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1. WYKAZ SKROTOW

ECF-A—  ang. eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis
eozynofilowy czynnik chemotaktyczny
ECP — ang. eosinophil cationic protein
eozynofilowe biatko kationowe
EPO - ang. eosinophil peroxidase
peroksydaza eozynofilowa
Fce-R1 — receptor o wysokim powinowactwie do IgE
FENO - ang. fractional exhaled nitric oxide
stezenie tlenku azotu w powietrzu wydychanym
FEV1 — ang. forced expiratory volume in 1 second
natezona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa
GINA — ang. The Global Initiative for Asthma
Swiatowa Inicjatywa dla Astmy
GM-CSF — ang. granulocyte macrophage-colony stimulating factor
czynnik wzrostowy kolonii granulocytéw | makrofagow

GWAS — ang. Genome-Wide Association Studies

IgE — immunoglobulina E
IFN — interferon
IL — interleukina

ISAAC — ang. The International Study of Asthma and Allergies in Childhood
Miedzynarodowe Badanie nad Wystepowaniem Astmy i Alergii w

Dziecinstwie
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LABA — ang. long acting beta2-agonists
diugodziatajgce beta2-sympatykomimetyki
LPS - lipopolisacharyd
LTB4, LTCA4, LTD4, LTE4 — leukotrieny B4, C4, D4, E4
MBP — ang. major basic protein
gtéwne biatko zasadowe
NCF-A — ang. neutrophil chemotactic factor of anaphylaxis
czynnik chemotaktyczny dla neutrofiléw
PAF — ang. platelet activating factor
czynnik aktywacji ptytek krwi
PEF — ang. peak expiratory flow
szczytowy przeptyw wydechowy
PGD2 — prostaglandyna D2
SABA - ang. short acting beta2-agonists
krétkodziatajgce beta2-sympatykomimetyki
SNP - ang. single nucleotide polymorphism
polimorfizm pojedynczego nukleotydu
TNF — ang. tumor necrosis factor
czynnik martwicy guza
VC - ang. vital capacity
pojemno$¢ zyciowa ptuc

wGKS — wziewne glikokortykosteroidy
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2. WSTEP

Astma oskrzelowa jest istotnym problemem zdrowotnym zaréwno z punktu
widzenia medycznego i epidemiologicznego, jak i spotecznego oraz
ekonomicznego. W ostatnich dziesiecioleciach obserwowano stopniowy wzrost
liczby pacjentéw chorych na astme oskrzelowg w wiekszosci krajow swiata (115),
przy czym zauwazalne jest duze zréznicowanie czestosci wystepowania tej
choroby w poszczegélnych krajach - od 1 do nawet 30% (40). Zjawisko to moze
by¢ wynikiem réznic rzeczywistych, ale takze rdznej interpretacji obowigzujgcej
definicji astmy i stosowania niejednolitych zasad rozpoznawania choroby. Wedtug
aktualnych danych na astme oskrzelowg choruje okoto 300 min ludzi na swiecie, w
tym 10-15% populacji dzieciecej (39, 40). W Polsce liczby te wynoszg odpowiednio
2 mini ponad 1 min, co stanowi 5% populacji dorostych i 10% populacji dzieci (15).
U osO6b przed 40 rokiem zycia astma jest jedng z najczestszych chordb
przewlektych (15). Z uwagi na trudnosci diagnostyczne, czeste zwtaszcza w grupie
najmtodszych dzieci oraz zjawisko tzw. niedodiagnozowania uwaza sie, ze dane te
mogg by¢ zanizone. Potwierdzajg to wyniki badania ISAAC przeprowadzonego w
ponad 50 krajach swiata, w tym takze w Polsce (132, 133). Wedtug danych z lat
1994/1995 (faza I) w Poznaniu rozpoznanie astmy oskrzelowej byto postawione
przez lekarza u 1,3% dzieci w wieku 6-7 lat i 2% w wieku 13-14 lat, podczas gdy
objawy choroby wykazywato odpowiednio 17,3% i 17,1% (15). W latach 2001/2002
(faza Il badania) zaobserwowano czterokrotny wzrost czestosci rozpoznawania
astmy u dzieci w Poznaniu - w grupie dzieci w wieku 6-7 lat astme rozpoznano u
5,9%, a w grupie dzieci w wieku 13-14 lat diagnoze postawiono u 5,2% populacji.

Nieleczona i niewystarczajgco lub Zle leczona astma oskrzelowa moze prowadzi¢
do wystgpienia ucigzliwych i niebezpiecznych objawow, zmniejszenia wydolnosci
oddechowej, ograniczenia codziennej aktywnosci chorego i absencji w szkole lub
pracy. Roczna umieralno$¢ z powodu astmy na swiecie siega 250 000 (40), a
koszty posrednie i bezposrednie zwigzane z chorobg liczone sg w miliardach

dolaréw.
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2.1. Definicja astmy

Zgodnie z aktualng definicjg astma oskrzelowa jest przewlektg chorobg zapalng,
przebiegajacg z nadreaktywnoscig drog oddechowych, ktérej konsekwencjg sag
epizody swiszczgcego oddechu, dusznosci, ucisku w klatce piersiowej i kaszlu,
najczesciej wystepujgce w godzinach nocnych lub nad ranem (40). Dla astmy
charakterystyczna jest rozlana obturacja oskrzeli, czesto odwracalna samoistnie
badz pod wptywem zastosowanego leczenia. W patomechanizm rozwoju objawéw
astmy oskrzelowej zaangazowanych jest wiele komorek i uwalnianych z nich
produktow.

Astma zaliczana jest wraz z atopowym zapaleniem skory i alergicznym niezytem
nosa lub spojéwek do chordb o podtozu alergicznym, najczesciej atopowym,
chociaz mozemy wyr0zni¢ takze grupe chorych, u ktorych nie stwierdza sie
wyktadnikéw atopii, co uzasadnia rozpoznanie astmy nieatopowej. U dzieci
przewaza astma atopowa, wystepujgca u okoto 85% populacji pacjentéw ponizej
18 roku zycia (34, 39). Istotg atopii jest genetycznie uwarunkowana sktonnosé¢ do
nadmiernej produkcji IgE w odpowiedzi na ekspozycje na powszechnie
wystepujgce alergeny i do rozwoju reakcji nadwrazliwosci z udzialem tych
przeciwciat. Reakcja ta polega na powtarzalnej, nadmiernej i natychmiastowej
odpowiedzi organizmu, pojawiajgcej sie po ekspozycji na alergen w dawce
tolerowanej przez osoby zdrowe. Wedtug klasyfikacji Gella i Coombsa reakcja
natychmiastowa IgE-zalezna klasyfikowana jest jako typ | (41).

Jakkolwiek procesy patofizjologiczne zachodzgce w drogach oddechowych oséb
chorych na astme nieatopowg sg analogiczne do tych, spotykanych u chorych z
astmg atopowg, to procesy immunologiczne oraz komorki i mediatory za nie

odpowiedzialne nie sg dobrze poznane.

2.2. Czynniki ryzyka wyst gpienia astmy

Patogeneza astmy jest ztozona i 0 jej rozwoju decyduje wiele czynnikow. Wérod
nich wyodrebni¢ mozna uwarunkowania genetyczne i wptywy Srodowiskowe.
Czterokrotnie wiekszg czestos¢ wystepowania choroby obserwuje sie u potomstwa

0s0b chorujgcych na astme oskrzelowg, niz wérod dzieci zdrowych rodzicow (28,
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30). RoOwniez dzieci, ktérych rodzenstwo ma rozpoznang astme oskrzelowg
czesciej zapadajg na te chorobe (31). Do istotnych czynnikow ryzyka,
zwiekszajgcych prawdopodobieAstwo wystgpienia astmy, zalicza sie takze
obcigzenie innymi chorobami o podtozu atopowym, takimi jak alergiczny niezyt
nosa czy atopowe zapalenie skory (34, 94). Réwniez pte¢ ma wpltyw na czestosé
wystepowania choroby (95). W$rod dzieci mtodszych czesto$¢ wystepowania
astmy u chtopcéw szacuje sie na 5,1%, podczas gdy u dziewczynek odsetek ten
wynosi 3,5%. W grupie dzieci starszych odsetki te wynoszg odpowiednio 3,3% vs.
2% (34). Sposréd czynnikdéw srodowiskowych moggcych prowadzi¢ do wystgpienia
objawoéw astmy oskrzelowej wymienia sie przede wszystkim ekspozycje na
alergeny, czynng lub bierng ekspozycje na dym tytoniowy i inne zanieczyszczenia
powietrza, przebyte we wczesnym dziecihstwie zapalenie oskrzelikow badz
zakazenie wirusem RS, przebyte zakazenie rynowirusami oraz stosowanie
paracetamolu z powodu gorgczki w pierwszym roku zycia dziecka (5, 109, 135). W
ciggu ostatnich kilku lat zwraca sie uwage takze na znaczenie otylosci jako

czynnika sprzyjajgcego wystepowaniu i pogarszajgcego przebieg astmy (40).

2.3. Charakterystyka zapalenia i znaczenie wybranyc  h cytokin w astmie

W przebiegu astmy w drogach oddechowych, a takze w tkance okotooskrzelowej
toczy sie przewlekly proces zapalny, w ktéry zaangazowane sg liczne komorki i
substancje przez nie uwalniane. Dochodzi do zwiekszonego wydzielania r6znych
mediatorow, miedzy innymi histaminy, leukotriendw i prostaglandyn, ktore poprzez
dziatanie na odpowiednie receptory powodujg uszkodzenie nabtonka
wyscietajgcego drogi oddechowe, zwiekszenie wydzielania s$luzu, pogrubienie
btony podstawnej, skurcz miesni gtadkich oskrzeli i zmiany w zakresie regulaciji
nerwowej czynnosci drog oddechowych. Nieustajgce procesy uszkodzenia i
naprawy w efekcie doprowadzajg do zjawiska tzw. remodelingu, czyli trwalej
przebudowy $cian oskrzeli. Nastepstwem tych zmian jest uposledzenie przeptywu
powietrza w drogach oddechowych.

Sposrod komorek zapalnych gtowng role w patogenezie astmy przypisuje sie
limfocytom Th2. Wydzielajg one szereg chemokin i cytokin (m.in. IL3, IL4, IL5, IL9,

11
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IL13, GM-CSF), ktore pobudzajg produkcje przeciwciat IgE przez limfocyty B,
wykazujg dziatanie chemotaktyczne w stosunku do innych komoérek
zaangazowanych w proces zapalny, aktywujg komorki tuczne (mastocyty), bazofile
oraz eozynofile i pobudzajg je do wydzielania mediatorow. Czynniki wydzielane
przez eozynofile, takie jak MBP (ang. major basic protein) czy ECP (ang.
eosinophil cationic protein) niszczg nabtonek drég oddechowych, ECF-A (ang.
eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis) jest substancjg chemotaktyczng dla
komorek tucznych, a inne np. EPO (ang. eosinophil peroxidase), PAF (ang. platelet
activating factor), 1L16 sg czynnikami regulujgcymi rézne fazy reakcji zapalnej. Z
kolei mastocyty i bazofile sg zrédiem uwalnianych w wyniku degranulacji
substancji, takich jak histamina, proteazy i cytokiny (IL1, IL4, IL8) a komorki tuczne
takze ECF-A czy NCF-A (ang. neutrophil chemotactic factor of anaphylaxis), a
takze powstajgcych de novo metabolitbw kwasu arachidonowego takich jak
prostaglandyny (PGD?2) i leukotrieny (LTB4, LTC4, LTD4 i LTE4). Degranulacja
jest wynikiem wigzania sie alergenu ze swoistym IgE, optaszczajgcym komorki
tuczne, posiadajgce receptor Fce-R1 o wysokim powinowactwie do IgE. Ten
proces wydaje sie odgrywac istotng role w wywotywaniu zaostrzenia objawéw u
chorych na astme atopows.

