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SUMMARY

THE SPREAD OF CANDIDATE GENE POLYMORPHISMS THAT AFFECT
ASTHMA SUSCEPTIBILITY IN MOLDOVAN POPULATION
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Background: Bronchial asthma is a highly prevalent chronic inflammatory disease of the respiratory tract, which
development involves numerous immune mechanisms based on the interaction of genetic and environmental factors.
Thus, research of the genetic background of asthma mechanisms in ethnically diverse populations is of highly interest.

The study was aimed to evaluate the spread of asthma candidate genes in the population group of healthy Moldovans.

Material and methods: The studied population included 97 conditionally healthy Moldovans who showed no signs
or history of allergic diseases, of which 92,8% were children (mean age 13,5+0,2 years). Gene frequency of several gro-
ups of candidate genes in the population was studied: genes coding for the xenobiotic-metabolizing enzymes (GSTT1,
GSTM1, GSTPI and NAT2), genes of the immune inflammation mediators (IL-4, IL-4Ro. and TNFa) and genes playing
a protective role in the inflammatory process at the level of the respiratory tract — NOSI1 and CCI6.

Results: analysis of the xenobiotic-metabolizing enzymes genes frequency in the studied population showed a pre-
valence of normal variants of GST genes, compared to functionally compromised once. Thus, normal genotype GSTT1+
was identified in 67,0+5,8% of subjects, genotype GSTM1+ in 52,6+6,9%, wild homozygous genotypes llel1051le and
Alall4Ala of the GSTPI1 gene polymorphisms were found in 45,4+£7,5% and 72,2+5,4% of subjects, respectively. A
different situation was seen for the polymorphisms of the NAT2 gene — the study revealed a high carriage of moderate
and slow acetylator alleles in 94,8% of healthy subjects. Polymorphic variants of inflammatory mediator genes were
found in approximately one-thirds of healthy participants. The homozygous genotype NOSI >12/>12 that is shown to
be associated with asthma in other studies was identified only in 16,5+9,3%, while polymorphic variants of the CC16
gene were significantly more frequent then the wild type (60,8+6,4% u 39,2+7,9%, p<0,05).

Conclusions: The study revealed a high percentage of polymorphic variants of asthma candidate genes in healthy
population of the republic. Thus, there were identified an increased number of carriers of functionally compromised
genes that codes xenobiotic-metabolizing enzymes and CC16 gene. These findings suggest a potentially raised suscep-
tibility to negative environmental influences and predisposition to respiratory morbidity in this particular group.

PE3IOME

PACITPOCTPAHEHHOCTDb IOJIMMOP®U3MOB I'EHOB BJIUAIOININX
HA PA3BUTHUE BPOHXHAJIBHOW ACTMbI B MOJIIABCKOM NOMYJISALIMHA

KuoueBble cioga: amonust, OpoHXUATbHASL ACMMA, 2EHbI-KAHOUOAMbL, NOTUMOPPUIM, NONYIAYUL

AKTyadbHOCTh: bponxuanvhas acmma A61AemMCcsi  pACNPOCMPAHEHHBIM — XPOHUHECKUM — BOCTIANUMENbHbIM
3a00ne8anuem ObIXAMENbHLIX NYMel, 8 Pa3eUMuUU KOMopo20 YYacmeEyIom MHONCECMEEHHbIH UMYHHbIE MEXAHUMDbL,
Gopmupyrowuecs: npu 63auMo0eticmeul 2eHeMu4eckux U cpedosuix hakmopos.

Hean: Hccredosanue pacnpocmpaneHHOCMU 2eH08 KAHOUOAMO8 OPOHXUATLHOU ACMMbL Y 300POBLIX PE3UOECHINO08
6 MONIOABCKOU IMHUYECKOUL cpynne.

