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Rezumat

A fost cercetat polimorfismul genelor NOS1 si NOS2 la pacientii cu boala de reflux gastroesofagian. Gena NOS1 codifica sintaza neuronald a oxidului nitric
(nNOS), care produce NO si este implicatd in reglarea motilitatii esofagului. Gena NOS2 codifica sintaza inductibila a oxidului nitric (iNOS), care produce
cantitatea excesiva de oxid nitric, datorate proceselor inflamatorii. S-a constat, cd in functie de genotipul polimorfismului G954C al genei NOS2 se poate
calcula riscul severitatii esofagitei de reflux. A fost demonstrat, ca purtdtorii genotipului C/C polimorfismului G954C al genei NOS2 la pacientii cu BRGE au
un risc sporit de dezvoltare a esofagului Barrett.

Cuvinte-cheie: boala de reflux gastroesofagian, oxid nitric, sintazele oxidului nitric, polimorfism genetic.

Summary

The polymorphism of NOS1 and NOS2 genes has been investigated in patients with gastroesophageal reflux disease. The NOST gene encodes nitric
oxide synthase (nNOS), which produces NO and is involved in regulation of esophageal motility. The NOS2 gene encodes the inducible synthase of nitric
oxide (iNOS), which produces excessive amounts of nitric oxide due to inflammatory processes. It was found that depending on the genotype of G954C
polymorphism of the NOS2 gene, the risk of severe reflux esophagitis can be calculated. It has been demonstrated that carriers of the G954C C/C genotype

of the NOS2 gene in patients with Gastroesophageal Reflux Disease (GERD) are at increased risk of developing the Barrett esophagus.

Introducere

Numerosi factori (exogeni si endogeni) joacd un anumit
rol in patogenia bolii de reflux gastroesofagian (BRGE). In
ultimul timp s-au efectuat citeva cercetari in diferite téri,
care aratd legitura dintre multitudinea factorilor genetici si
BRGE, complicatiile ei, esofagul Barret §i adenocarcinomul
[2]. Factorii genetici includ rolul polimorfismului unor gene
care codeazi citokinele pro- si antiinflamatorii, gena COX-2,
gena care regleaza proteinele ciclului celular, genele factorului
de crestere epidermal, etc [1,5]. Scopul cercetdrii: examenul
genetic prin determinarea polimorfismului genelor NOS1 si
NOS2. Gena NOSI codificé sintaza neuronald a oxidului nitric
(nNOS), care produce NO si este implicatd in reglarea motilitétii
esofagului. Gena NOS2 codificé sintaza inductibild a oxidului
nitric (iNOS), care produce cantitatea excesivd de oxid nitric,
provocand procese inflamatorii. Sintaza oxidului nitric (iNOS)
este localizatd in macrofage, neutrofile, limfocite, hepatocite si

in mare masurd este dependenta de factorii endogeni (TNF-
alpha, interleukine) [3,5].

Material si metode de cercetare

Studiul a fost efectuat la 106 pacienti cu BRGE si 106
persoane sandtoase (caz-control), care au alcdtuit lotul martor
in varstd de 17-79 de ani. Lotul martor a inclus 44 (41,5%) de
bérbati si 62 (58,5%) de femei. Lotul de bazi a fost divizat in
2 subloturi: lotul de bazd 1 format din 45 (42,5%) de pacienti
cu boala de reflux gastroesofagian, forma non-eroziva si lotul
de baza 2, format din 61 (57,5%) de pacienti cu forma eroziva.
Analizind structura ambelor subloturi dupd apartenenta de
sex, constatam cd in lotul de baza 1 (forma non-eroziva) au fost
inclugi 20 (44,4%) de barbati §i 25 (55,6%) de femei. Lotul de baza
2 (forma erozivi) a fost alcatuit din 24 (39,3%) de bérbati si 37
(60,7%) de femei. In ambele loturi predomina persoanele de gen
feminin (LB1-55,6%, LB2-60,7%), comparativ cu cel masculin
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(LB1-44,4%, LB2-39,3%). Diferenta statisticd intre loturi,
referitor la sex nu este semnificativa (>0,05). In lotul martor de
asemenea predomina persoanele de gen feminin-62 (58,5%).
Analiza statistica confirmd, ca diferenta intre loturi (martor si
de baza) dupi apartenenta de sex nu este semnificativa (p>0,05).