W ciggu ostatnich kilkunastu lat nastgpit ogromny postep w zakresie
szczegoOtowego poznania przebiegu alergicznej reakcji zapalnej, w tym roli
poszczegolnych interleukin, budowy i funkcji ich receptoréw oraz okreslenie genéw
odpowiedzialnych za ich synteze. Analizujgc udziat poszczegoélnych cytokin w
patogenezie astmy wybrano te, ktore wydajg sie by¢ najbardziej istotne.

IL1 B jest typowg cytoking prozapalng. Powstaje z prekursora w wyniku dziatania
proteazy - kaspazy 1. Wydzielana jest przez makrofagi, monocyty, neutrofile i
limfocyty B. Jej uwalnianie indukowane jest m.in. przez inne cytokiny, sktadowe
dopetniacza np. C5a lub przez LPS (lipopolisacharyd) badz inne produkty
pochodzace z mikroorganizmoéw. IL1 B powodujg aktywacje limfocytow, stymulacje
makrofagow oraz zwiekszong adhezje leukocytéw do komorek srédbtonka. Gen
kodujacy IL1 B zlokalizowany jest na chromosomie 2q14 (1, 41, 65, 101).

IL4 wydzielana jest przez limfocyty Th2, bazofile, eozynofile i komorki tuczne.
12
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Wraz z IL13 stymuluje zjawisko przetgczania klas przeciwciat (ang. class
switching), nasilajgc produkcje IgE. Ponadto IL4 jest czynnikiem wptywajgcym na
dojrzewanie limfocytow B i Th2. Gen kodujgcy te interleukine znajduje sie na
chromosomie 5931 (41).

Receptor dla IL4 (IL4-R), ktérego gen znajduje sie na chromosomie 16p11-12,
zbudowany jest z 2 podjednostek: podjednostki alfa, bedacej réwniez sktadowg
receptora IL13-R i podjednostki beta. Pobudzenie IL4-R poprzez zwigzanie z
ligandem aktywuje kinaze tyrozynowg 1 i 3, ktéra poprzez przekaznik STAT 6
prowadzi do uruchomienia transkrypcji i w konsekwencji zwiekszonej produkcji IgE
(41).

IL5 réwniez jest produkowana przez limfocyty Th2 oraz przez eozynofile i komorki
tuczne. Odpowiada ona za wzrost i aktywacje eozynofilow (41, 90). Gen dla IL5
zlokalizowany jest na chromosomie 5q31.

Z kolei IL12 jest gtdwng cytoking indukujgcg odpowiedz typu Thl. Wydzielana jest
gtéwnie przez komorki prezentujgce antygen po kontakcie ze sktadnikami scian
komérkowych bakterii. Zbudowana jest z dwoch podjednostek: p35 i p40.
Odpowiada za aktywacje i proliferacje limfocytow T (gtébwnie Thl), wydzielanie
IFN-y i TNF oraz hamuje wydzielanie IgE. Gen kodujgcy IL12 znajduje sie na
chromosomie 5q31-33 (41).

IL13 wydzielana jest przez limfocyty B, komérki tuczne, eozynofile i makrofagi.
Wraz z IL4 bierze ona udziat w zjawisku class switching, nasilajgc produkcje IgE i
IgG4, ponadto aktywuje eozynofile i komorki tuczne. Gen dla tej interleukiny
znajduje sie na chromosomie 5931 (41).

Kolejng interleuking o potencjalnym znaczeniu w patogenezie astmy, wydzielang
m.in. przez komérki prezentujgce antygen jest IL15. Jej gen zlokalizowany jest na
chromosomie 4q31. Odpowiada ona za stymulacje komérek NK, limfocytoéw
cytotoksycznych i komorek tucznych oraz pobudza wydzielanie licznych cytokin
(41).

Rola IL18 (11g22.2-22.3) w patogenezie astmy oskrzelowej nie jest jeszcze w petni
wyjasniona, jednakze podejrzewa sie jej udziat w indukcji nadreaktywnosci drég

oddechowych. Ponadto nasila ona produkcje IFN-y przez limfocyty T i komorki NK
13
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(20). Wydzielana jest przede wszystkim przez makrofagi, komorki Kupffera oraz
keratynocyty i powstaje w wyniku dziatania kaspazy 1 na nieaktywny prekursor
(41).

Receptor dla IL18 (IL18-R) zlokalizowany jest na limfocytach Thl. Znane sg 2 typy
tego receptora: IL18-Ralfa i IL18-Rbeta odpowiadajgce pod wzgledem
strukturalnym i funkcjonalnym receptorom dla IL1 (IL1-R1 i IL1-R3). Gen receptora

IL18 znajduje sie na chromosomie 2q12 (41).

2.4. Charakterystyka kliniczna, rozpoznawanie i lec  zenie astmy

Objawy kliniczne astmy oskrzelowej dzieciecej w poszczegolnych grupach
wiekowych sg dos¢ zrdznicowane. Zwigzane jest to m.in. z odmiennosciami w
budowie i funkcji drog oddechowych. W grupie starszych dzieci astma przebiega
podobnie jak u dorostych, a wiec wystepuje kaszel, $wiszczgcy oddech, dusznosé,
czesto o charakterze napadowym. U dzieci miodszych gtdwng manifestacjg
choroby sg nawracajgce obturacyjne zapalenia oskrzeli (13). U wiekszosci dzieci
objawy astmy pojawiajg sie w pierwszych miesigcach lub latach zycia - u 80%
przed ukohczeniem 5. roku zycia. U 30% dzieci astma rozpoczyna sie w okresie
niemowlecym, a u 50% chorych przed ukonczeniem 2 roku zycia (11, 102).

Na wczesny poczagtek objawow mogg mie¢ wptyw czynniki genetyczne. Dowodzg
tego badania, przeprowadzone przez Hesselmara i wsp., ktérzy wykazali zwigzek
pomiedzy wczesnym poczagtkiem astmy a obcigzonym wywiadem rodzinnym (50).
Stwierdzili ponadto, iz dzieci o wcze$niejszym poczatku objawow astmy byly
bardziej podatne na nawracajgce infekcje uktadu oddechowego i czesciej
chorowaty na atopowe zapalenie skory. Z kolei Klinnert i wsp. potwierdzili zwigzek
pomiedzy wczesnym poczgtkiem objawow astmy (< 3 lat), a podwyzszonym
catkowitym stezeniem IgE i czestoscig infekcji uktadu oddechowego (80).
Podobnie jak wiekszos¢ choréb przewlektych, réwniez astma oskrzelowa
przebiega z okresami zaostrzen i remisji. Okresy zaostrzenia charakteryzuje
wystepowanie wyzej wymienionych objawow takich jak kaszel, dusznosc,
Swiszczgcy oddech, a takze zmniejszona tolerancja wysitku i uczucie ucisku w

klatce piersiowej. Objawy te mogg wystepowac zarowno pojedynczo, jak i tgcznie.
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Typowe jest wystepowanie objawow w godzinach nocnych i wczesnorannych.
Okresy remisji, czyli catkowicie wolne od objawow mogg trwac tygodnie, miesigce,
lata.

Z praktycznego punktu widzenia bardzo wazne znaczenie ma wykrywanie
czynnikow bezposrednio odpowiedzialnych za wywotywanie objawow, a wiec tak
zwanych czynnikbw spustowych. Czynniki te mozna podzieli¢ na fizyczne,
chemiczne, infekcyjne i psychogenne. W$rdd czynnikéw fizycznych mogacych
wyzwala¢ objawy astmy oskrzelowej wymienia sie wysitek, zanieczyszczenie
Ssrodowiska, pyly, substancje draznigce, wysokg lub niskg temperature. Grupa
czynnikdw chemicznych obejmuje toksyny egzogenne i endogenne, leki (wsrod
nich najczesciej wymieniane niesteroidowe leki przeciwzapalne) oraz alergeny
powietrznopochodne i prawdopodobnie réwniez pokarmowe. Wystepowanie
objawow astmy w zwigzku z ekspozycjg na alergeny wyrdznia chorych na astme
atopowg od chorych na astme nieatopowg, a pozostate czynniki majg znaczenie u
wszystkich chorych. Ws$réd alergendw powietrznopochodnych  zaostrzenia
najczesciej wywotujg  roztocza kurzu domowego (Dermatophagoides
pteronyssinus) i mgczne (Dermatophagoides farinae), pytki roslin (traw, drzew,
chwastow), siers¢ i naskorek zwierzat (kota, psa, swinki morskiej) oraz grzyby
plesniowe (34). W grupie dzieci w wieku szkolnym nadwrazliwos¢ na aeroalergeny
dotyczy nawet 26-32% populacji (63). Uczulenie na roztocza kurzu domowego
wystepuje u 15% dzieci, a na pytki traw u 11%, natomiast u chorych na astme
dodatni wynik testow skornych z alergenami Dermatophagoides uzyskano u 62%
badanych (63).

Czestos¢ zaostrzen astmy w przebiegu zakazen ukiadu oddechowego i zwigzek
pomiedzy wystgpieniem choroby a wirusowymi infekcjami drég oddechowych w
pierwszych miesigcach zycia potwierdzajg znaczenie czynnikdéw infekcyjnych w
patogenezie astmy. Najistotniejszg role w wywotywaniu zaostrzenia odgrywajg
zakazenia wirusowe (szczegodlnie RSV i rynowirusy), rzadziej bakterie
(Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae) (112).

Badania diagnostyczne, przeprowadzane w astmie oskrzelowej w celu
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potwierdzenia rozpoznania i monitorowania leczenia mozna podzielic na
nieinwazyjne i inwazyjne (biopsja btony sluzowej oskrzeli, ptukanie oskrzelowo -
pecherzykowe). Pierwsza grupa stanowi podstawe rutynowej diagnostyki. Zaliczajg
sie do niej badania czynnosciowe (spirometria, préby prowokacyjne i test
odwracalnosci obturacji), badania zmierzajgce do oceny nasilenia stanu zapalnego
w drogach oddechowych (plwocina indukowana, pomiar stezenia tlenku azotu w
powietrzu wydychanym, ocena kondensatu powietrza wydychanego) oraz badania
alergologiczne. Te ostatnie majg na celu ustalenie podtoza atopowego choroby i
identyfikacje alergenow, wywotujgcych u chorych objawy astmy. W rozpoznawaniu
uczulenia podstawg rutynowej diagnostyki sg punktowe testy skorne, a w
uzasadnionych sytuacjach wybiera sie oznaczanie catkowitego stezenia IgE oraz
stezen alergenowo-swoistych IgE.

W rozpoznaniu astmy oskrzelowej wazne znaczenie ma ustalenie czynnikow
ryzyka rozwoju choroby, stwierdzenie charakterystycznych objawéw, wykluczenie
innych przyczyn dolegliwosci oraz wykonanie badan dodatkowych, oceniajgcych
zaburzenia czynnosciowe ukiadu oddechowego, reakcje zapalng oskrzeli i
nadwrazliwos¢ na alergeny. Do najczestszych choréb, z ktorymi nalezy réznicowacé
astme oskrzelowg zaliczamy zakazenia uktadu oddechowego, zespoty aspiracyjne,
wady wrodzone uktadu oddechowego, wady wrodzone uktadu krgzenia,
mukowiscydoze, dysplazje oskrzelowo-ptucng, zespoty dyskinezy rzesek, chorobe
refluksowg przetyku i niedobory odpornosci.

