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Summary

Research is focused on the study of the polymorphism of NOS1 and NOS2 gene, encoding nitric oxide synthases, in patients with gastroesophageal reflux
disease (GERD). The study was conducted on 106 patients with GERD and 106 healthy individuals (case-control). It was found that carriers of genotype T/T
(/T of the gene NOST in patients with GERD and duration of disease more than 10 years have an association with an increased risk of development of erosive
esophagitis 3 times greater than (/Cand (/T. According to available data, we find that genotype (/C of the gene NOS1 manifest a protective function in the
development of severe gastroesophageal reflux disease. Allelic variant (/C of NOS2 gene is more common in patients with GERD, compared with controls.
Carriers genotype C/C polymorphism of the gene G954CNOS2 in patients with GERD and duration of the disease more than 10 years have an association with
an increased risk for the development of erosive esophagitis 3,9 times greater than the G/G and G/C.
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Pestome

WccnenoBaHme 6b1n0 NOCBALLEHO U3YUeHID NOAUMOPGU3MA FeHOB, KOAMPYIOLLMX CUHTa3 oKcig a30Ta, NOST n NOS2 y 60abHbIX ¢ ractpo3zodareansHoit
pedniokcHoit 6onesun (1IPB). Uccnenosanue bbino nposegeHo y 106 naumentos ¢ [IPB u 106 350poBbix NioAeii. bbino 06HapyxeHo, UTo HoCUTeNN reHo-
una T/T nonumopdusma (/T renbi NOSTy naumentos [P ¢ aantenbHocTblo 3a60neBanma 6onee 10 neT MMerOT puck pa3BUTUA SPO3NBHOTO 330daruTa
B 3 pasa Bbiwwe, yem y Hocuteneii redotuna C/C n (/T. Hawm pesynbtatbl nokasbigatot, uto reHotun C/C renbl NOST nposBnAeT 3awwutHyio GyHKumio B
pa3BuUTUM TAXENbIX GOpM racTpoazodareannHoii pedniokcHoi bonesnu. AnnenbHbiii BapuaHT C/C renbl NOS2 ualue BcTpeuaetca y naumentos ¢ [3PB, no
CpaBHeHwI0 C KOHTPONbHoI rpynnoit. Hocutenu reotuna C(/C nonumopdusma G954C renbl NOS2 y naumenTos ¢ [P, anutenbHoCTbio 3a60neBanus 6onee

10 neT, UMetoT CBA3b € PUCKOM Pa3BUTIAA IPO3UBHOTO 330¢aruTa B 3,9 pa3a bonblue, yem HocuTenu reHotnos G/G n G/C.
KnioueBble cnoBa: reHeTuyeckuii nonumMopgu3m, OKCig a3ota, ractpoazodareasnbHas pehmiokcHas bonestb

Introducere

Numerosi factori (exogeni si endogeni) joacd un anumit
rol in patogeneza bolii de reflux gastroesofagian (BRGE). In
literatura de specialitate este dezvaluitd legdtura intre boala
de reflux gastroesofagian si factorii genetici. Existd multiple
studii consacrate polimorfismului genetic, ce influenteaza
asupra reactiilor inflamatorii, metabolismului substantelor
medicamentoase si mutatiilor genetice, dar si genele legate de
riscul dezvoltdrii bolii de reflux gastroesofagian, esofagului
Barret si adenocarcinomului esofagian.

In ultimul timp s-au efectuat cateva cercetiri in diferite
tari, care aratd legdtura dintre multimea factorilor genetici si
BRGE, complicatiile ei, esofagul Barret si adenocarcinomul.
Factorii genetici includ rolul polimorfismului unor gene care
codeaza citokinele pro- si antiinflamatorii, gena COX-2, care
este enzima principald in sinteza prostaglandinei, gena care
regleazd proteinele ciclului celular, genele factorului de crestere
epidermal, etc.

Se presupune, cd unul din cele mai importante verigi

in mecanismul de producere si de evolutie a bolii de reflux
gastroesofagian (BRGE), afectiune cu o patogenie complexd
multifactoriald, este dereglarea metabolismului NO. Relaxdrile
spontane ale sfincterului esofagian inferior (SEI) sunt
determinate de colecistochinind, care stimuleazd sinteza NO,
de dereglérile actiunii colinergice sau de cresterea actiunii de
inhibitie a neurotransmititorului NO. In plus, NO endogen
este implicat, cel putin partial, in reglementarea fiziologica
a motilitatii portiunii distale a esofagului si SEI, deregleaza
motilitatea esofagiand, reducdnd frecventa si amplitudinea
peristaltismului primar.