Marepuansl U MeToAbI: [lonyasiyuonnyto epynny ucciedo8anus cocmasunu 97 ycio8HO 300p08bIX MOLO08AH,
Y KOMOpbIX He Obl1o 00HAPYICEHO NPU3HAKO8 aliepeudeckus sabonesanutl, ux Hux 92,8% Oviiu demu (cpeonuil
sospacm cocmasun 13,5+0,2 nem). Monexyniapro-eenemuueckumu memooamu 6v6lia Uccied08aHd pAcnpOCMPAHEHHOCH
nonumMop@usmos 2enog cucmemul demoxcuxayuu kcenoouomuxog (GSTT1, GSTM 1, GSTP1 u NAT2), cenos meouamopos
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umynnoeo gocnanenus (IL-4, IL-4Ro u TNFo) a maxoice 2eH08 ucparoujue 3auumuyio poib npu 60CHANUMETbHOM
npoyecce Ha yposHe ovixamenvHuvix nymeti — NOS1 u CC16.

Pesyabrarel: ananuz pacnpocmpanennocmu cenoe GST ykasvieaem na bonee 8blCOKVIO YACMOMY HOPMANbHBIX
6apUAHMOB 2EHO8, 8 CPAGHEHUU C PYHKYUOHANLHO HenoaHoyeHnbimu sapuanmamu (cenomun GSTTI+ 6vin gvisenen y
67,0£5,8% uccnedyemoix; cenomun GSTMI1+ y 52,6+6,9%, cenomunuwt llel1051le u Alali4Ala cena GSTP1 y 45,4+7,5%
u 72,2+5,4%, coomeemcmeento), mozoa kax ucciedosanue nonumopduzmos cena NAT2 avLa6Ui0 8bIpadceHHO 8bICOKYIO
PAcCnpoCmpaneHHOCHb 2eHOMUNOS ,, CPEOHUX U MeONeHHbIX ayemunsamopos” (94,8%,). [lonumopghuvie sapuanmoi 2eHo
B0CNANUMENbHBIX MEOUAMOPO8 Obliu 06Hapydicenbl y 1/3 ycio6HO 300p06bIX yHacmHUK08. Accoyuuposantbviil ¢ acmmou
ecenomun NOSI >12/>12 6vin eviasnen nuws y 16,5+£9,3% epynnvl, moeoa kaxk YHKYUOHANLHO HeONA2ONPUANHbLE
sapuanmol 2cena CCI6 onpedenanucs 00CMo8epHO yauje no CpagHeHuro ¢ HopmanbhbiM eapuarmom (60,8+6,4% u
39,2+7,9%, p<0,05).

BoiBoabl: Vccnedosanue 2enog KaHouoamos OPOHXUATLHOU ACMMbL 8 NONYIAYUOHHOU 2PYNne 30006020 HACENEHUs
Mondogbl 66156110 bICOKULL NPOYEHIM HOCUMENLCBAMATOPYHKYUOHATLHBIX 2EHO8 CUCTEMbL OeMOKCUKAYUU KCEHOOUOMUKOG
u eena CC16, umo yxazvieaem na NOMeHYUATLHO NOBLIUUEHHYIO YY8CMEUMETbHOCHb K He2AMUBHBIM 6030eliCIEUIM BHEeUHEN
cpedbl U nPeoPaACcnONONCEHHOCHIb K PA3GUIMUIO 60CNATUMETbHBIX 3a001e6aHUIL ObIXAMENbHbIX NYymell.