Leczenie astmy oskrzelowej przebiega dwutorowo. Konieczne jest potgczenie
terapii przewlektej, ktorej celem jest uzyskanie kontroli choroby z leczeniem
zaostrzen. W leczeniu przewlektym stosuje sie wziewne glikokortykosteroidy
(WGKS), leki antyleukotrienowe, dtugodziatajgce beta2-sympatykomimetyki
(LABA), rzadko preparaty teofiliny o powolnym uwalnianiu, a w razie
niewystarczajgcych efektow glikokortykosteroidy podawane ogolnie. Ponadto w
przypadku waskiej grupy pacjentéw (dzieci > 12 roku zycia, u ktérych do
opanowania objawow choroby nie wystarczajg duze dawki wGKS w potgczeniu z
LABA) zastosowanie znalazt preparat omalizumab - monoklonalne przeciwciato
przeciw IgE. Jedyng jak dotgd metodg leczenia, modyfikujgcg naturalny przebieg
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choroby jest swoista immunoterapia alergenowa (SIT). Z kolei do opanowania
objawow choroby w przebiegu zaostrzenia stuzg krotko i szybko dziatajgce beta2-
sympatykomimetyki (SABA), leki antycholinergiczne i krétkotrwale stosowane
glikokortykosteroidy systemowe. w odniesieniu do preparatow
glikokortykosteroidowych, beta2-sympatykomimetykow (zaréwno SABA jak i
LABA) oraz lekow antycholinergicznych za najbardziej optymalng forme podania
uwazana jest droga inhalacyjna.

Leki z grupy glikokortykosteroidow podawanych ogoélnoustrojowo, zgodnie z
aktualnymi wytycznymi, znajdujg zastosowanie gtownie w leczeniu zaostrzen
astmy, natomiast w terapii przewlekiej zarezerwowane sg dla chorych z astmg o
ciezkim przebiegu (39). Badania Eisnera i wsp. dowodzg, iz koniecznosc¢
stosowania glikokortykosteroidow systemowych w przesziosci, jest istotnym

czynnikiem ryzyka hospitalizacji z powodu astmy (32).

2.5. Podziaty astmy

W literaturze istnieje kilka podziatow astmy oskrzelowej w zaleznosci od réznych
kryteriow. W oparciu o ocene skutecznosci aktualnego leczenia, wyrdzniono trzy
stopnie kontroli astmy . Na podstawie prezentowanych objawOw Kklinicznych i
wynikébw badan czynnosciowych uktadu oddechowego zdefiniowano astme
oskrzelowg kontrolowang, czesciowo kontrolowang i niekontrolowang. W pierwszej
objawy takie jak kaszel, dusznos¢ czy swiszczgcy oddech wystepujg rzadko (< 2x
na tydzien), nie powodujg ograniczenia codziennej aktywnosci pacjenta, a wyniki
spirometrii lub pomiary PEF mieszczg sie w granicach normy. U pacjentéw z astmg
czesciowo kontrolowang objawy kliniczne astmy wystepujg co najmniej 2 razy w
tygodniu i mogg powodowaé zaburzenia snu lub ograniczenie codziennej
aktywnosci chorego. W badaniach czynnosciowych chorzy uzyskujg wyniki ponizej
normy (PEF lub FEV1 ponizej 80% wartosci naleznej). Astma oskrzelowa
niekontrolowana charakteryzuje sie wystepowaniem jednoczesnie 3 lub wiecej
wymienionych wcze$niej objawdw. Zaréwno czesciowo kontrolowana, jak i
niekontrolowana astma jest wskazaniem do modyfikacji leczenia celem osiggniecia

optymalnego poziomu kontroli choroby. Opisywany podziat jest pochodng podziatu
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funkcjonujgcego wczesniej, opartego na stopniu ciezkosci choroby.
Ze wzgledu na stopie h ciezkosci choroby wyrézniamy astme oskrzelowg
sporadyczng, przewleklg lekka, przewlekta umiarkowang i przewlektg ciezka.
Klasyfikacji dokonuje sie biorgc pod uwage kryteria kliniczne (czestos¢ i rodzaj
objawéw) oraz parametry czynnosciowe (PEF i FEV1). Chorzy z astmg
sporadyczng przed rozpoczeciem leczenia prezentujg objawy choroby rzadziej niz
1 raz w tygodniu, a objawy nocne rzadziej niz 2 razy w miesigcu, ponadto
zaostrzenia sg krétkotrwate, a wartosci PEF lub FEV1 utrzymujg sie powyzej 80%,
z maksymalng zmiennoscig mniejszg niz 20%. Osoby te nie wymagajg
przewlektego leczenia, a jedynie doraznego stosowania lekdw z grupy SABA.
Astma przewlekta lekka charakteryzuje sie wystepowaniem zaostrzen czesciej niz
1 raz w tygodniu, ale nie codziennie, a objawOw nocnych czesciej niz 2 razy w
miesigcu. Wartosci PEF lub FEV1 w tej grupie chorych utrzymujg sie powyzej 80%,
natomiast zmiennos¢ tych parametrow miesci sie w granicach 20-30%. Astma
przewlekta umiarkowana charakteryzuje sie codziennym wystepowaniem objawow
chorobowych i objawami nocnymi czesciej niz 1 raz w tygodniu. Zaostrzenia mogg
zaburza¢ normalng aktywnos¢ chorego, a wartosci PEF lub FEV1 mieszczg sie w
granicach 60-80% wartosci naleznej, ze zmiennoscig wiekszg niz 30%. Astma
przewlekta ciezka prowadzi do ograniczenia aktywnosci fizycznej chorego, objawy
choroby wystepujg codziennie, zaostrzenia nocne sg czeste, a wartosci PEF lub
FEV1 spadajg ponizej 60% (39).
Liczne badania dowodzg, iz nie tylko wystepowanie astmy, ale i stopien ciezkosci
choroby w pewnej mierze jest uwarunkowany genetycznie (37, 67, 125, 134).
Thomsen i wsp. ustalili ponadto, iz czynnik genetyczny moze odpowiada¢ za
nasilenie poszczegolnych objawéw zwigzanych ze stopniem ciezkosci choroby,
takich jak swiszczgcy oddech i dusznosé¢, podczas gdy nie potwierdzono takiego
zwigzku dla kaszlu i uczucia ucisku w klatce piersiowej (134). Na stopienh ciezkosci
choroby wptywa takze stan ukiadu oddechowego, poziom przeciwciat, cytokin i
komorek zapalnych, nasilenie procesu zapalnego oraz odpowiedz na leczenie, a
dotychczasowe badania wskazujg, iz one rowniez mogg mie¢ podtoze genetyczne
(127).
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Ze wzgledu na etiopatogeneze i znaczenie reakcji nadwrazliwosci immunologicznej
wyrdznia sie astme alergiczng i niealergiczng lub czesciej astm e atopow 3 i
nieatopow g, biorgc pod uwage fakt, iz ocenie podlega gtéwnie alergia IgE-
zalezna. Astme nieatopowg charakteryzuje brak udziatu reakcji nadwrazliwosci
typu | w patogenezie choroby, ujemny wynik testow skornych i brak IgE swoistych
dla powszechnie wystepujgcych alergendéw. Astma atopowa zwigzana jest z
wystepowaniem innych chorob atopowych, dodatnim wynikiem punktowych testow
skornych lub obecnoscig alergenowo-swoistych przeciwciat IgE. Badania z
ostatnich lat wskazujg na mozliwos¢ wytgcznie miejscowej produkcji IgE w obrebie

btony sluzowej nosa lub oskrzeli (50).

* k% %

Przedstawione powyzej informacje wskazujg na ztlozong i wieloczynnikowg
patogeneze astmy oraz roznorodnos$¢ przebiegu Klinicznego. W oparciu o to
zrOznicowanie, astma postrzegana jest aktualnie nie jako jedna choroba, ale
zespot chorobowy obejmujgcy rézne fenotypy. Uwzgledniajgc genetyczne podioze
astmy ciekawym zagadnieniem wydaje sie by¢ ustalenie zwigzku pomiedzy
polimorfizmami wybranych gendéw a fenotypem astmy, wyrdéznianym na podstawie
udziatu atopii, stopnia ciezkosci i przebiegu klinicznego choroby. Dominujgca rola
zapalenia w patogenezie astmy uzasadnia podjecie badan w szczegolnosci nad
polimorfizmami genow cytokin, ktérych rola w tym zapaleniu jest potwierdzona.
Badania te oprocz wartosci poznawczej mogg by¢é takze przydatne w
prognozowaniu przebiegu choroby i ukierunkowaniu poszukiwania nowych

mozliwosci terapeutycznych.

19



3.

CELE | HIPOTEZY

CELE i HIPOTEZY

Cele

Analiza zwigzkdéw polimorfizmow gendw wybranych cytokin odgrywajgcych role w

patogenezie astmy oskrzelowej i ich receptorow z przebiegiem klinicznym choroby,

atopig i czynnoscig uktadu oddechowego:

1.

Analiza zwigzku wybranych polimorfizmoéw ze stopniem ciezkosci astmy
oskrzelowej, z wiekiem wystgpienia pierwszych objawéw choroby i z

koniecznoscig stosowania steroidoterapii ogolnej

Analiza badanych polimorfizméw w zaleznosci od podtoza atopowego astmy,
wystepowania innych choréb o podiozu atopowym w wywiadzie (atopowe
zapalenie skory, alergiczny niezyt nosa), uczulenia na alergeny
powietrznopochodne (pytki traw, Dermatophagoides farinae i/lub pteronyssinus)

i od catkowitego stezenia IgE w surowicy krwi

Analiza zwigzku wybranych polimorfizmow z wartoscig FEV1 (w okresie
bezobjawowym i w zaostrzeniu), z wynikiem testu prowokacji wysitkiem i ze
stezeniem NO w powietrzu wydychanym (FENO).

Hipotezy

1.

2.

3.

Wybrane polimorfizmy mogg wptywa¢ na przebieg astmy oskrzelowe] —

moment wystgpienia pierwszych objawow i ich nasilenie

Wybrane polimorfizmy moga by¢ powigzane z atopig i/lub wptywac¢ na rozwoj

choréb o podtozu atopowym

Wybrane polimorfizmy mogg korelowa¢ z czynnoscig ukfadu oddechowego,
oceniang za pomocg spirometrii, z nasileniem nadreaktywnosci drog
oddechowych, ocenianej za pomocg proby wysitkowej i z nasileniem reakciji

zapalnej, ocenianej przy pomocy pomiaru FENO.
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4. CHARAKTERYSTYKA GRUPY BADANEJ

Badaniem objeto 42 dzieci w wieku 5 -18 lat, chorujgcych na astme oskrzelowa, w
tym 33 na astme atopowg i 9 na astme nieatopowg. Srednia wieku wynosita 9,71
lat (x 3,98). W badanej grupie byto 16 dziewczynek (38%) i 26 chtopcow (62%).
Badani byli rekrutowani w Poradni Alergologicznej Szpitala Klinicznego im. K.
Jonschera Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu i Poradni Alergologicznej
Szpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu.