Metoda de identificare a genotipurilor genei NOSI1
si NOS2. Determinarea genelor NOS a fost efectuatd dupi
metoda caz-control: la 106 de pacienti cu BRGE erozivi si non-
eroziva si la 106 de persoane practic sdnitoase asimptomatice.
Polimorfismul genelor candidate (C/T al genei NOS1 si G954C
al genei NOS2-promotor) s-a identificat prin metoda de analiza
a lungimii fragmentelor amplificate si a fragmentelor polimorfe
de restrictie (restriction fragment length polymorfism, RFLP).
ADN-ul genomic a fost extras din probele de sdnge prin metode
standard. Identificarea genotipurilor genei NOS1 si NOS2 la
persoanele investigate s-a efectuat prin amplificarea porfiunilor
corespunzitoare a genomului ale genelor NOSI si NOS2,
utilizdind metoda PCR cu primerii specifici [4].

Metode de procesare statistici a rezultatelor. Au fost
calculat odds ratio (OR) si intervale de incredere (95% CI) -
stabilirea asocierii intre polimorfisme si complicatii BRGE.

Frecventa comparativa a genotipurilor genei NOS1 a fost
studiatd la pacientii cu boala de reflux gastroesofagian si
persoanele sindtoase, care au alcatuit lotul martor. Comparind
frecventa variantelor alelice a polimorfismului genei NOS1, in
lotul de baza si lotul martor, constatim cé nu existé diferenta a
frecventei variantei alelice in ambele loturi.

A fost cercetata distributia genotipurilor genei NOS2 in lotul
martor si pacientii cu boala de reflux gastroesofagian. Analizand
gena NOS2 la pacientii cu BRGE si lotul martor, constatdm, ca
varianta alelici C/C la pacientii cu BRGE predomina (25,5%),
comparativ cu lotul martor (12,3%), p < 0,05. Gena NOSI1 la
pacienti cu diferite forme de BRGE nu determind diferente
statistice in ambele loturi. Am putea spune ci aceasta varianta
nu influenteaza posibilitatea genetica de declansare a patologiei.

Analizadnd gena NOS2 la pacienti cu BRGE forma eroziva
si forma non eroziva, constatim, cd varianta alelica C/C la
pacientii din LB2 predominad (27,9%), comparativ cu LM
(12,3%), p < 0,05.

Distributia genotipurilor genelor NOS1 si NOS2 si
asocierea cu riscul de dezvoltare a esofagitei de reflux la
pacientii cu diferite forme ale BRGE.

Analiz4nd genotipurile polimorfismului C/T al genei NOS1
la pacientii cu diferite forme ale BRGE (non-eroziva si eroziva)
nu am stabilit nici o asociere intre polimorfismele genei NOS1
si cele doud forme de BRGE, cind am comparat un genotip cu
altul. Analiza statisticd nu a depistat nici o asociere cu un risc
crescut de esofagita de reflux la pacientii cu BRGE, atit pentru
forma eroziva, cit si cea non-eroziva.

Rezultatele noastre arata ca purtatorii genotipului C/C
polimorfismului G954C al genei NOS2-promotor la pacientii
cu BRGE, forma eroziva, au o asociere de risc crescut de 2,7
mai mare decét purtatorii genotipurile G/G si G/C (OR 2,72;
(95%CL: 1,03- 4,99, respectiv OR 0,77; 95% CI: 0,42-1,41 si OR
0,86; 95% CI: 0,48-1,57). Diferentele au fost nesemnificative
statistic pentru purtatorii alelei G (G/C +G/G versus C/C).