Astmul bronsic (AB) reprezintd o afectiune infla- varsta mai mare de 18 ani (varsta medie 40,942,7 ani).
matorie a cailor respiratorii, cu inaltd raspandire si n Toti participantii in studiu au fost evaluati anamnestic,
dezvoltarea cédreia sunt implicate numeroase mecanis- clinic si imunologic pentru a exclude prezenta mala-
me imune. Avand un impact socio-economic marcant diilor alergice si au semnat consimtdmantul informat
si o influenta negativa asupra nivelului sanatatii i ca- de colaborare. Dupa componenta etnica grupul a fost
litatii vietii pacientilor, AB figureaza in lista proble- omogen si a inclus doar moldoveni. ADN-ul genomic
melor majore de sdnatate ale omenirii. Evolutia croni- a fost extras din limfocitele sangelui periferic prin me-
ca, cu recidive frecvente ale astmului, care deseori de- toda standard si aplicarea metodei de polimerizare in
buteaza in frageda copilarie si evolueaza pe parcursul lant (RPL) 1n colaborare cu Laboratorul de Diagnostic
intregii vieti, gradul inalt de invalidizare si mortalita- Prenatal al Maladiilor Ereditare si Congenitale al ICS
te asociate maladiei determina necesitatea cercetarii Obstetrica si Ginecologie ,,D. Otto” al ASM a Federa-
mecanismelor complexe ale acestei patologii pentru tiei Ruse (or. Sankt-Petersburg). Prelucrarea statistica
a elabora metode eficiente de diagnostic si profilaxie. a rezultatelor studiului a fost efectuatd cu aplicarea
Studiile epidemiologice indica o variabilitate inaltd a programului statistic MS Office Excel 2003 [Micro-
prevalentei AB 1n térile lumii — de la 1% la 18% [18]. soft]. Dependenta statistica dintre parametrii calitativi

Astmul bronsic este modelul clasic al maladiilor ai frecventei genotipurilor studiate s-a apreciat prin
care se dezvoltd sub actiunea cumulativa a factorilor calcularea criteriului Student. Veridicitatea modifica-
genetici si de mediu [16]. Numeroase studii de asoci- rilor indicilor a fost estimata prin coeficientul p.
ere indica faptul ca in patogeneza AB participa un sir Rezultate. Genele care codifica glutation-S-trans-
de gene care interactioneaza functional intre ele (retele ferazele (GSTT1, GSTM1, GSTPI si NAT2) — enzi-
genice), inclusiv genele principale — gene-cheie, si ge- me ale sistemului de detoxifiere a xenobioticelor, sunt
ne-modificatoare, efectul fenotipic al carora depinde de cunoscute nu doar pentru rolul lor In metabolizarea
factorii mediului ambiant [17]. Totodata, In populatia substraturilor toxice exogene, ci si pentru faptul cé ele
de moldoveni, pand in prezent, nu a fost studiata frec- dezvolta activitate peroxidazica si astfel pot determi-
venta de raspandire a genelor implicate in mecanismele na un mecanism protectiv important impotriva stre-
de dezvoltare si/sau evolutie a astmului bronsic. sului oxidativ [6]. Aceste gene sunt in lista genelor

Scopul studiului a urmarit evaluarea raspandirii candidate datoritd prezentei alelelor functional defec-
genelor candidate pentru astm bronsic si atopie la su- tuoase, formate prin deletia sau modificarea materia-
biectii ,,conditionat sanatosi”” din grupul populational lului genetic. Astfel, indivizii purtdtori de polimorfism
de nationalitate moldoveneasca, si a avut drept obiec- pot manifesta metabolizarea ,,rapida”, ,,moderatd” sau
tive examinarea frecventei polimorfismelor genelor ,lentd” a xenobioticelor §i a substraturilor endogene,
sistemului de detoxifiere a xenobioticelor (GSTTI, acest fapt avand un rol patogenetic important.
GSTMI1, GSTP1 si NAT2), genelor mediatorilor in- Pentru genele GSTT1 si GSTMI a fost evaluata
flamatiei imune (IL-4, IL-4Ra si TNFa) si a genelor frecventa genotipurilor nule — GSTT1 0/0 si GSTM1
cu rol important in evolutia procesului inflamator la 0/0, care se formeaza prin deletia secventelor genomice
nivelul cdilor respiratorii — NOS1 si CC16. si determind reducerea semnificativa a activitatii enzi-

