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— REZUMAT —

Astmul brongic reprezinta o maladie multifactoriala, fiind determinata de numeroase interactiuni intergenice si
cu factorii de mediu. Metode statistice traditionale, utilizate pentru analiza rezultatelor studiilor caz-control, nu
permit evaluarea profunda a riscului de dezvoltare a bolii asociat mutatiior genice. Software-ul GMDR (Ge-
neralized Multifactor Dimensionality Reduction, versiunea Beta 0.9) a fost aplicat cu succes in studiile genetice
la pacientii cu cancer, hipertensiune arteriala, diabet s.a.

Obiectivul lucrarii a constituit utilizarea programului computerizat GMDR in scopul evaluarii rolului interac-
tiunilor intergenice asupra riscului de dezvoltare a astmului brongic la copiii moldoveni.

Material si metoda. Studiul de tip caz-control a fost realizat pe un lot de 180 de copii: 90 de copii cu astm
bronsic si 90 copii sanatosi in lotul de control, fiind comparabili dupa varsta si sex. Software-ul GMDR (versiunea
Beta 0.9) a fost utilizat pentru ajustarea covariabilelor discrete si cantitative. A fost evaluata asocierea riscului
de dezvoltare a astmului bronsic cu un sir de polimorfisme genice: polimorfismul de deletie a genelor GSTT1 si
GSTM1; GSTP1 313A> G, NAT2481C>T, 590 G>Asi 857 G > A; IL-4 -590 C > T; IL-4Ra Arg551GIn; TNFa
-308 G > A, repetitivitatile AAT ale genei NOS1 in intronul 20; CC16 38 G > A.

Rezultate. Analiza datelor in studiu cu ajutorul software-ului GMDR a permis identificarea combinatiei de
polimorfisme ale genelor-candidate pentru astmul brongic (GSTT1+, NAT2 *5-*7/*5-*7, NOS1 <12/>12 si IL-4
-590 C/C) care majoreaza de 3,6 ori riscul de dezvoltare a maladiei (OR = 3,61; Cl 95% 1,45-8,99; p < 0,01).
Concluzii. Rezultatele studiului demonstreaza faptul ca interactiunile genice interfereaza la diferite niveluri ale
mecanismelor fiziopatologice de dezvoltare ale astmului bronsic la copii. Analiza modelelor de interactiune prin
aplicarea software-ului GMDR in grupul de studiu indica asocierea riscului de dezvoltare a maladiei in special
cu polimorfismul genelor de metabolizare a xenobioticelor si a genei implicate in producerea oxidului nitric la
nivelul mucoasei caior respiratorii.

— Cuvinte cheie: astm bronsic, copil, factor de risc, polimorfism genic, software-ul GMDR E—

INTRODUCERE

Astmul bronsic (AB) este o maladie caracterizata
prin simptomatologie paroxistica sau persistenta si
care include dispnee, senzatie de constrictie tora-
cicd, respiratie suieratoare, productie de sputd si
tuse, limitarea fluxului de aer si un grad variabil de
hiperreactivitate brongicd la stimulii endo- sau
exogeni. Predispozitia genetica, expunerea la aler-
geni si poluarea aerului atmosferic, nivelul socio-

economic de viata, stresul si accesul la serviciile de
asistentd medicala calitativa sunt factori care cu o
mare probabilitate contribuie la povara dispropor-
tionata a astmului bronsic. $i in Republica Moldova
prevalenta astmului bronsic este in continud cres-
tere, maladia fiind de multe ori hipodiagnosticata
sau tardiv depistatd. Procesul inflamator dezvoltat
la nivelul cailor respiratorii este o caracteristica
importantad in dezvoltarea i progresarea maladiei,
insa mecanismele care stau la baza nu sunt pe de-
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plin elucidate. O abordare multilaterala este nece-
sard pentru a releva factorii de risc numerosi, im-
plicati in debutul maladiei la varsta de copil.