Un rol foarte important in organism poseda gena NOS2, care
codificd sintaza inductibild a oxidului nitric (iNOS). Aceasta
izoforma a sintazei NO, este inductibild si produce oxid nitric
in cantititi mari, fiind indusd de citochine proinflamatorii.
Deoarece oxidul nitric, produs excesiv, participa in procesele
inflamatorii ale esofagului, astfel poate reflecta procesul
patologic al esofagului, poate servi ca marker inflamator al bolii.
Insa, date despre rolul polimorfismului genelor NOS1 si NOS2
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in declansarea si evolutia BRGE in literatura de specialitate nu
am gasit.

Scopul lucririi. Studierea polimorfismului genelor, care
codifica sintazele oxidului nitric: NOSI si NOS2 la pacientii
cu boala de reflux gastroesofagian.

Material si metode. Studiul a fost efectuat la 106 pacienti cu
BRGE si 106 persoane sanatoase (caz-control), care au alcatuit
lotul martor in varstd de 17-79 ani. Lotul martor a inclus 44
(41,5%) barbati si 62 (58,5%) femei. Lotul de baza a fost divizat
in 2 subloturi: lotul de bazd 1 format din 45 (42,5%) pacienti
cu boala de reflux gastroesofagian, forma non-erozivi si lotul
de baza 2, format din 61 (57,5%) pacienti cu forma eroziva.
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 portiunilor
corespunzitoare a genomului genelor NOS1 si NOS2, utilizand
metoda PCR cu primerii specifici. Au fost calculate odds ratio
(OR) si intervale de incredere (95% CI) - stabilirea asocierii
intre polimorfisme si complicatii BRGE.

Rezultate si discutii. Distributia genotipurilor genelor
NOSI1 si NOS2 in lotul martor si pacientii cu boala de reflux
gastroesofagian. Analizdnd frecventa polimorfismului C/T al
genei NOSI1, constatdm ca in lotul de bazd, variantele alelice
C/Csi T/T se intalnesc cu o frecventd identica (26,4% si 25,5%),
dar predomina varianta alelicdi C/T cu frecventd de 48,1%.
Aceastd diferenta este semnificativa (p<0,05). Comparativ cu
lotul martor, constatam, de asemenea predominarea variantei
alelice C/T 47,2%, dar variantele C/C si T/T se intalnesc cu o
frecventa diferita fatd de lotul de bazi: C/C=35,8%; T/T=17,0%.
Aceastd diferenta a frecventei variantelor alelice C/C si T/T
au o semnificatie statistica veridicd (p<0,05). De mentionat,
cd comparand frecventa variantelor alelice a polimorfismului
genei NOSI, in lotul de bazi si lotul martor, constatam ca nu
exista diferentd a frecventei variantei alelice C/T in ambele
loturi, respectiv LB=48,1%; LM=47,2%. Varianta alelici C/C
este mai frecventa in lotul martor (35,8%), comparativ cu LB-
26,4%, iar varianta alelici T/T mai des se intalneste in lotul
de bazd (25,5%), iar in lotul martor are o frecventd de numai
17,0%. Dar, si aceastd diferentd nu este semnificativd (p=0,057).
De mentionat, ca la persoanele sinitoase predomina purtétorii
alelei C, diferenta statistic semnificativd (p<0,05). Astfel s-a
stabilit cd persoanele sanatoase a lotului martor sunt purtétori
al alela C, comparativ cu lotul de bazi, unde alelele C i T au o
distributie egala.

A fost cercetata distributia genotipurilor genei NOS2 in
lotul martor si pacientii cu boala de reflux gastroesofagian.
Genotipurile polimorfismului G/C a genei NOS2 au o
distributie neuniforma atét in lotul de baz4, cat si in lotul martor.
Variantele alelice G/G si C/C se intalnesc cu o frecventa egald in
lotul de bazi (27,4% si 25,5%). In acelasi timp mentiondm, ca
este diferitd distributia acestor variante alelice in lotul martor.
Constatdm cd, evident predomind varianta alelica G/G=44,3%,
asupra variantei C/C=12,3%. Aceastd diferentd este statistic
semnificativa (p<0,01).
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Aceastd analizd ne permite sa constatdm, ca varianta alelicd
C/C a polimorfismului G954C a genei NOS2-promotor se
intalneste cu o frecventd mai micé in ambele loturi, dar statistic
semnificativ in lotul martor (p<0,01).

In acelasi timp, analizind gena NOS2 la pacientii cu BRGE
si lotul martor, constatam, ci varianta alelica C/C la pacientii cu
BRGE predomina (25,5%), comparativ cu lotul martor (12,3%),
p <0,05.

Distributia genotipurilor genelor NOS1 si NOS2 si asocierea
curiscul de dezvoltare a esofagitei de reflux la pacientii cu diferite
forme ale BRGE in raport cu durata maladiei. A fost efectuata
analiza distributiei variantelor alelice a polimorfismului genei
NOS1 in raport cu durata maladiei. S-a constatat ca varianta
alelicd C/C se intilneste cu o frecventd 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 constati o frecventa joasd a acestei
variante alelice (C/C) la pacientii cu o durata a maladiei mai
mult de 10 ani, respectiv 10,8% si 35,8% din lotul martor
(p<0,05). 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 variante alelice
a polimorfismul C/T al genei NOSI, a fost calculat riscul
dezvoltarii diferitor forme de esofagitd in dependenti de durata
maladiei.