Materiale si metode. Grupul populational a inclus matice. Pentru gena GSTP1 au fost studiate doua poli-
97 indivizi care nu sufera de astm bronsic sau alte ma- morfisme — GSTP1 373 A>G si GSTP1 341 C>T, care
ladii alergice, 90 din ei fiind copii cu varsta cuprinsa de rezultd din modificarile nucleotidelor in pozitia 313 prin
la 5 la 18 ani (varsta medie 13,540,2 ani) si 7 adulti cu transferul acizilor nucleici A«G (alanina<>guanina)
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si in pozitia 341 prin transferul acizilor nucleici Ce-T
(citozina«timina). Aceste transferuri modifica codonul
105 (Ile105Val) si codonul 114 (Alall4Val) si, respec-
tiv, functionalitatea enzimei codificate de aceastd gena.
Alelele normale ale genei GSTPI sunt Tle'® gi Ala'4,
iar alelele minore sunt Val'® si Val''* pentru polimor-
fismele Ile105Val si Alal14Val, respectiv. Pentru gena
NAT?2 au fost investigate trei polimorfisme care deter-
mind formarea a patru tipuri de alele — alela normala
*4 (wt) si alelele minore ,,acetilatoare lente”, indicate
in ordinea descresterii functionalitatii enzimelor codi-
ficate: *5 (481 C>T), *6 (590 G>A) si *7 (857 G>A).
In functie de alelele mostenite, se disting 3 categorii
de persoane: acetilatori rapizi, intermediari si lenti. La
acestia din urma nivelul de expresie a enzimei NAT2
este redus cu 20%.

Analiza rezultatelor examindrii molecular-geneti-
ce a grupului populational general de moldoveni in-
clusi in studiu demonstreaza o frecventd mai inalta a
genotipurilor normale ale genelor GST 1n comparatie
cu cele functional incompetente: pentru gena GSTT]1 -
67,0+5,8% subiecti cu genotipul normal GSTT1* fata
de 33,0+8,3% cu genotipul nul GSTT1 0/0 (t=3,6;
p<0,001); genotipul GSTM1* a fost cu o usoara preva-
lentd mai frecvent identificat In comparatie cu geno-
tipul nul GSTM1 0/0 (52,6+6,9% fata de 47,4+7,4%,
respectiv; p>0,05); pentru polimorfismului GSTP1
313 A>G - 45,4+7,5% subiecti cu genotipul normal
Ile1051le fata de 9,349,7% persoane cu genotipul ho-
mozigot nefavorabil Val105Val (t=5,5; p<0,001); pen-
tru polimorfismul GSTP1 34/ C>T - genotipul normal
Alall4Ala la 72,2+5,4% subiecti fatd de 27,8+8,6%
subiecti purtatori ai genotipului heterozigot functional

compromis Alal14Val (t=4,9; p<0,001), fig. 1:

Spre deosebire de celelalte gene cu rol de meta-
bolizare a xenobioticelor, gena NAT2 a demonstrat o
repartizare inversd a genotipurilor functionale in com-
paratie cu cele defectuoase, fiind mai frecvent identifi-
cate genotipurile ,,acetilatoare lente” (fig. 2):

Cel mai frecvent au fost identificati acetilatorii lenti
(in suma 59,84+6,4%) in comparatie cu 5,2+9,9% indi-
vizi cu genotip normal *4(wt)/*4(wt) (t=9,1; p<0,001)
si acetilatorii intermediari (*4(wt)/*5 si *4(wt)/*6)
care au constituit 35,1+£8,2% fatd de 5,2+9,9% geno-
tipuri normale (t=5,3; p<0,001). Purtatorii genotipu-
rilor NAT2 functional compromise constituie grupul
cu susceptibilitate marcantd pentru actiunea negativa
a factorilor mediului ambiant.

Al doilea grup de gene studiate a inclus genele ci-
tochinelor proinflamatorii (IL-4, IL-4Ra si TNFa) care
sunt implicate in mecanismele de reglare ale procesului
inflamator. Inflamatia alergica este un tip special de in-
flamatie caracterizatd prin hiperproductia de imunoglo-
bulind E (IgE) si eozinofilie tisulara. Limfocitele T au
rol reglator principal in cadrul procesului inflamator-
alergic. Caracteristica inflamatorie primard in astmul
bronsic consta in acumularea de limfocite Th CD4*
tip Th, si eozinofile in mucoasa cdilor aeriene. Profilul
citochinic specific limfocitelor Th,, prin care orches-
treaza inflamatia alergica, include interleuchine (IL-4,
IL-13, IL-5 si IL-9, IL-1P), factor de necroza tumorala
cu functii imunoreglatoare (TNF-a), chemochine s.a.
Interleuchina 4 este un factor major pentru reglarea
productiei de IgE de catre limfocitele B si diferentierea
optimd a limfocitelor Th,, in timp ce actiunea primara
a mediatorului TNF-a este indreptatd asupra celulelor
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Fig. 1. Frecventa genotipurilor polimorfismelor genelor GSTT1, GSTM1 si GSTPI in grupul populational general
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Fig. 2. Frecventa genotipurilor NAT2 in grupul populational general in functie de polimorfismele studiate