Distributia genotipurilor genelor NOS1 si NOS2 si
asocierea cu riscul de dezvoltare a esofagitei de reflux la
pacientii cu diferite forme ale BRGE in raport cu durata
maladiei. A fost efectuati analiza distributiei variantelor alelice
a polimorfismului genei NOS1 in raport cu durata maladiei. S-a
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constatat cd varianta alelicd C/C se intilneste cu o frecventad de
27,5% la pacientii cu durata maladiei sub 10 ani, comparativ cu
35,8% din lotul martor (p>0,05). In acelasi timp se constata o
frecventa joasd a acestei variante alelice (C/C) la pacientii cu o
duratd a maladiei mai mare de 10 ani, respectiv 10,8% si 35,8%
din lotul martor (p<0,05) (tab.6). Referitor la varianta alelica
T/T se constatd o frecventa mai mare la pacientii cu durata
maladiei mai mare de 10 ani (51,1%), comparativ cu lotul
martor (17,0%),(p<0,01). Reiesind din diferenta de distribuire
a diferitor variantei alelice a polimorfismul C/T al genei NOSI,
a fost calculat riscul dezvoltarii diferitor forme de esofagita
in dependentd de durata maladiei. Rezultatele noastre aratd
ca purtatorii genotipului T/T polimorfismului genei NOS1 la
pacientii cu BRGE si cu durata maladiei mai mult de 10 ani au o
asocierea cu un risc crescut de dezvoltare a esofagitei erozive de
3 ori mai mare decét C/C si C/T (OR 3.0; (95%CL: (1,43- 6,37),
p<0,01, respectiv , OR 0,30; 95% CI: 0,10-1,90 si OR 0,80; 95%
CI: 0,39-1,61).

De asemenea se constatd, cd purtatorii genotipului C/C
polimorfismului C/T al genei NOSI la pacientii cu BRGE si
durata maladiei mai mare de 10 ani au o asociere cu un risc
scazut §i s-a manifestat protectiv impotriva dezvoltarii esofagitei
erozive (OR 0,30; 95% CI: 0,10-1,90), p<0,05. Conform datelor
obtinute, constatam ca genotipul C/C al genei NOS1 poarta
o functie protectivd in dezvoltarea formelor severe a bolii de
reflux gastroesofagian.

Frecventa genotipurilor polimorfismului G954C al
genei NOS2 si asocierea cu riscul de dezvoltare a esofagitei
de reflux la pacientii cu diferite forme ale BRGE in raport
cu durata maladiei. A fost analizatid frecventa genotipurilor
polimorfismului G954C al genei NOS2 si asocierea cu riscul
de dezvoltare a esofagitei de reflux la pacientii cu diferite forme
ale BRGE in dependentd de durata maladiei. S-a constatat ca
varianta alelica C/C la pacientii cu durata maladiei sub 10 ani,
se intilneste cu o frecventa sporita (24%), comparativ cu 12,3%
din lotul martor), dar diferenta este statistic nesemnificativa
(p>0,05).

Analizind polimorfismul genei NOS2 la pacientii cu BRGE
in dependenta de durata maladiei, constatam ca varianta alelicd
C/C la homozigoti se intilneste mai frecvent la pacientii cu
durata maladiei mai mare de 10 ani: 48,4% comparativ cu 24%
la pacientii cu durata pind la 10 ani §i respectiv 12,3%- lotul
martor. Diferentele repartizérii genotipurilor polimorfismului
G954C al genei NOS2-promotor la pacientii cu durata maladiei
< 10 ani au fost nesemnificative statistic pentru asocierea cu un
risc de esofagité eroziva. Conform datelor obtinute, referitor la
polimorfismul G/G al genei NOS2, constatam, cd asocierea cu
un risc de dezvoltarea esofagitei in functie de genotip pentru
polimorfismului G954C al genei NOS2-promotor cu durata
maladiei > 10 ani s-a observat, cd purtatorii genotipului C/C au
0 asocierea cu un risc crescut de dezvoltare a esofagitei erozive
de 3,9 ori mai mare decat G/G si G/C (OR 3.9; (95%CI: (1,7-
9,17), p<0,01, respectiv, OR 0,65; 95% CI: 0,3-1,54 si OR 0,53;
95% CI: 0,22-1,30).

Distributia genotipurilor polimorfismului G954C
al genei NOS2 la pacientii cu forma eroziva a BRGE cu
modificari histopatologice severe. Istoricul natural al bolii
de reflux gastroesofagian determina, ca forma non-eroziva in
3-5% evolueazd in esofagul Barrett, iar forma erozivd — in 10-
15% cazuri. Cercetarea noastrd a depistat esofagul Barrett la 23
pacienti, ce constituie 15,9%. Esofagul Barrett presupune un risc
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sporit de dezvoltare a adenocarcinomului esofagian. Studiul a
inclus studierea riscului de dezvoltare a metaplaziei epiteliului
esofagian. Analizd separatd in functie de tipul modificarilor
histopatologice a evidentiat, cd purtatorii genotipului C/C
polimorfismului G954C al genei NOS2 au un risc crescut de 3,9
ori pentru metaplazia epiteliului esofagian. Analizind variantele
alelice al genei NOS2, se constatd, cd varianta alelica C/C se
intilneste cel mai frecvent (47,8%), comparativ cu alte variante:
G/G-30,4% si G/C -21,8%. De mentionat, cd varianta alelica
C/C la pacientii cu metaplazie are o frecventa mult mai mare
in lotul de baza (47,8), comparativ cu lotul martor (12,3%).
Analiza riscului (OR) confirmd, ca purtétorii genotipului C/C
au un risc sporit de dezvoltare a esofagului Barrett (OR 3,9; 95%
CI: 1,55-9,8), p< 0,01).