Cercetarile axate pe interactiunea factorilor ge-
netici cu cei de mediu sunt promitatoare in vederea
identificarii tratamentului optimal, precum si a
metodelor eficiente de preventie a maladiei. Aceasta
se datoreaza faptului ca individul predispus genetic,
in urma expunerii la factorii agresivi si/sau inductori
de mediu cum ar fi alergeni, virusuri, xenobioticele,
s.a. dezvolta ulterior inflamatia persistenta la nive-
lul cailor respiratorii i simptomatologia caracte-
ristica astmului bronsic. Numeroase studii indica la
faptul ca maladia este determinata in mare parte de
un model poligenic (1). Sirul de gene implicate in
patogenia astmului bronsic include mai mult de
100 de loci. Studiile GWAS de asociere la nivel ge-
nomic (Genome-Wide Association Studies) au iden-
tificat un numar de regiuni cromosomale (5q23-31,
6p, 11q, 12q, 17921, s.a.) asociate cu mecanismele
patogenetice ale astmului (2).

In mod general, totalitatea genelor implicate in
mecanismele patogenetice ale unei maladiei for-
meaza ,,fondalul genetic®, care se realizeaza feno-
tipic prin simptomatologia caracteristica bolii. To-
todata, cercetarile genetice aduc dovezi care vin sa
confirme interrelatiile intre gene, care intr-un final
influenteaza expresivitatea functionald a lor, asa
numitul fenomen de epistazie, care reprezintd o
forma de interactiune intre gene nealele, in care o
gend mascheaza exprimarea fenotipica a altei gene
situatd pe un alt locus si pe un alt cromozom. Prin
urmare, gena epistatica (supresoare) suprima ex-
primarea unei gene dominante cu care nu este alela,
iar gena hipostatica este gena a carei exprimare
este suprimati (3). In acest mod este bine inteleasa
complexitatea dezvoltarii fenotipului atopic, in
special atunci cand 1n relatia de epistazie sunt im-
plicati trei sau mai multi loci. Acest fenomen este
unul din cei care asigurd baza heterogenitatii i a
diferentelor depistate la populatii diferite de su-
biecti cu astm sau atopie.

Analiza statistica traditionala utilizatd pentru
evaluarea riscului de asociere a mutatiilor genice
cu manifestarile fenotipice In maladiile multifacto-
riale se reduce, adeseori, la analiza statisticad com-
parativd a frecventei genelor la pacienti si copiii
sanatosi cu ajutorul testului > si a raportului pro-
babilitatilor (Odds Ratio, OR) cu interval de in-
credere de 95%. Totodata, ne confruntam cu faptul
ca cel mai plauzibil model de mostenire a acestor
boli este cel poligenic, in care efectul general este
determinat de suma insusirilor variantelor genice
individuale a pacientului. In cazul astmului bronsic,
un numar relativ mic de asocieri pozitive a marke-

rilor genetici cu manifestarile maladiei se datoreaza
in parte omiterii verificarii sinergismului efectelor
polimorfismelor studiate (4). Estimarea aportului
factorilor genetici individuali, in acest context, de-
vine o problema complexd in aspectul metodelor
statistice parametrice traditionale (5,6).

In aceasta ordine de idei vine si ne ajute metoda
inovatoare de reducere multifactoriald a dimensio-
nalitatii (Multifactor Dimensionality Reduction),
trilor calitativi si cantitativi ai fenotipurilor studiate,
ceea ce ofera o flexibilitate mai mare pentru de-
signul propus al cercetarii (5). Utilizarea acestei
metode in studiile genetice la pacientii cu cancer
(7,8), fibrilatie atriala (9), autism (10), hipertensiune
arteriala (11), diabetul zaharat de tip II (12), a de-
monstrat ca ea sporeste substantial acuratetea de
predictie a riscului de dezvoltare a bolii inclusiv in
modelele cu o complexitate nalta.