musculare netede, celulelor epiteliale si endoteliale din
bronhii i rezultd cu formarea de leziuni substantiale
ale epiteliului normal, hiperplazia muschilor netezi si
vasoconstrictie. Polimorfismul dialelic conditionat de
substitutia guaninei (G) prin adenozind (A) in pozitia
-308 a promotorului genei TNFa este considerat a fi un
factor important care influenteaza rata de transcriptie si
sinteza proteica a acestui mediator.
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A fost studiatd frecventa polimorfismelor genelor
IL-4 (IL-4 -590 C>T), IL-4Ro. (IL-4Ra Arg551Gln) si
TNFa (TNFa -308 G>A) si a alelelor minore, formate
in urma mutatiilor genice (T, Arg si A, respectiv). Avand
in vedere frecventa mica a genotipurilor cu ambele alele
minore ale polimorfismelor studiate, am unificat genoti-
purile cu una sau ambele alele intr-un singur grup pentru
a fi analizat in comparatie cu genotipul normal (fig. 3):

34,0 pNFYe

67,0
U

alelaminora TNFa

alelaminora A

TNFo -308 G>4

Fig. 3. Frecventa polimorfismelor genelor IL-4, IL-4Ra. si TNFa in grupul de studiu

Astfel, la persoanele fard simptome sugestive pentru
astm bronsic genotipurile cu una sau ambele alele mutan-
te ale genelor IL-4, IL-4Ra s TNFa au fost identificate cu
o frecventd mai mica fatd de cele normale: 42,3+7,72%
fata de 57,7+6,6% pentru polimorfismul IL-4 -590
C>T (p>0,05); 33,0+8,31% fatd de 67,0+5,83% pentru
polimorfismul IL-4Ra Arg551Gin (=3,56; p<0,001);
34,048,25% vizavi de 66,0+£5,92% pentru polimorfis-
mul TNFa -308 G>A, respectiv (t=3,33; p<0,01). Aceste
rezultate indica o frecventd destul de inaltd (la 1/3 din
populatie) a polimorfismelor studiate, in timp ce studiile
efectuate 1n alte grupuri etnice demonstreaza posibilita-
tea interactiunii intre aceste gene si mediatorii codificati
de ele in realizarea atopiei [9, 11].

Pe langa influentele proinflamatorii determinate de
primele doud grupuri de gene, prezinta interes cercetarea
genelor implicate In asigurarea mecanismelor protective
la nivelul céilor aeriene. Cercetdrile stiintifice realizate
pana in prezent au permis o mai buna intelegere a rolului
oxidului de azot (NO) 1n dezvoltarea atopiei si astmului
bronsic [5, 7, 14]. NO detine rolul mediatorului de sem-
nalizare, fiind implicat 1n reglarea numeroaselor procese
biologice, inclusiv a procesului inflamator si a hiperre-
activitatii bronsice. S-a stabilit cd majorarea cantitatii de
NO in aerul expirat ca raspuns la inhalarea alergenului
este asociatd gradului de expresie al manifestarilor cli-
nice ale AB [14]. A fost descrisa si participarea NO 1n
dezvoltarea raspunsului imun in cadrul inflamatiei aler-
gice. Reglarea procesului de formare a NO este efectuata
de enzimele NO-sintaze, doua din ele fiind constitutive
(NOSI neuronald si NOS3 endoteliald) si una inducibi-
1a (NOS2). Gena NOSI este localizatd pe cromozomul
12 (12g24), iar polimorfismul acestei gene este exprimat
prin numdrul de repetivititi ale secventei nucleotidice
(AAT), in intronul 20 al genei. Aceasta poate determina

15

variabilitatea de sinteza a NO si constituie esenta biolo-
rea variantelor alelice ale genei NOS| este bimodala, cea
mai mica frecventd avand alela cu 12 repetivitati (AAT).
De aceea, frecvent alelele studiate sunt cu numarul mai
mare sau mai mic de 12 repetivitati AAT.