Pentru celelalte genotipuri subclasate in functie de
modificarile histomorfopatologice nu au aritat nici o asociere
cu un risc crescut de metaplazie a epiteliului esofagului.

Concluzii

Purtatorii genotipului C/C, polimorfismului C/T al genei
NOSI1 la pacientii cu BRGE si durata maladiei mai mare de 10
ani au o asociere cu un risc scizut §i s-a manifestat protectiv
impotriva dezvoltarii esofagitei erozive (OR 0,30; 95% CI: 0,10-
1,90), p<0,05.

Purtatorii genotipului T/T polimorfismului genei NOS1 la
pacientii cu BRGE cu durata maladiei mai mult de 10 ani au
0 asociere cu un risc crescut de dezvoltare a esofagitei erozive
(OR 3.0; (95%CL: (1,43- 6,37), p<0,01.

Purtatorii genotipulul C/C al polimorfismului G954C al
genei NOS2, asociat cu factorul de durata a maladiei peste 10
ani i a modificdrilor histomorfologice a epiteliului esofagului
denota un risc de dezvoltare a esofagului Barrett de 3,9 ori mai
mare, comparativ cu alte genotipuri (OR 3,9; 95% CI: 1,55-9,8),
p< 0,01).
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Rezumat

Ozonoterapia reprezinta un tratament nou nemedicamentos, care se raspandegste tot mai mult in toata lumea. Scopul cercetdrii: a studia efectul clinic al
ozonuluiin tratamentul complex al pneumoniilor cu evolutie severd. Ozonoterapia a fost indicatd in prima zi de spitalizare. A fost analizata saturatia sangelui
periferic cu oxigen pind si dupa tratament. S-a constatat saturatia cu O, pand la tratament -88-90% si atingerea saturatiei la nivel de 97-98% la a doua zi
de tratament. Utilizarea ozonoterapiei a tolerat mai bine farmacoterapia, iar dinamica pozitiva a indicilor clinici si paraclinici s-a constatat cu 3-5 zile mai
precoce comparativ cu utilizarea metodei pur traditionale.

Cuvinte-cheie: ozonoterapia, pneumonia, hipoxia.

Summary

0Ozone therapy is a new drug-free treatment that is spreading more and more throughout the world. The purpose of the research: to study the clinical
effect of ozone in the complex treatment of severely evolved pneumonia. Ozone therapy was indicated on the first day of hospitalization. The saturation of
periphereal blood with oxygen was analyzed before and after treatment. 0, saturation to 84-86% was observed and reaching saturation at 97-98% on the
third day of treatment. The use of ozone therapy has better tolerated pharmacotherapy and the positive dynamics of paraclinical and clinical indices has
been found 3-5 days earlier compared to the using of purely traditional method.

Keywords: ozone therapy, pneumonia, hypoxia

Introducere

Ozonul - cunoscut ca O,, este 0 moleculd cu o structura
ciclica, alcatuitd din 3 atomi de oxigen. In acest menage-a-
trois, numarul de electroni este insuficient pentru ca cei trei
atomi sa rdména fericiti impreuni; in consecintd, ozonul este
o substanta foarte instabila(4). Instabilitatea moleculei de ozon

face ca, aceastd forma alotropica a oxigenului pur, si fie puternic
reactivd. Din cauza reactivitatii sale, ozonul devine un puternic
agent biologic (5).

Ozonul a fost identificat inainte de anul 1785 de olandezul
Martinus Marum care a remarcat mirosul specific de iarba verde
in aerul proaspit de dupi ploaie. Totusi, descoperirea si numele