OBIECTIVUL LUCRARII

Ne-am propus drept obiectiv o analiza apro-
fundata a rolului factorilor genetici si a interactiunii
lor in dezvoltarea astmului bronsic la copii prin uti-
lizarea aplicatiei computerizate GMDR (Genera-
lized Multifactor Dimensionality Reduction, software
Beta 0.9).

MATERIAL $| METODA

Datele pentru analiza matematica complexa au
fost primite in cadrul studiului analitic observational
de tip caz-control care a inclus un grup de 180 de
copii. Lotul de bazd a constituit 90 de copii cu
varsta de 5-18 ani (varsta medie 10,9 + 0,4 ani),
diagnosticati cu astm bronsic si spitalizati in sectia
alergologie a IMSP (Institutul Mamei i Copilului).
Lotul-martor a inclus 90 de copii sanatosi cu media
de varsta egala cu 13,5 &+ 0,2 ani, care nu prezentau
semne de maladii alergice. Copiii din acest grup
erau comparabili dupa varsta si sex cu cazurile stu-
diate. Selectarea participantilor in studiu a fost
facuta prin metoda aleatorie In baza listelor si a
consimtamantului informat al parintilor.

Pentru examenul molecular genetic din limfo-
citele singelui periferic a fost extras ADN-ul geno-
mic, cu utilizarea cardurilor pentru prelevarea mos-
trelor de singe care au fost transportate la laboratorul
de testare'. Testele de genetica moleculara cu apli-

! Testele molecular-genetice au fost realizate in colaborare cu
Laboratorul de Diagnostic Prenatal al Maladiilor Ereditare si
Congenitale al ICS Obstetrica si Ginecologie ,,D. Otto al AS a
Federatiei Ruse (Sankt Petersburg).
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carea reactiei de polimerizare in lant (Polymerase
Chain Reaction, PCR), folosind polimeraza termo-
stabild recombinantd Taq (,,Promega®“, SUA) si
analiza polimorfismului lungimii fragmentelor de
restrictie (Restriction Fragment Length Polymor-
phism), au avut drept scop studiul polimorfismelor
genelor candidate pentru astm bronsic: polimor-
fismele de deletie ale genelor GSTT1 si GSTM1;
polimorfismele 313 A > G si 341 C > T ale genei
GSTP1; polimorfismele 481 C > T, 590 G > A si
857 G > A ale genei NAT2; numarul repetitiilor
(AAT), in intronul 20 al genei NOST; polimorfismul
-590 C > T al genei 1L-4; Arg551Gln al genei IL-
4Ra; polimorfismul -308 G > A al genei TNFa;
polimorfismul 38 G > A4 al genei CC16.

Metoda de calcul la baza aplicatiei GMDR?
este destinata analizei asocierii caracterelor dihoto-
mice si a combinatiilor de factori predictivi, care
pot fi genetici sau exogeni. Software-ul este pus la
dispozitia cercetatorilor cointeresati in mod gratuit
si poate fi descarcat de pe site-ul oficial www.ssg.
uab.edu/gmdr/ (13). Analiza poate include un nu-
mir arbitrar de factori. In cadrul studiului nostru
am urmarit identificarea combinatiei de markeri ge-
netici cu valoare predictiva pentru riscul de dezvol-
tare a astmului bronsic la copii. Pentru realizarea ei
se introduc rezultatele investigatiilor genetice la pa-
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cientii cu astm bronsic si la copiii din lotul de con-
trol.

Metodologia utilizarii programului GMDR

Primul rand al fisierului este linia de antet, care
include denumirile mutatiilor (polimorfismelor) ge-
nice si afilierea individului la fiecare grup de studiu,
fiind delimitate de spatii egale. Grupul codificat
prin zero (,,0°) reprezinta lotul de control, iar grupul
codificat prin cifra unu (,,1°) reprezinta pacientii cu
AB. Daca fiecare marcator este reprezentat de o pe-
reche de alele, fisierul trebuie sa arate in felul ur-
mator:

Polimorfism 1

Polimorfism 2 Polimorfism3  Grup

1 2 1 0
0 2 1 0
2 2 1 1

Fisierele cu rezultatele codificate dupa acest
model sunt procesate de programul GMDR, dupa
care Incepe procesul de analiza statistica prin divi-
zarea datelor in doud subseturi egale, dintre care
unul este utilizat ca set de verificare. Dupa ce pro-
gramul verificd toate combinatiile de variante ge-
nice posibile, este generat modelul cu cea mai nalta
valoare predictiva, care este selectat in baza esti-

Combinatia de
gene cu risc nn
majorat pentru
astm bronsic la GSTT1
copii
nn del nn

FIGURA 1. Asocierea genotipurilor variantelor polimorfe ale genelor GSTT1, NAT2, NOS1 si a genotipului homozigot

normal IL-4 -590 C/C

*Programul computerizat GMDR a fost utilizat pentru prelucrarea bazei de date in cadrul proiectului institutional ,,Studiul unor factori
genotipici cu impact in dezvoltarea si raspandirea maladiilor atopice la copii in functie de determinantii ecologici® (2009-2010) al
Laboratorului stiintific de Pediatrie al IMSP Institutul Mamei si Copilului (Chisindu, Republica Moldova).
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lelor testate (Cross-Validation Consistency — CVC).
Dintre toate variantele posibile de combinatii de
gene, programul selecteaza modelul cu nivel veridic
de semnificatie statisticd, cu exactitate maximal
echilibrata si eroare predictivdi minimald. Exacti-
tatea echilibrata (Balanced Accuracy, Bal. Acc.) a
modelului coreleaza cu sensibilitatea si specifici-
tatea metodei (5).
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Dupa introducerea datelor despre markerii ge-
netici identificati In grupurile de studiu, poate fi
realizata analiza reducerii dimensionalitatii multi-
factoriale prin apdsarea butonului de executare
,,Run Analysis“. In studiul nostru am aplicat metoda
cautarii exhaustive a combinatiilor de genotipuri
ale polimorfismelor studiate pentru a identifica aso-
cierile de gene care majoreaza riscul de dezvoltare
al astmului bronsic.
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FIGURA 2. Asocierea genotipurilor variantelor polimorfe ale genelor GSTT1, NAT2, NOS1 cu genotipurile heterozigot

IL-4 -590 C/T si homozigot mutational IL-4 -590 T/T
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REZULTATE $I DISCUTII

In studiul relatiilor intergenice au fost incluse
polimorfisme ale genelor de metabolizare a xeno-
bioticelor, genelor mediatorilor inflamatiei imune
si a genelor reglatoare a raspunsului inflamator in
caile respiratorii. Analiza Incarcaturii genetice cu
ajutorul programului GMDR a identificat 34 de
combinatii de genotipuri ale polimorfismelor stu-
diate. Unele din ele sunt asociate riscului majorat
de dezvoltare a astmului bronsic (marcate in cul-
oarea gri intensd), altele, marcate de un gri deschis,
sunt deopotriva asociate unui risc scazut (Fig. 1 si 2).

Totodatda, modelul de interactiune intergenica
care a atins semnificatie statistica (p <0,05), include
polimorfismele doar a patru gene-candidate pentru
astmul bronsic: GSTT1, NAT2, NOSI si IL-4 (Fig.
1). Exactitatea testatd a modelului (Bal.Acc.) a
constituit 0,67, senzitivitatea (Se) — 0,68, specifici-
tatea (Sp) — 0,65, reproductibilitatea rezultatelor
(CV Consistency) — 10/10. Aceasta combinatie de
genotipuri majoreaza riscul de dezvoltare al ast-
mului bronsic la copii 3,6 ori (OR = 3,61; CI 1,45-
8,99; p <0,01) si include urmatoarele genotipuri:

* GSTT1 (GSTT1", genotip functional normal);

e NAT2 (NAT2 *5-*7/*5-*7, genotipuri homo-

zigote cuambele alele functional compromise,
asa numitii ,,acetilatori lenti®);

e NOSI1 (NOSI1 <12/>12, genotip heterozigot);

e IL-4 (IL-4 -590 C/C, genotip functional

normal).

