarile clinico-evolutive ale maladiei (figura 2).
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Fig. 2. Rdspandirea genotipurilor polimorfismului
CC16 A38G la pacientii cu diferite forme clinice de astm
bronsic, % (AB — astm bronsic; RA - rinita alergicd; CA
- conjunctivitd alergicd; DA - dermatitd atopicd).

Astfel, desi valorile raspandirii genotipului
homozigot functional ,nefavorabil” CC16 A/A nu
au atins diferente semnificativ veridice, totusi el a
fost mai frecvent regasit la copiii cu astm asociat
cu rinita/conjunctivita alergica si cu triada atopica
(astm bronsic, rinita alergica si dermatita atopica),
in comparatie cu cei cu astm solitar (18,2% si 17,9%
fata de 10,3%, respectiv; p>0,05). Totodata, au fost
observate diferente de raspandire a genotipurilor
polimorfismului CC16 A38Gin functie de severitatea
astmului (figura 3).
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Rezultatele studiului demonstreaza ca in forme-
le cu evolutie severa a maladiei de 2 ori mai frecvent
a fost depistat genotipul homozigot CC16 A/A, in
comparatie cu astmul usor (19,3% versus 9,1%,
p>0,05), in timp ce genotipul homozigot ,normal”
CC16 G/G s-a regasit mai frecvent la pacientii cu
evolutie usoard a astmului bronsic, comparativ cu
cazurile severe (48,5% versus 33,3%, p>0,05).
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Fig. 3. Rdspdndirea genotipurilor polimorfismului
CC16 A38G la pacientii cu astm bronsic in functie de
severitatea maladiei (%).

Studiul realizat aduce astfel o contributie sem-
nificativa la cunostintele actuale despre mecanis-
mele astmului bronsic si al atopiei. Gena cercetata
afost selectata datoritd roluluiimportantin reglarea
proceselorinflamatorii, insd este necesara efectuarea
studiilor pe cohorte similare, cu extinderea spectru-
lui de gene, pentru a examina atat polimorfismele
genetice individuale, cat si modelele haplotipului
mostenit. Identificarea tendintelor de raspandire
prezinta importanta practica in vederea delimi-
tarii grupurilor de copii cu risc sporit de evolutie
complicatd a maladiei si pentru individualizarea
managementului profilactic si curativ al pacientilor
cu astm bronsic.

Concluzii

1. Studiul a determinat raspandirea genoti-
purilor polimorfismului CC16 A38G in populatia
generald si a constatat prezenta numarului inalt al
genotipurilor functional ,nefavorabile” — genotipul
homozigot CC16 A/A la 12,4% de subiecti ai studiului
si genotipul heterozigot CC16 G/A in 48,5% cazuri.

2. Analiza comparativa a tabloului genotipic
la copiii cu diferite forme clinico-evolutive de astm
bronsic a demonstrat ca genotipul homozigot CC16
A/A a fost mai frecvent regasit la copiii cu astm aso-
ciat curinita si/sau conjunctivita alergica (18,2%) si cu
triada atopica (17,9%), in comparatie cu cei cu astm
solitar (10,3%). Totodata, acesta a fost mai frecvent




identificat in functie de severitatea bolii.

3. Instudiul de fata a fost examinat doar un sin-
gur polimorfism al genei CC16, insa CC16 A38G este
considerat cel mai important polimorfism, deoarece
este singurul dovedit a avea semnificatie functionala.
Studiile de aceasta natura au potentialul de a oferi
perspective noi de cunoastere a mecanismelor de
control al evolutiei procesului inflamator la nivelul
cailor respiratorii si a facilita individualizarea profi-
laxiei si a tratamentului copiilor cu astm bronsic.
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