Tabelul 1
Riscul de esofagitd in functie de genotip pentru polimorfismul (/T al genei NOST cu
durata maladiei > 10 ani

. OR
Varianta >10 ani Lotul martor (95%C) b
alelica
abs. % abs. %

c/c 4 10,8 38 358 | 0,30(0,10-0,90) | <0,05
o1 14 37,8 50 47,2 0,80(0,39-1,61) | >0,05
T 19 51,4 18 17,0 3,0 (1,43-6,37) | <0,01
Total 37 106

Rezultatele noastre aratd cd purtatorii genotipului T/T
a polimorfismului C/T a genei NOSI la pacientii cu BRGE si
cu durata maladiei mai mult de 10 ani au o asociere cu un risc
crescut de dezvoltare a esofagitei erozive de 3 ori mai mare decat
C/Csi C/T (OR 3.05(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).

Analizind tabelul 1, constatam, cd purtétorii genotipului
C/C a polimorfismului C/T a genei NOSI la pacientii cu BRGE
si durata maladiei mai mult de 10 ani au o asociere cu un risc
scazut si a conferit protectie 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 a genei
NOS?2 si asocierea cu riscul de dezvoltare a esofagitei de reflux
la pacientii cu diferite forme ale BRGE in raport cu durata
maladiei.

A fost analizatd frecventa genotipurilor polimorfismului
G954C a genei NOS2 si asocierea cu riscul de dezvoltare a
esofagitei de reflux la pacientii cu diferite forme ale BRGE in
dependenta de durata maladiei. S-a constatat cé varianta alelica
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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 statistic nesemnificativa (p>0,05).

Tabelul 2
Riscul de esofagitd in functie de genotip pentru polimorfismului G954C a genei NOS2-
promotor cu durata maladiei < 10 ani

. OR
Varianta <10 ani Lotul martor (95%C) b
alelica
abs. % abs. %

G/G 25 333 47 443 0,76 (0,43-1,34) | >0,05
G/C 32 42,7 46 43,4 0,99 (0,58-1,71) | >0,05
aC 18 24 13 123 1,87 (0,85-4,09) | >0,05
Total 75 106

Analizand polimorfismul genei NOS2 la pacientii cu BRGE
in dependenta de durata maladiei, constatim ca varianta alelica
C/C la homozigoti se intalneste mai frecvent la pacientii cu
durata maladiei mai mare de 10 ani: 48,4% comparativ cu 24%
la pacientii cu durata pana la 10 ani si respectiv 12,3% - lotul
martor. Diferentele repartizérii genotipurilor polimorfismului
G954C a genei NOS2-promotor la pacientii cu durata maladiei
< 10 ani au fost nesemnificative statistic pentru asocierea cu un
risc de esofagitd eroziva.

Tabelul 3
Riscul de esofagitd in functie de genotip pentru polimorfismul G954C a genei NOS2-
promotor cu durata maladiei > 10 ani

Conform datelor obtinute, referitor la polimorfismul G/G
al genei NOS2, elucidate in tab.3, constatam, ca asocierea cu
un risc de dezvoltare a esofagitei in functie de genotip pentru
polimorfismul G954C a 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).

Concluzii

1. Examenul polimorfismului genelor NOS1 nu a constatat
diferentd statistica intre lotul de baza si lotul martor la
variantele alelice C/C si C/T. Varianta alelica T/T este statistic
nesemnificativdi mai frecvent in lotul de baza, comparativ cu
lotul martor: 25,5% si 17,0%, respectiv (p=0,057).

2. Varianta alelica C/C a genei NOS2 este mai frecventa la
pacientii cu BRGE eroziva (27,9%) si la pacientii cu BRGE non-
eroziva (20,0%), comparativ cu lotul martor (12,3%), p<0,05.

3. Purtatorii genotipului T/T polimorfismul C/T a genei
NOSI1 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 decat C/C si C/T.

4. Purtatorii genotipului C/C polimorfismul C/T a genei
NOSI1 la pacientii cu BRGE si durata maladiei mai mult de
10 ani au o asociere cu un risc scazut si a conferit protectie
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 NOSI poartd o functie protectiva in dezvoltarea

e formelor severe a bolii de reflux gastroesofagian.
Varianta >10 ani Lotul martor (95%C) b
alelica
abs. % abs. %
G/G 9 291 47 443 0,65(0,3-1,54) | >0,05
6/C 7 22,5 45 43,4 0,53(0,22-1,30) | >0,05
ac 15 48,4 13 12,3 3,9(1,7:9,17) | <0,01
Total 31 106
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