De mentionat faptul ca din ele, doar doua — poli-
morfismul GSTT1 si IL-4, sunt reprezentate de va-
riantele functional normale, iar genotipurile poli-
morfismului genei NAT2 si NOSI1 includ alelele cu
functionalitate redusa.

Aceste rezultate sunt importante, avand in ve-
dere rolul functional al acestor gene. Astfel, enzima
hepatica aril-amin N acetiltransferaza 2 este im-
plicata in detoxifierea unor medicamente si xeno-
biotice arilamine, inclusiv a diizocianatilor si acizi-
lor utilizati pentru producerea vopselelor, lacurilor,
adezivilor, a produselor laminate s.a. Unele studii
indica la faptul ca procesul de acetilare poate in-
fluenta mecanismele de inactivare a excesului de
amine biologice, inclusiv histamina, care este res-
ponsabila de simptomatologia reactiilor alergice
(14). Prezenta in populatie a acetilatorilor rapizi si
lenti reflecta variabilitatea determinatd genetic a
genei NAT2 si in jur de 50% din populatiile albi
caucazieni manifestd scaderea activitatii acestei

enzime (15). Totusi, rolul acestei gene este mult
mai complexa, extinzandu-se si in dereglarea meca-
nismelor imune. Astfel, Batra si colab. (16) au
studiat asocierea polimorfismelor genei NAT2 si
susceptibilitatea la astmul atopic, precum si nivelul
IgE serice si a eozinofiliei (16). Autorii au aratat ca
variantele genice NAT2 sunt implicate in modularea
nivelului de IgE si eozinofile, si astfel poate in-
fluenta evolutia AB. Totodata, N acetiltransferaza 2
converteste serotonina in melatonina, ambii fiind
mediatori importanti in patogeneza AB, avand efect
proinflamator (17). Unele studii arata ca pacientii
cu AB manifestd niveluri majorate ale serotoninei,
care coreleaza cu severitatea maladiei si, in acelasi
timp, ea reduce producerea de citochine Thl si
majoreaza eliberarea de acetilcolind, recunoscuta
pentru efectul ei potential bronhoconstrictor (18).
Melatonina, la randul ei, induce sinteza de citochine
proinflamatorii cum sunt IL-1, IL-2, IL-6, IL-12 si
TNFa, iar inducerea proliferarii limfocitelor T sen-
sibilizate de antigeni specifici i a raspunsului imun
de tip Th2 stimuleaza in final secretia de IL-4 (19).
Gena NOSI, identificatd in combinatia de gene cu
impact nefavorabil in studiul nostru, are la randul
sau un rol aparte in mecanismele patogenetice ale
astmului brongic. Astfel, gena NOSI are abilitatea
de a regla expresia genei NOS2, produsul acesteia
din urma fiind oxidul de azot care influenteaza
echilibrul imunologic Th1/Th2 si favorizeaza ras-
punsul limfocitar de tip Th2 (20).

CONCLUZII

1. Metoda descrisa a permis identificarea combi-
natiei de polimorfisme genice care au impact in
dezvoltarea astmului brongic la copii §i este un
suport metodologic important pentru descifrarea
mecanismelor moleculare de producere a bolilor
multifactoriale.

2. Rezultatele studiului demonstreaza faptul ca
interactiunile genice interfereaza la diferite niveluri
ale mecanismelor fiziopatologice de dezvoltare ale
astmului bronsic la copii. Identificarea asocierii ris-
cului de dezvoltare a maladiei in special cu polimor-
fismul genelor de metabolizare a xenobioticelor si a
genei implicate Tn producerea oxidului nitric la ni-
velul mucoasei cailor respiratorii demonstreaza
faptul ca purtatorii genotipurilor functional compro-
mise ale acestor gene au o susceptibilitate majorata
pentru actiunea negativa a factorilor mediului am-
biant.