Warunkiem przystgpienia do badania byto wyrazenie pisemnej zgody przez rodzica
lub opiekuna prawnego oraz w przypadku dzieci > 15 r.z. rébwniez pacjenta na
udziat w badaniu, w tym wyrazenie zgody na badanie genetyczne. Przed
kwalifikacjg do badania u pacjentow wykluczono czynng i bierng ekspozycje na
dym tytoniowy w okresie ostatnich 2 lat poprzedzajgcych badanie.

Rozpoznanie astmy oskrzelowej postawiono na podstawie wywiadu, przebiegu
choroby, odpowiedzi na leczenie oraz wynikdbw badan dodatkowych. Poczatek
objawow miat miejsce $rednio w 4 r.z. (3,16 £ 2,84), a czas trwania choroby
wynosit od 1 do 15 lat (Srednio 6,55 + 3,62). Z wywiadu wynikato, ze wsrod
badanych z astmg oskrzelowg o podtozu atopowym objawy alergicznego niezytu
nosa prezentowato 26 dzieci (79%), alergiczne zapalenie skory wspotistniato u 23
pacjentdbw (70%), natomiast obie choroby réwnoczes$nie wystepowaty u 18
badanych (54%).

Ws$&rod dzieci zakwalifikowanych do badania wyodrebniono pacjentow z astmg
oskrzelowg o podtozu atopowym, uczulonych wytgcznie na pyiki traw (AT), z astmg
oskrzelowg o podtozu atopowym, uczulonych wytgcznie na roztocza kurzu (AR) i
dzieci z astmg oskrzelowg nieatopowg (NA). Podziatu tego dokonano na podstawie

wynikow testéw skornych i oznaczenia catkowitego stezenia IgE.
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Kryteria podziatu na podgrupy:

AT - dodatni wynik testow skérnych z alergenami pytkow traw i ujemny wynik
testow skérnych z alergenami roztoczy i innych podstawowych alergenéw — 11
pacjentéw

AR - dodatni wynik testow skérnych z alergenami roztoczy i ujemny wynik testow
skornych z alergenami pytkdw traw i innych podstawowych alergendw — 22
pacjentéw

NA - ujemny wynik testdbw skoérnych z podstawowymi alergenami, w tym
alergenami pytkOw traw i roztoczy oraz prawidtowe stezenie IgE catk — 9 pacjentéw

Wszyscy badani pacjenci otrzymywali preparat wGKS, a w grupie chorych na
astme o podtozu atopowym rowniez preparat przeciwhistaminowy. Preparaty LABA
stosowato 28 pacjentow, a leki antyleukotrienowe 21 pacjentéw, co stanowi
odpowiednio 67% i 50%. Steroidoterapii systemowej w okresach zaostrzen
wymagato 23 dzieci. Na podstawie przebiegu choroby i stosowanych dawek wGKS
(przeliczonych na budesonid) dzieci podzielono na podgrupy chorych na astme
przewlektg lekkg (<200mcg budesonidu na dobe) n=7, umiarkowang (200-400mcg
budesonidu na dobe) n=21 i ciezkg (>400mcg budesonidu na dobe) n=14.

Ogoblng charakterystyke badanej grupy przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Ogdlna charakterystyka badanej grupy

Cecha Jednostka Ogdtem AT AR NA
Pacjenci (n) 42 33 9
11 22
Pte¢
- chtopcy (n) 26 5 15 6
- dziewczynki (n) 16 6 7 3
Wiek (lata) 9,71 8,73 9,18 12,44
Poczatek choroby (rok zycia) 3,16 2,82 3,54 2,67
Czas trwania choroby (lata) 6,55 5,91 5,81 9,67
Stopien ciezkosci astmy
- lekka (n) 7 2 5 0
-umiarkowana (n) 21 7 12 2
- ciezka (n) 14 2 5 7
Leki przeciwhistaminowe (n) 39 11 22 6
Leki antyleukotrienowe (n) 21 3 10 8
LABA (n) 28 8 12 8
Koniecznos¢ steroidoterapii systemowej (n) 23 7 9 7
Wspdtistnienie alergicznego niezytu nosa (n) 26 11 15 0
Wspotistnienie atopowego zapalenia skory (n) 23 9 14 0
Wspotistnienie ANN i AZS jednoczesnie (n) 18 9 9 0
Stezenie catkowite IgE
- w granicach normy (n) 14 2 3 9
- powyzej normy dla wieku (n) 28 9 19 0
Stezenie catkowite IgE
- wartosc¢ $rednia (ku/l) - 139,91 | 318,79 41,8
-SD (F) - 151,25 | 559,90
Wynik testéw skérnych
- $rednia srednica bgbla <3 mm (n) 9 0 0 9
- $rednia $rednica bagbla 3 -6 mm (n) 22 6 16 0
- $rednia srednica bagbla > 6 mm (n) 11 5 6 0
Badanie spirometryczne (n) 32 7 17 8
Wartos¢ FEV1 w badaniu spirometrycznym
- < 80% naleznej wartosci (n) 4 0 2 2
- 81 - 90 % naleznej wartosci (n) 9 1 5 3
- >90% naleznej wartosci (n) 19 6 10 3
Préba wysitkowa (n) 14 4 10 -
Zmiennos¢ FEV 1 po prowokacji wysitkiem
-<5% (n) 11 4 7 -
-6-10% (n) 2 0 2 -
->10% (n) 1 0 1 -
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5.1. Metody kliniczne

-Wywiad:

U wszystkich chorych przeprowadzono standardowy wywiad lekarski. Szczegdlng
uwage zwracano na wystepowanie, nasilenie i sezonowos¢ objawow astmy, w tym
nawracajgce zapalenia oskrzeli, napadowy kaszel oraz epizody dusznosci i/lub
Swiszczgcego oddechu. Uwzgledniano rowniez takie dane jak wiek wystgpienia
pierwszych objawow, czas trwania choroby, obcigzenie rodzinne przewleklymi
chorobami ukfadu oddechowego i chorobami alergicznymi, wspdtistnienie innych
choréb o podiozu atopowym - atopowego zapalenia skory i alergicznego niezytu
nosa oraz stosowane leczenie w tym konieczno$¢ steroidoterapii systemowej w
przesztosci.

-Testy skorne:

Testy skorne wykonano metodg punktowg (ang. skin prick test). Przed
przystgpieniem do badania pacjenci przez okres 14 dni nie przyjmowali lekéw
przeciwhistaminowych. Zestaw diagnostyczny firmy Allergopharma zawierat
roztwory najbardziej powszechnych alergenéw wziewnych (D. pteronyssinus, D.
farinae, trawy, trawy/zboza, Alternaria, Cladosporium, drzewa, chwasty, siersci psa
i kota). Na czystg skore powierzchni zgieciowej przedramion naktadano krople
poszczegolnych ekstraktébw alergenowych, a nastepnie za pomocg lancetow o
dhugosci ostrza 1mm wykonywano nakiucie naskorka. Reakcje nadwrazliwosci na
alergen oceniano po 15 minutach za pomocg pomiaru wielkos¢ babla
pokrzywkowego — Srednia srednica bgbla o 3mm wieksza od kontroli negatywnej
uznawana byta za wynik dodatni. Warunkiem kwalifikacji chorego do grupy
badanej byta obecnos¢ reakcji skoérnej wytgcznie na D.pteronyssinus i/lub D.
farinae albo na pyiki traw.

-Spirometria:

Badanie czynnosciowe wykonano u pacjentow, ktorych wiek umozliwit podjecie

wymaganej wspotpracy. Przeprowadzono je w godzinach przedpotudniowych w
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Pracowni Badan Czynnosciowych Ukladu Oddechowego Szpitala Klinicznego im.
K. Jonschera Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
aparatem LungTest 1000. Badanie wykonywano w pozycji siedzgcej, z zalozonym
na nos klipsem, w statych warunkach otoczenia (wilgotnos¢ ponizej 50%,
temperatura powietrza 21-22°C). Badanie polegato na trzykrotnym wykonaniu
manewru natezonego wydechu, w czasie ktdrego rejestrowano predkosé¢ i objetosé
przeptywajgcego powietrza. Warunkiem akceptacji badania jest poprawnosc i
powtarzalno$¢ uzyskanych krzywych przeptyw-objetos¢. W spirometrii oceniano
nastepujgce parametry: VC - pojemnos¢ zyciowg ptuc, FEV1 - natezong objetos¢
wydechowg pierwszosekundowg, FEV1 / VC % - wskaznik odsetkowy stosunku
natezonej objetosci wydechowej pierwszosekundowej do pojemnosci zyciowej
ptuc, PEF - szczytowy przeptyw wydechowy, MEF 75, MEF 50, MEF 25 -
maksymalne przeptywy wydechowe podczas natezonego wydechu, odpowiednio
przy 75%, 50% i 25% pojemnosci zyciowej ptuc. Uzyskane wartosci odniesiono do
norm odpowiednich dla pici, wieku, wzrostu, masy ciata i rasy.

-Préba wysitkowa:

Badanie przeprowadzono w okresie bezobjawowym, w trakcie aktualnie
stosowanego wziewnego leczenia przeciwzapalnego, jednakze po uprzednim
odstawieniu lekow bronchodilatacyjnych (SABA przez 8 godzin, LABA i teofiliny
przez 48 godzin), przeciwhistaminowych (72 godziny) i antyleukotrienowych (przez
24 godziny). Przed przystgpieniem do badania wykluczano infekcje ukladu
oddechowego oraz choroby uktadu krgzenia i neurologiczne, mogace zagrazac
pacjentowi lub wplywa¢ na wynik badania. W badaniu spirometrycznym
wykonywanym bezposrednio przed przystgpieniem do proby wysitkowej pacjent
musiat uzyska¢ FEV1 powyze] 75% wartosci naleznej. Test wysitkowy
wykonywano w statych warunkach otoczenia (wilgotnosé ponizej 50%, temperatura
powietrza 21-22°C). Polegat on na biegu na biezni (w przypadku dzieci w wieku
ponizej 12 roku zycia przez 6 minut, u starszych przez 8 minut) z jednoczesnym
monitorowaniem  saturacji  hemoglobiny tlenem. Intensywno$¢  wysitku
utrzymywano na takim poziomie, aby uzyska¢ 80% tetna maksymalnego
naleznego dla danego pacjenta. Nastepnie oznaczano wymienione w poprzednim
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punkcie parametry w 5, 15 i 30 minucie po wysitku. Na podstawie uzyskanych
wynikdéw oceniano zmienno$¢ FEV1 w czasie proby wysitkowe;.

-Pomiar stezenia NO w powietrzu wydychanym (FENO):

Stezenie NO w powietrzu wydychanym mierzono metodg chemiluminescenciji
gazowej. Badanie przeprowadzono w godzinach przedpotudniowych w Pracowni
Badan Czynnosciowych Ukladu Oddechowego Szpitala Klinicznego im. K.
Jonschera Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu
aparatem NIOX-MINO firmy Aerocrine. Wykonywano je w pozycji siedzacej, w
statych warunkach otoczenia (wilgotno$¢ ponizej 50%, temperatura powietrza 21-
22°C, stezenie NO w powietrzu atmosferycznym ponizej 5ppb). Badanie polega na
wykonaniu kolejno maksymalnego wydechu poza ustnik aparatu, maksymalnego
wdechu powietrza pozbawionego NO przez ustnik aparatu, a nastepnie wykonanie
wydechu trwajgcego 6-10 sekund przez ustnik ze statym przeptywem powietrza
(45-55ml/s). Taki przeptyw powietrza zapewnia ci$nienie w drogach oddechowych
unoszgce podniebienie miekkie, co zapobiega przedostawaniu sie powietrza
atmosferycznego zawierajgcego NO z nosa do dolnych drog oddechowych. Zakres
pomiaru urzgdzenia miesci sie w granicach 5-300ppb NO. Wyniki zalezne sg od
wieku i wzrostu. Dla os6b < 12 r.z. wartosci od 5 do 20 ppb uznawane sg za

prawidtowe.