Un alt mecanism protectiv este asigurat la nivelul
brongiolelor terminale si respiratorii, unde se gasesc
celulele nonciliate (Clara) care secretd un produs pro-
teic si surfactantul pulmonar, iar gena responsabila de
activitatea secretorie a lor se numeste CC16 (Clara Cell
secretory gene). Aceste celule detin un rol important
imunomodulator si antiinflamator in cadrul inflamatiei
alergice. Proteina CC16 inhiba chemotaxia neutrofile-
lor si a monocitelor, precum si controleaza proliferarea
si migrarea fibroblastilor, concomitent inhiband in vitro
producerea si activitatea biologica a interferonului v,
avand astfel potential antiinflamator exprimat [2, 8].

Pentru aceste gene au fost studiate polimorfismul
cu mai multe si mai putine de 12 repetivitati (AAT) in
intronul 20 al genei NOS1 si polimorfismul 38 G>A4
al genei CC16 (alela minord A). Rezultatele obtinute
in grupul de moldoveni ,,conditionat sanatosi” sunt
prezentate in figura 4:

Analizand raspandirea genotipurilor genei NOSI,
se observa o frecventa aproape egald a genotipului cu
ambele alele <12 (AAT) si a genotipului heterozigot
NOSI <12/>12 (43,3£7,7% si 40,2+7,9%, respectiv),
si doar in 16,5+9,3% a fost identificat genotipul ho-
mozigot >12/>12. Totodata, rezultatele studiilor rolu-
lui genei NOS1 sunt contradictorii. Astfel, Wechsler si
colab. (2000) [15] au aratat un nivel redus de FeNO in
aerul expirat la pacientii cu genotipul NOS1 >12/>12
si astm brongic si au concluzionat ca acest genotip asi-
gura o evolutie mai favorabilad a maladiei cu o intensi-
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Fig. 4. Frecventa polimorfismelor genelor NOSI si CC16 in grupul de studiu

tate redusa a procesului inflamator. Alti cercetatori au
demonstrat asocierea genotipului NOS1 >12/>12 cu
dezvoltarea astmului bronsic atopic la copii, insa fara
existenta unei corelatii cu nivelul majorat de IgE seric
[1]. Genotipurile genei CC16 cu una sau ambele ale-
le functional compromise (CC16 A/A+G/A) au fost
identificate la 60,8+6,4% din subiecti, iar genotipul
normal in 39,2+7,9% cazuri (t=2,18; p<0,05). Aceste
date sunt sugestive pentru risc inalt de dezvoltare a
procesului inflamator alergic la nivelul cailor aeriene.

Concluzii:

1. Raspandirea genelor GST la persoanele
»conditionat sdnatoase”, etnici moldoveni, indicd o
frecventa inaltd a genotipurilor functional compro-
mise (GSTT1 0/0, GSTM1 0/0, GSTP1 Val105Val si
Ile105Val) si frecventa semnificativ inalta a acetilato-
rilor lenti NAT2. Aceasta denotd capacitatile reduse
de detoxifiere ale organismului in populatia studiata si
o susceptibilitate sporita la actiunea negativa a facto-
rilor mediului ambiant.

2. Variantele nefavorabile ale genei CC16 au o
inalta raspandire in populatia data, ceea ce denotd un
potential redus de aparare a mucoasei cailor respirato-
rii la actiunea agentilor lezanti exogeni i predispune
la dezvoltarea afectiunilor tractului respirator.
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