5.2. Metody laboratoryjne

-Pomiar catkowitego stezenia IgE:

Oznaczenie wykonano we krwi obwodowej pacjenta metodg
fluoroimmunoenzymatyczng (FEIA) za pomocg zestawu ImmunoCAP Total IgE
aparatem UniCAP 100 firmy Pharmacia Diagnostics AB. Zastosowana metoda
polega na reakcji pomiedzy mysimi przeciwciatami anty-IgE optaszczonymi na
fazie statej (celuloza) z zawartymi w surowicy pacjenta przeciwciatami IgE, a
uzyskany kompleks jest inkubowany z przeciwciatami drugorzedowymi anty-IgE,
skoniugowanymi z enzymem. Detekcji stezenia przeciwciat IgE w surowicy
pacjenta dokonuje sie za pomocg fluorescencji produktow reakcji enzymatycznej.

Zakres pomiaru urzgdzenia miesci sie w granicach 2-5000kU/l w nierozcienczonej
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prébce. Uzyskane wartosci odnoszono do norm wiekowych.

-Pomiar stezenia alergenowo-swoistych przeciwciat IgE:

Do badania pobrano 2ml krwi obwodowej pacjenta. Oznaczenie wykonano
aparatem UniCAP 100 firmy Pharmacia Diagnostics AB, metodg
fluoroimmunoenzymatyczng. Metoda ta wykorzystuje reakcje pomiedzy
specyficznymi alergenami optaszczonymi na fazie statej (celuloza) i alergenowo-
specyficznymi IgE (as-IgE), zawartymi w surowicy pacjenta. Dodanie do
utworzonych kompleksow przeciwcial anty-lgE skoniugowanych z enzymem
umozliwia pomiar fluorescencji produktow reakcji enzymatycznej. Zakres pomiaru
dla wykorzystanego zestawu diagnostycznego wynosi 0,35-100kU/l  w
nierozcienczonej probce.

Obie zastosowane metody charakteryzujg sie wysokg czutoscig, specyficznoscig
(nie stwierdzono reakcji krzyzowych z immunoglobulinami klasy A, D, M ani G przy

ich fizjologicznych stezeniach) i powtarzalnoscig (98%).

5.3. Metody molekularne

-Przygotowanie probek krwi pacjenta do badan molekularnych:

Polega ono na uzyskaniu frakcji komoérek jednojgdrzastych, z ktérych nastepnie
izoluje sie materiat genetyczny - kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA).
--Frakcjonowanie krwi:

Krew (objeto$¢ 4ml) zmieszang z antykoagulantem (0,5M EDTA, pH 8,0, objetos¢
4ml) podzielono na 2 porcje. Kazdg z nich delikatnie nawarstwiono na porcje
gradisolu-L  (objetos¢ 3ml). Nastepnie materiat odwirowano w rotorze
horyzontalnym (400 x g przez 40 minut w temperaturze 18°C przy funkciji
stopniowego przyspieszania i hamowania). Po odwirowaniu usunieto wierzchnig
warstwe plazmatyczng. Warstwe limfocytbw pozostawiono nienaruszong, a
nastepnie przeniesiono jg do nowej probowki wirbwkowej. Do przeniesionej frakciji
dodano roztwoér rownowazacy (objetosé ok. 6ml) i za pomocg pipety zawieszono
limfocyty. Materiat ponownie odwirowano (200 x g przez 15 minut w temperaturze
18°C przy funkcji stopniowego przyspieszania i hamowania). Nastepnie usunieto

supernatant i zawieszono osad komorkowy (limfocyty) w roztworze réwnowazgcym
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(objetos¢ 6ml). Uzyskany materiat odwirowano (200 x g przez 10-15 minut w
temperaturze 18°C przy funkcji stopniowego przyspieszania i hamowania).
Usunieto supernatant, a frakcje komorkowg zawieszono w roztworze
rownowazgcym (tak, by koncowa objetos¢ wynosita max 1,5ml). Materiat
przeniesiono do probowki eppendorfa i odwirowano jak poprzednio. Po usunieciu
supernatantu frakcje limfocytow zawieszono w ok. 50ul buforu rownowazacego i
dodano 5-10 objetosci RNAlater Stabilization Reagent. W wyniku tego procesu
uzyskano materiat do izolacji DNA
--lzolacja DNA:
Do izolacji materialu genetycznego wykorzystano zestaw AllPrep DNA/RNA Mini
Kit firmy Qiagen. Komorki zawieszone w RNAlater Stabilization Reagent
odwirowano (3000 x g przez 10 minut). Usunieto supernatant, a do pozostatej
frakcji komorek dodano 350ul buforu, zawierajgcego 1% B-merkaptoetanol. Po
wymieszaniu zawiesine pieciokrotnie przeciggnieto przez igle o srednicy
0,9mm.Uzyskany lizat przeniesiono na kolumne AllPrep DNA i odwirowano (8000 x
g przez 30 sekund). Nastepnie dodano bufor AW1 (500ul) z etanolem i ponownie
odwirowano (8000 x g przez 15 sekund). W kolejnym etapie do kolumny dodano
bufor AW2 (500ul) z etanolem, a uzyskany materiat réwniez umieszczono w
wirowce (przy maksymalnej predkosci przez 2 minuty). Nastepnie do kolumny z
DNA dodano 100ul buforu ekstrakcyjnego EB i po inkubacji (w temperaturze
pokojowej przez 1 min) materiat ponownie odwirowano (8000 x g przez 1 minute).
Uzyskany material genetyczny (DNA) poddano nastepnie analizie ilosciowej i
jakosciowej.
-Analiza ilo$ciowa i jakosciowa preparatow DNA na spektofotometrze:
Pomiar przeprowadzono przy trzech dtugosciach fali: 260nm, 280nm i 320nm,
ktére odnoszg sie odpowiednio do maksimum absorpcji dla DNA, dla biatek i do
wartosci absorpcji tta. Do obliczenia stezenia DNA wykorzystano wartosci
absorbancji przy dtugosci 260nm i 280nm, po odjeciu wartosci tta.
Analiza ilosciowa - stezenie DNA oblicza sie na podstawie zatozenia, ze 1
jednostka A260 odpowiada stezeniu 50ug/ml dwuniciowego DNA, ze wzoru:
SteZenie DNA (ug/ml) = (A260 — A320) x 50 x rozcienczenie
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Wszystkie proby do pomiaru stezenia DNA rozcienczano 100x.

Analiza jakosciowa — stuzy do okreslenia czystosci genomowego DNA, ktory
oblicza sie ze stosunku A260 / A280. Wartos¢ 1,5 oznacza obecnos¢ 50% biatka w
preparacie. Czystos¢ wyizolowanego do badan DNA byta wysoka i miescita sie w
granicach 1,8-2,0.

-Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR):

Wykorzystano 10yl mieszaniny zawierajgcej genomowe DNA (60ng), okreslony
starter (0,26uM), polimeraze (0,5U) oraz substraty (2,6mM dNTP) i substancje
buforujgce (22,5mM MgCI2, 75mM Tris-HCI przy pH=8,8 i 20mM [NH4]2S04).
Mieszaning te poddano szeregowi reakcji chemicznych w termocyklerze
Mastercycler firmy Eppendorf celem namnozenia fragmentéw DNA.

-Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR - RFLP):

Polega na analizie diugosci fragmentéw DNA, ktére powstajg po trawieniu
enzymami restrykcyjnymi z grupy endonukleaz. Enzymy te tng DNA w Scisle
okreslonych miejscach, po rozpoznaniu odpowiedniej sekwencji. W zaleznosci od
liczby miejsc restrykcyjnych i odlegtosci miedzy nimi uzyskujemy fragmenty DNA
roéznej diugosci. Metoda ta pozwala na identyfikacje polimorfizmu, jesli w efekcie
mutacji powstaje nowe miejsce restrykcyjne lub dochodzi do utraty poprzednio
istniejgcego miejsca. Allele danego polimorfizmu rozréznia sie na podstawie
wielkosci fragmentow DNA widocznych po rozdziale elektroforetycznym.

Do genotypowania wiekszosci analizowanych w pracy polimorfizmow
wykorzystano metode RFLP. Jedynym wyjagtkiem jest polimorfizm genu IL13
rs20541, do oznaczenia ktorego uzyto komercyjnie dostepnego zestawu starterow
i sond TagMan SNP Genotyping Assays (firmy Applied Biosystems) z uwagi na
brak enzymu, ktory pozwolitby na rozréznienie poszczegoélnych genotypow.
Sekwencje starterow oraz odpowiednie enzymy restrykcyjne pochodzity z danych
literaturowych Iub zostaly zaprojektowane przez dr n. med. Aleksandre
Szczepankiewicz przy uzyciu programu internetowego SNPcutter dostepnego na

stronie internetowej http://sky.bsd.uchicago.edu/SNP_cutter.htm. Ich opis zawarto

w tabelach ponizej (tabela 2.1 3.).
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-Elektoforeza pozioma:

W celu rozdziatu produktéow PCR — RFLP przeprowadzono elektroforeze w zelu
agarozowym w obecnosci markera wielkosci, pod napieciem 80-100V. Do detekcji
rozdzielonych fragmentow zastosowano bromek etydyny w swietle o dtugosci fali
260nm.

-Genotypowanie z sondami TagMan i Real-Time PCR:

Polimorfizm R113Q w genie IL13 oznaczono przy uzyciu komercyjnego zestawu
sond i starterow TagMan SNP Genotyping Assay, z zastosowaniem warunkéw
reakcji podanych przez producenta (Applied Biosystems). Do rozrdznienia
poszczegoblnych alleli w danej probce DNA wykorzystano znakowanie sond
barwnikami fluorescencyjnymi (VIC — allel A , FAM — allel G). W wyniku amplifikaciji
specyficznych fragmentow DNA (przy uzyciu aparatu HT7900 Real-Time PCR
system) mozliwy byt odczyt sygnatu fluorescencji dla poszczegolnych barwnikdw.

Na podstawie uzyskanych wynikow wyznaczono genotyp badanej probki.

Aby zapewni¢ wysokg wiarygodnos¢ uzyskiwanych wynikow kazda reakcja oprocz
oznaczanych préb zawierata réwniez kontrole dodatnig (prébka o znanym
genotypie) i kontrole ujemng (woda). Ponadto przeprowadzano dodatkowg
weryfikacje ponownie oznaczajgc genotypy wybranych probek oraz powtarzajgc

reakcje RFLP dla nie strawionych fragmentow DNA.

5.4. Metody statystyczne

Analize rozktadu czestosci genotypow przeprowadzono za pomocg pakietu
statystycznego Statistica v.8.0. stosujgc test x2 Pearsona, a analize rozkiadu
czestosci alleli z wykorzystaniem testu doktadnego prawdopodobienstwa Fishera.
Dla analiz przyjeto jako istotng statystycznie wartosci (p) ponizej 0,05. llorazy
szans (OR) oraz ich przedziaty ufnosci (Cl) dla tabel 2x2 przy obliczaniu alleli oraz
interakcji wyznaczono przy uzyciu programu GraphPad InStat3 dostepnego pod

adresem: http://www.graphpad.com.

Analize porownawczg sredniego wieku wystgpienia pierwszych objawow, srednich
wartosci  stezenia catkowitych IgE, wynikbw uzyskanych w badaniu
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spirometrycznym (FEV1%) oraz stezenia FENO w zaleznosci od genotypu
pacjenta przeprowadzono stosujgc jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA,
gdy dane byly zgodne z rozktadem normalnym (test Shapiro-Wilka) i po
sprawdzeniu jednorodnosci wariancji testem Levene’a. Srednie poréwnano testem

post-hoc Newmana-Keulsa.
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Tabela 2. Podsumowanie dotyczgce metod molekularnych

MATERIALY | METODY

Nazwa

Gen SNP ID . Zrodto Metoda Enzym
zwyczajowa
IL1B .511C/T (40) RFLP Ddel
IL4 rs2243250 | -590C/T (55) RFLP Avall
IL4-RA | rs1805010 | lle50Vval (55,98) RFLP Rsal
IL5 rs2069812 | -746C/T (98) RFLP Rsal
G378R
_11326/C 3) RFLP Avall
IL12
1188A/C (24) RFLP Tagl
rs1881457 | -1512A/C wlasne RFLP Ssil
opracowanie
IL13 rs1800925 | -1112C/T (98) RFLP BstUI
rs20541 R110Q - TagMan -
rs10519613 i wiasne | e p Dral
opracowanie
rs1057972 ; wiasne RFLP BseN|
opracowanie
IL15
($2254514 ] wiasne | poip Tasl
opracowanie
1510833 i wlasne | pr)p Bsp14071
opracowanie
IL18 rs549908 105A/C (89) RFLP Tagl
IL18-R | rs2270297 ; (125) RFLP BseNl
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Tabela 3. Sekwencje starterow badanych polimorfizmow

Gen

SNP ID

Nazwa
zZwyczajowa

Startery (Forward i Reverse)

IL1B

-511C/T

TGG CAT TGATCT GGT TCATC

GTT TAG GAATCTTCCCACTT

IL4

rs2243250

-590C/T

TAAACTTGGGAGAACATGGT

TGGGGAAAGATAGAGTAATA

IL4-R A

rs1805010

lle50Val

GGCAGGTGTGAGGAGCATCC

GCCTCCGTTGTTCTCAGGTA

ILS

rs2069812

-746C/T

GAAGGTATTGGCTCATAGTAC

GCTCATGAACAGAATACGTA

IL12

G378R
=1132G/C

GCCAGCCCGGGCTCAGAGCA

TCTTGCGGCGCAGTCAG

1188A/C

CTG ATC CAG GAT GAAAATTTG G

CCC ATG GCA ACT TGA GAG CTG G

IL13

rs1881457

-1512A/C

CATCTCCCGTTACATAAGGCCA

ACCCTCTCTGTCCACACTCGAA

rs1800925

-1112C/T

GGAATCCAGCATGCCTTGTGAGG

GTCGCCTTTTCCTGCTCTTCCCGC

rs20541

R110Q

C_ 2259921 10

IL15

rs10519613

CAAAGAATGTGAGGAACTGGAGG

CTGTTGACCTGCAGCATTGGTA

rs1057972

GCATTTGTTTAAGGGTGATAGTCAAA

GAAGAATTGTCTTGGGCCACAC

rs2254514

CTAGATTGTATTGTAGGAGGAAT

CTCAAAGCCACGGTAAATCCTT

rs10833

CTATATGTGAATCCTCTTCTGTA

GCCACCACCACCAAGATTTACT

IL18

rs549908

105A/C

TGTTTATTGTAGAAAACCTGGAATT

CCTCTACAGTCAGAATCAGT

IL18-R

rs2270297

GGGCTTCATTGTATGAACTGGG

AGGGAGAGAGAGGTTGAGGCAT




WYNIKI

6. WYNIKI

6.1. Analizowane polimorfizmy genéw

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) polega na substytucji jednej zasady
azotowej inng. Pomimo, iz nie kazda taka substytucja prowadzi do zmiany
kodowanego aminokwasu, to jednak warianty gendw mogg sie rézni¢ w zakresie
dziatania i odpowiedzi na rézne mechanizmy regulatorowe. W niniejszej pracy
analizowano 15 polimorfizmoéw w 9 genach wybranych interleukin i ich receptoréw,

zwigzanych z astmg i/lub alergig atopowa.

6.1.1. Gen IL1 B
-511 C/T

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) tyming (T) w pozycji -511
genu IL1 B w chromosomie 2. Produkt PCR wielkosci 360 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Ddel. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegélnym
allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci 140 pz i 160

pz., natomiast allel C za pomocg fragmentow 160 pz, 114 pz i 32 pz.
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Rycina 1. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym

genotypom polimorfizmu -511C/T. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA Ladder

6.1.2. Gen IL4
rs2243250

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) tyming (T) w pozycji -590
genu IL4 w chromosomie 5. Produkt PCR wielkosci 195 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Avall. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoinym
allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentdw o wielkosci 195 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentow 17 pz i 19 pz.
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Rycina 2. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym
genotypom polimorfizmu rs2243250. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder

6.1.3. Gen IL4-R A
rs1805010

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) guaning (G) w exonie 5 w
pozycji 35953 genu IL4-R A w chromosomie 16. Substytucja ta prowadzi do
zmiany sekwencji kodowanych aminokwasow (izoleucyny na waline). Znane sg
rowniez inne substytucje w tej pozycji - cytozyna (C) lub tymina (T) zamiast
adeniny (A), ktére rowniez prowadzg do zmiany aminokwasow (odpowiednio na
leucyne i fenyloalanine), jednakze tych wariantéw polimorficznych nie stwierdzono
w badanej populacji. Produkt PCR wielkosci 273 pz poddano dziataniu enzymu
restrykcyjnego — Rsal. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu elektroforetycznego
uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegélnym allelom. Allel A
identyfikowano obecnoscig fragmentéw o wielkosci 254 pz., natomiast allel G za

pomocg fragmentow 273 pz.
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Rycina 3. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym
genotypom polimorfizmu rs1805010. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder

6.1.4. Gen IL5
rs2069812

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji tyminy (T) cytozyng (C) w pozycji -746
genu IL5 w chromosomie 5. Produkt PCR wielkosci 133 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Rsal. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoinym
allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentdw o wielkosci 133 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentow 124 pz i 9 pz.

37



WYNIKI

Rycina 4. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegélnym
genotypom polimorfizmu rs2069812. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder

6.1.5 Gen IL12
G378R

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji guaniny (G) cytozyng (C) w pozycji 1132
genu IL12 w chromosomie 5. Substytucja ta prowadzi do zmiany sekwencji
aminokwasow (glicyny na arginine). Produkt PCR wielkosci 96 pz poddano
dziataniu enzymu restrykcyjnego — Avall. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegd6inym
allelom. Allel G identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci 96 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentoéw 55 pz i 41 pz.
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Rycina 5. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegdlnym
genotypom polimorfizmu G378R. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA Ladder

1188 A/IC

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) cytozyng (C) w regionie 3’
UTR w pozycji 1188 genu IL12 w chromosomie 5. Produkt PCR wielkosci 226 pz
poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego — Taqgl. Za pomocg metody RFLP i
rozdziatlu elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce
poszczegolnym allelom. Allel A identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci

226 pz., natomiast allel C za pomocg fragmentow 156 pz i 71 pz.
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Rycina 6. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym
genotypom polimorfizmu 1188A/C. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder.

6.1.6. Gen IL13
rs1881457

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) cytozyng (C) w regionie
promotera w pozycji -1512 genu IL13 w chromosomie 5. Produkt PCR wielkosci
395 pz poddano dziataniu restryktazy - Ssil. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegd6inym
allelom. Allel A identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci 98 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentoéw 21 pz i 77 pz.
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Rycina 7. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym
genotypom polimorfizmu rs1881457. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder

rs1800925

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) tyming (T) w pozycji -1112
genu IL13 w chromosomie 5. Produkt PCR wielkosci 247 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — BstUl. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczeg6inym
allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentdw o wielkosci 247 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentoéw 224 pz.
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Rycina 8. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegélnym
genotypom polimorfizmu rs1800925. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder

rs20541 (R110Q)

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) guaning (G) w pozycji 7100
nukleotydu 1L13 w chromosomie 5. Substytucja ta prowadzi do zmiany sekwencji
aminokwasow (glutaminy na arginine). Do analizy tego polimorfizmu wykorzystano
sondy i startery TagMan oraz metode PCR w czasie rzeczywistym. Allele
identyfikowano na podstawie barwnikéw fluorescencji uzytych do znakowania alleli.
Allel A wyznakowano za pomocg barwnika VIC, natomiast allel G za pomocg
barwnika FAM.
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6.1.7. Gen IL15
rs10519613

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji cytozyny (C) adening (A) w pozycji 83
genu IL15 w chromosomie 4. Produkt PCR wielkosci 500 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Dral. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoinym
allelom. Allel A identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci 327 pz, 109 pz i

64 pz, natomiast allel C za pomocg fragmentéw 391 pz i 109 pz.

Rycina 9. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegblnym
genotypom polimorfizmu rs10519613. Marker wielkosci Gene Ruler 50bp DNA
Ladder
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rs1057972

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) tyming (T) w pozycji 431 genu
IL15 w chromosomie 4. Produkt PCR wielkosci 497 pz poddano dziataniu enzymu
restrykcyjnego — BseNI. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu elektroforetycznego
uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegdélnym allelom. Allel A
identyfikowano obecnoscig fragmentow o wielkosci 232 pz, 156 pz i 89 pz i 20 pz,
natomiast allel T za pomocga fragmentéw 232 pz, 156 pz i 109 pz.

Rycina 10. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce
poszczegdblnym genotypom polimorfizmu rs1057972. Marker wielkosci Gene Ruler
50bp DNA Ladder
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rs2254514

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji tyminy (T) cytozyng (C) w pozycji -80 genu
IL15 w chromosomie 4. Produkt PCR wielkosci 101 pz poddano dziataniu enzymu
restrykcyjnego — Tasl. Za pomocg metody RFLP i rozdziatlu elektroforetycznego
uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoOlnym allelom. Allel C
identyfikowano obecnoscig fragmentu o wielkosci 101 pz, natomiast allel T za
pomocg fragmentéw 81 pz i 20 pz.

Rycina 11. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce
poszczegblnym genotypom polimorfizmu rs2254514. Marker wielkosci Gene Ruler
50bp DNA Ladder
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rs10833

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji tyminy (T) cytozyng (C) w pozycji 546
genu IL15 w chromosomie 4. Produkt PCR wielkosci 124 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Bspl4071. Za pomocg metody RFLP i rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoinym
allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentu o wielkosci 124 pz, natomiast

allel C za pomocg fragmentéw 104 pz i 20 pz.

Rycina 12. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce

poszczegbélnym genotypom polimorfizmu rs10833. Marker wielkosci Gene Ruler
50bp DNA Ladder
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6.1.8. Gen IL18
rs549908

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji adeniny (A) cytozyng (C) w pozycji 105
genu 1L18 w chromosomie 11. Produkt PCR wielkosci 148 pz poddano dziataniu
enzymu restrykcyjnego — Tagl. Za pomocg metody RFLP 1 rozdziatu
elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce poszczegoinym
allelom. Allel A identyfikowano obecnoscig fragmentéw o wielkosci 148 pz.,

natomiast allel C za pomocg fragmentoéw 123 pz i 25 pz.

Rycina 13. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce
poszczegblnym genotypom polimorfizmu rs549908. Marker wielkosci Gene Ruler
50bp DNA Ladder
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6.1.9. Gen IL18-R
rs2270297

Polimorfizm ten prowadzi do substytucji tyminy (T) cytozyng (C) w obrebie intronu
w pozycji 156 genu IL18-R w chromosomie 2. Produkt PCR wielkosci 307 pz
poddano dziataniu enzymu restrykcyjnego — BseNI. Za pomocg metody RFLP i
rozdzialu elektroforetycznego uzyskano fragmenty DNA odpowiadajgce
poszczegoélnym allelom. Allel T identyfikowano obecnoscig fragmentéw o wielkosci

169 pz., natomiast allel C za pomocg fragmentéw 147 pz i 22 pz.

Rycina 14. Na zdjeciu uwidoczniono fragmenty DNA odpowiadajgce

poszczegblnym genotypom polimorfizmu rs2270297. Marker wielkosci Gene Ruler
50bp DNA Ladder
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6.2. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmow ze stopniem ci

oskrzelowej

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow ze stopniem ciezkosci

WYNIKI

astmy oskrzelowej przedstawiono w tabeli 4.

ezkosci astmy

Tabela 4. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmow u pacjentow

z astmg o réznym stopniu ciezkosci

Gen Astma lekka umi::;?;ana Astma ciezka
p OR
SNP
n % n % n %
1T 3 42,86 11 52,38 7 58,33
IL1B Genotypy | CT 3 42,86 7 33,33 5 41,67 0,713
511C/T cC 1 14,29 3 14,29 0 0,00 1,076
Allele T 9 64,29 29 69,05 | 19 | 79,17 0.584
C 5 35,71 13 30,95 5 20,83 ’
1T 0 0,00 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy | CT 5 71,43 9 42,86 4 30,77 0,215
cC 2 28,57 12 57,14 9 69,23 2,209
rs2243250
Allele T 5 35,71 9 21,43 4 15,38 0331
C 9 64,29 33 78,57 | 22 | 84,62 ’
GG 3 42,86 6 28,57 25,00
14-R A Genotypy | AG 3 42,86 13 61,90 4 33,33 | 0,205
rs1805010 AA 1 14,29 2 9,52 5 41,67 2,559
Allele G 9 64,29 25 59,52 | 10 | 41,67 0.278
A 5 35,71 17 40,48 | 14 | 58,33 ’
1T 0 0,00 1 4,76 1 7,69
iL5 Genotypy | CT 3 42,86 7 33,33 3 23,08 | 0,866
cC 4 57,14 13 61,90 9 69,23 0,052
rs2069812
Allele T 3 21,43 9 21,43 5 19,23 0.974
C 11 78,57 33 78,57 | 21 | 80,77 ’
GG 3 42,86 11 52,38 4 30,77
1112 Genotypy | CG 3 42,86 6 28,57 8 61,54 | 0,452
5 5 [ess | 28 [eser |16 | eisd
Allele =TT 3571 | 14 | 3333 | 10 | 3846 | 1!
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AA | 3 | 4286 | 13 | 61,90 | 8 | 61,54
1112 Genotypy | AC 3 42,86 7 33,33 4 30,77 0,876
1188 A/C cC | 1 | 1429 1 | 476 | 1 | 7,69 1,198
Alele A 9 [ 6420 | 33 [ 7857 [ 20 [ 7692 |
c | 5 | 3571 | 9 | 21,43 | 6 | 2308 |
AA | 5 | 71,43 | 10 | 50,00 | 11 | 84,62
Genotypy | AC | 2 | 2857 | 7 | 3500 | 2 | 1538 | 0,230
i 1;L;13457 cc| o | 0,00 3 | 1500 | 0 | 0,00 6,287
Alele A 12| 8571 | 27 [ 67,50 | 24 | 92,31 | 0,043
C | 2 | 1429 | 13 | 3250 | 2 | 7,69
TT | 2 | 3333 | 4 | 2000 | 2 | 1538
13 Genotypy | CT | 1 | 16,67 | 12 | 60,00 | 7 | 53,85 | 0,422
51800925 e T ater 20 Taoo0 i1 Dazat v
Allele C | 7 | 5833 | 20 | 50,00 | 15 | 57,60 | 8%
AA | 0 | 0,00 6 | 2857 | 0 | 0,00
Genotypy | AG | 3 | 42,86 | 8 | 3810 | 3 | 23,08 | 0,050
rS;L01534 . GG | 4 | 5714 | 7 | 3333 | 10 | 76,92 10,478
Alele | A 3 | 2143 [ 20 [ 4762 | 3 | 11,58 | 0,005
G | 11 | 7857 | 22 | 52,38 | 23 | 88,46
cc | 6 100 19 | 9500 | 7 | 5385
IL15 Genotypy | AC 0 0,00 1 5,00 6 46,15 0,005
AA | 0 | 0,00 0 | 000 | 0 | 0,00 9,566
rs10519613
Allele c | 12 | 100 39 | 9750 | 20 | 7692 | o
A | 0| o000 1 | 250 | 6 | 23,08
TT | 2 | 3333 | 4 | 21,05 | 3 | 23,08
IL15 Genotypy | AT 3 50,00 14 73,68 5 38,46 0,155
1057075 AA | 1 | 16,67 1 | 526 | 5 | 3846 1,690
lele T | 7 [ 5833 [ 22 | 5789 |11 [ 4231
A A | 5 | 4167 | 16 | 4211 | 15 | 57,69 |
cC| 4 | 5714 | 10 | 5263 | 8 | 66,67
IL15 Genotypy | CT 2 28,57 9 47,37 2 16,67 0,249
rreaeia TT | 1 | 1429 | 0 | 000 | 2 | 1667 0,130
Allele c [ 10| 7143 | 29 [ 7632 | 18 | 7500 |
T | 4 | 2857 | 9 | 2368 | 6 | 2500 |
T | 0 | 0,00 2 | 1053 | 1 | 833
Genotypy | CT | 4 | 6667 | 11 | 57,89 | 8 | 66,67 | 0,927
IL15 cc| 2 | 3333 | 6 | 31,58 | 3 | 2500 0,235
rs10833 T | 4 | 3333 | 15 | 39,47 | 10 | 41,67
Allele 175 | 6667 | 23 | 60,53 | 14 | 5833 | U888
AA | 1 | 1667 | 8 | 4000 | 7 | 5833
L1 Genotypy | AC | 2 | 3333 | 9 | 4500 | 3 | 2500 | 0,250
e29908 cc| 3 | 5000 | 3 | 1500 | 2 | 16,67 4,846
Alele A | 4 [ 3333 [ 25 | 6250 | 17 | 70,83 | | .
c | 8 | 6667 | 15 | 3750 | 7 | 2917 |
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T 5 100 21 100 6 50,00
IL18-R Genotypy | CT 0 0,00 0 0,00 6 50,00 | 0,0004
rs2270297 cc| 0 0,00 0 0,00 0 0,00 14,114
Allele T 10 100 42 100 18 | 75,00 0.0000
C 0 0,00 0 0,00 6 25,00 !

Rozktad genotypow i alleli analizowanych polimorfizméw pomiedzy dzie¢mi z
réznym stopniem ciezkosci astmy oskrzelowej (lekkim, umiarkowanym i ciezkim)
roznit sie w sposob istotny statystycznie dla 4 polimorfizméw. Polimorfizmy, dla
ktorych stwierdzono istotng statystycznie asocjacje z ciezkoscig choroby to
rs1881457 i rs20541 w genie IL13, rs10519613 w genie IL15 oraz rs2270297 w
genie IL18-R. Analizujgc korelacje pomiedzy trzecim polimorfizmem a stopniem
ciezkosci choroby wykazano czestsze wystepowanie allelu A oraz genotypu
heterozygotycznego polimorfizmu rs10519613 genu IL15 u 0sOb z astmg ciezka.
W czwartym z wymienionych SNPOw stwierdzono czestsze wystepowanie allelu C
lub genotypu heterozygotycznego dla astmy ciezkiej. W badanej populacji dla
zadnego z wymienionych SNP nie stwierdzono wystepowania drugiego genotypu
homozygotycznego (CC dla rs2270297 i AA dla rs10519613) ze wzgledu na
mniejszg czestos¢ tych wariantbw w populacji ogélnej. Pozostatymi sposrod
polimorfizmow, dla ktérych stwierdzono istotng statystycznie réznice pomiedzy
czestoscig wystepowania poszczegolnych alleli a stopniem ciezkosci astmy
oskrzelowej byly rs1881457 i rs20541 (R110Q). Dla pierwszego z tych dwdch
polimorfizmow stwierdzono znacznie wiekszg czesto$¢ wystepowania allelu C, a
dla drugiego — allelu A w grupie chorych z astmg o umiarkowanym stopniu
ciezkosci. Dla pozostatych analizowanych polimorfizmow nie zaobserwowano

istotnych asocjacji ze stopniem ciezkosci choroby.
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6.3. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmow z wiekiem wyst  gpienia

pierwszych objawow choroby

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow z wiekiem wystgpienia

pierwszych objawdw astmy przedstawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Analiza poréwnawcza genotypdw wybranych polimorfizméw z wiekiem

wystgpienia pierwszych objawdw choroby

Sredni wiek
Gen wystapienia
SNP Genatypy n pierwszych objawéw sb P
(lata)
T 21 2,87 2,93
e 0,436
-511C/T cr 15 2,60 1,45 )
cc 4 4,50 4,12
T - ; -
o cT 18 7,89 23,30 0,356
rs2243250 ’ , ,
cc 23 3,31 3,07
IL4-R A GG 12 3,75 3,17
rs1805010 AG 20 2,55 2,14 0,436
AA 8 2,65 2,80
IL5 T 2 2,10 2,69
T 13 2,92 2,63 0,742
rs2069812 o = 2 2
GG 18 2,22 1,93
IL12
G378R G 17 9,31 23,86 0,390
cc 6 3,33 1,21
1112 AA 24 3,26 3,03
1188 A/C AC 14 9,36 26,41 0,499
cc 3 3,00 3,46
AR 26 6,78 19,42
oy AC 11 3,18 2,44 0,766
rs1881457 ’ ’ ,
cc 3 2,00 1,73
il 8 2,50 2,45
o cT 20 7,95 22,09 0,628
r51800925 7 ’ ’
cc 11 3,29 2,43
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1113 AA 6 3,33 3,27
rs20541 AG 14 2,59 1,97 0,609
GG 21 7,71 21,56
cc 32 6,15 17,50
IL15 v : o35 75 .
rs10519613 , ) )
AA i ; )
T 9 2,44 1,74
IL15
rs1057972 AT 22 7,32 21,08 0,675
AA 7 2,60 2,96
IL15 cc 22 6,91 21,10 0824
152254514 Sl 15 3,92 3.64 :
L 3 2,33 0,58
T 3 1,33 0,58
IL15
rs10833 €T 23 2,75 2,62 0,303
cc 11 11,73 29,67
AA 16 9,26 24,65
1118
rs549908 AC 14 3,64 2,62 0,494
cc 8 1,88 1,13
IL18-R T 32 3,09 2,79
rs2270297 El 6 18,20 40,58 0,033

Poréwnujac sredni wiek wystgpienia pierwszych objawow choroby w zaleznosci od
genotypéw analizowanych polimorfizméw, stwierdzono istotne statystycznie
réznice dla polimorfizmu rs2270297 w genie IL18-R. U pacjentdw z genotypem
heterozygotycznym CT pierwsze objawy choroby odnotowywano w znacznie
pbézniejszym wieku niz u dzieci z genotypem TT. Genotyp CC byt nieobecny w
analizowanej grupie dzieci. Dla pozostatych polimorfizméw nie zaobserwowano

istotnych statystycznie roznic.
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6.4. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmow z konieczno  $cig stosowania

steroidoterapii systemowe]

Wyniki analizy asocjacyjnej badanych polimorfizmow z koniecznoscig stosowania

terapii glikokortykosteroidami systemowymi w wywiadzie przedstawiono w tabeli 6.

Tabela 6. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmow u pacjentow

z astmg w zaleznosci od koniecznosci stosowania steroidéw systemowych w

leczeniu
Gen steroidoterapia w wywiadzie
SNP nie tak P OR
n % n %
T 10 52,63 11 52,38
118 Genotypy CcT 7 36,84 8 38,10 0,993
511/ cC 2 10,53 2 9,52 0,981
Allele 27 71,05 30 71,43 1,000
C 11 28,95 12 28,57 ’
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 7 36,84 11 50,00 0,397
(52243250 cC 12 63,16 11 50,00 0,677
Allele T 7 18,42 11 25,00 0.595
C 31 81,58 33 75,00 ’
GG 3 15,79 9 42,86
4R A Genotypy AG 12 63,16 8 38,10 0,157
rs1805010 AA 4 21,05 4 19,05 0,553
Allele G 18 47,37 26 61,90 0.260
A 20 52,63 16 38,10 ’
T 2 10,53 0 0,00
IL5 Genotypy CT 4 21,05 9 40,91 0,155
r$2069812 cC 13 68,42 13 59,09 1,037
Allele T 8 21,05 9 20,45 1,000
C 30 78,95 35 79,55 ’
GG 6 31,58 12 54,55
1112 Genotypy CG 10 52,63 7 31,82 0,313
G378R cC 3 15,79 3 13,64 0,576
Allele G 22 57,89 31 70,45 0,256
C 16 42,11 13 29,55 ’
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AA 11 57,89 13 | 59,09
1112 Genotypy AC 7 36,84 7 31,82 0,868
1188 A/C cc 1 5,26 2 9,09 1,074
Allele A 29 76,32 33 [ 7500 | |
C 9 23,68 11 | 25,00 ’
AA 9 50,00 17 | 77,27
1113 Genotypy AC 7 38,89 4 18,18 0,197
cc 2 11,11 1 4,55 0,358
rs1881457
Allele A 25 69,44 38 | 8636 | 0,098
C 11 30,56 6 13,64
T 4 22,22 4 19,05
1113 Genotypy CT 6 33,33 14 66,67 0,072
51800925 T T s [ o e
Allele C 22 61,11 20 | 4762 | »%1
AA 2 10,53 4 18,18
Genotypy AG 8 42,11 6 27,27 | 0,558
rs;LO1534 . GG 9 47,37 12 | 5455 0,989
Allele A 12 31,58 14 | 31,82 | 1,000
G 26 68,42 30 | 68,18
cc 14 82,35 18 | 81,82
1L15 Genotypy 22 3 1076605 g 1086108 0,966 o33
rs10519613 Alele C 31 | 9118 | 40 | 9091 | o
A 3 8,82 4 9,09 ’
T 5 29,41 4 19,05
1L15 Genotypy AT 8 47,06 14 66,67 0,476
AA 4 23,53 3 14,29 1,023
rs1057972
Allele T 18 52,94 22 | 5238 | o
A 16 47,06 20 | 47,62 ’
cc 11 68,75 11 | 50,00
1L15 Genotypy CT 4 25,00 9 40,91 0,511
T 1 6,25 2 9,09 1,817
rs2254514
Allele C 26 81,25 31 | 7045 | .
T 6 18,75 13 | 29,55 ’
T 3 18,75 0 0,00
1L15 Genotypy CT 9 56,25 14 66,67 0,116
10843 cc 4 25,00 7 33,33 1,763
Allele T 15 46,88 14 | 3333 |
C 17 53,12 28 | 66,67 ’
AA 8 47,06 8 38,10
Genotypy | AC 5 29,41 9 42,36 | 0,694
IL18 cC 4 23,53 4 19,05 1,098
rs543308 A 21 61,76 | 25 | 59,52
Allele C 13 38,24 17 | 048 | 000
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T 15 88,24 17 80,95
IL18-R Genotypy CT 2 11,76 4 19,05 0,540
(52270297 cC 0 0,00 0 0,00 1,684
Allele T 32 94,12 38 90,48 0685
C 2 5,88 4 9,52 ’

Rozktad genotypow analizowanych polimorfizméw ws$réd pacjentow, ktérzy w
przesztosci wymagali stosowania terapii glikokortykoidami systemowymi w
leczeniu astmy oskrzelowej w porownaniu z pacjentami, ktorzy nie wymagali
takiego leczenia w ciggu ostatnich 2 lat nie wykazat Zadnych istotnych

statystycznie réznic.

Poréwnujgc  czestos¢ alleli analizowanych polimorfizméw  réwniez nie
zaobserwowano istotnych asocjacji dla zadnego sposrod analizowanych wariantéw

genow.
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6.5. Analiza badanych polimorfizméw u chorychna a  stma atopow g i

nieatopow 3

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow u pacjentow z astmg

atopowg w poréwnaniu z pacjentami z astmg nieatopowg przedstawiono w tabeli7.

Tabela 7. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizméw u pacjentow
Z astmg atopowa i nieatopowg

Astma
Gen Astma atopowa .
nieatopowa p OR
SNP
n % n %
T 16 48,48 5 71,43
Genotypy CT 13 39,39 2 28,57 0,447
It18 cC | 4 12,12 0 0,00 2 800
-511C/T ’
T 45 68,18 12 85,71
Allele 0,329
C 21 31,82 2 14,29
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy | CT 17 51,52 1 12,50 0,046
(52243250 cC 16 48,48 7 87,50 0,192
T 17 25,76 1 6,25
Allele 0,174
C 49 74,24 15 93,75
GG 12 36,36 0 0,00
IL4R A Genotypy | AG 18 54,55 2 28,57 0,0006
rs1805010 AA 3 9,09 5 71,43 0,09
G 42 63,64 2 14,29
Allele 0,0009
A 24 36,36 12 85,71
T 1 3,03 1 12,50
s Genotypy | CT 11 33,33 2 25,00 0,515
r$2069812 CcC 21 63,64 5 62,50 1,359
T 13 19,70 4 25,00
Allele 0,732
C 53 80,30 12 75,00
GG 15 45,45 3 37,50
1112 Genotypy CG 12 36,36 5 62,50 0,271
G378R cC 6 18,18 0 0,00 1,257
G 42 63,64 11 68,75
Allele 0,778
C 24 36,36 5 31,25
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AA | 20 | 6061 | 4 50,00
1112 Genotypy AC 11 33,33 3 37,50 0,771
1188 A/C cc | 2 6,06 1 12,50 0,647
A | 51| 7727 | 11 68,75
Allele 0,522
c | 15 | 22,73 5 31,25
AA | 18 | 56,25 8 100
Genotypy AC 11 34,38 0 0,00 0,067
IL13 cc | 3 9,38 0 0,00 12,158
rs1881457
Allele A | 47 | 7344 | 16 100 0,017
C | 17 | 2656 | o 0,00
T | 6 19,35 2 25,00
1113 Genotypy CT 16 51,61 4 50,00 0,933
51800925 o T aete T s T 000 o
Allele C | 34 | 5484 | 8 50,00 0,783
AA | 6 18,18 | 0 0,00
Genot AG | 13 | 3939 1 12,50 0,068
IL13 b 66 | 14 | 4242 7 87,50 ' 0,109
rs20541 ! .
A | 25 | 37,88 1 6,25 0,016
Allele
G | 41 | 6212 | 15 93,75
cC | 28 | 9032 | 4 50,00
1L15 Genotypy AC 3 9,68 4 50,00 0,008
10519613 AA | O 0,00 0 0,00 0,152
Allele C | 59 | 9516 | 12 75,00 0,02
A 3 4,84 4 25,00
T | 7 23,33 2 25,00
1L15 Genotypy AT 19 63,33 3 37,50 0,254
AA | 4 13,33 3 37,50 0,636
rs1057972
Allele T | 33 | 5500 | 7 43,75 0574
A | 27 | 4500 | 9 56,25 ’
cC | 17 | 5484 | s 71,43
L1 Genotypy | CT | 12 | 3871 1 14,29 0,425
r$2254514 TcT 426 7644159 111 ;gé? e
Allele T | 16 | 2581 | 3 21,43 1,000
T | 2 6,67 1 14,29
Genotypy CT 19 63,33 4 57,14 0,800
IL15 cc | 9 | 3000 | 2 28,57 1,207
rs10833 T 23 | 38,33 6 42,86
Allele c | 37 | 6167 | 8 57,14 0,769
AA | 11 | 3548 | 5 71,43
Genotypy | AC | 13 | 41,94 1 14,29 0,209
IL18 cc | 7 22,58 1 14,29 2,829
rs543308 A 35 | 5645 | 11 78,57
Allele c | 27 | 4355 | 3 21,43 0,145
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TT | 29 | 96,67 3 37.50
IL18-R Genotypy CT 1 3,33 5 62,50 0,00005
r$2270297 cc | 0 0,00 0 0,00 0,037
Allele T | 59 | 9833 | 11 6875 | 0 oota
C 1 1,67 5 31,25 .

Rozktad genotypdéw analizowanych polimorfizmow roznit sie w sposob istotny
statystycznie po porOéwnaniu grupy pacjentow z astmg atopowg z chorymi na
astme bez podtoza atopowego w przypadku 4 polimorfizmow: rs2243250 genu L4,
rs1805010 genu IL4-R A, rs10519613 genu IL15 i rs2270297 genu IL18-R. Dla
pierwszego z nich stwierdzono istotnie czestsze wystepowanie genotypu CT u
chorych z astmg atopowa, w poréwnaniu z chorymi na astme nieatopowg. Réwniez
w przypadku rs1805010 genu IL4-R A stwierdzono znaczng przewage genotypow
AG i GG w grupie chorych na astme atopowg. Z kolei w analizie rs2270297 genu
IL18-R stwierdzono wystepowanie genotypu TT u prawie wszystkich pacjentow, u
ktorych choroba ma podtoze atopowe. Podobng zaleznosc¢ stwierdzono takze dla

genotypu CC wariantu genu 1L15 rs10519613.

Poréwnujgc czestos¢ alleli analizowanych polimorfizméw miedzy grupg pacjentow
z astmg atopowg a grupg pacjentéw z astmg nieatopowg dla wiekszosci z nich
rébwniez nie zaobserwowano istotnych roznic. Statystyczne znaczenie mialo 5
SNP: rs1881457 genu IL13 (u chorych z astmg nieatopowg nie stwierdzono
wystepowania allelu C ), rs20541 genu IL13 (w astmie nieatopowej zdecydowana
przewaga allelu G) oraz wymienione wczes$niej rs1805010 genu IL4-RA (zwigzek
allelu A z astmg nieatopowg), rs10519613 genu IL15 i rs2270297 genu IL18-R

(zwigzek odpowiednio allelu C i allelu T z astmg atopowa).
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6.6. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw z wyst  epowaniem

atopowego zapalenia skory (AZS) u chorych na astm e atopow a

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizméw z AZS w wywiadzie

przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmow u pacjentow
z astmg atopowg w zaleznos$ci od wystepowania AZS w wywiadzie

AZS w wywiadzie
Gen "
SNP nie tak o] OR
n % n %
TT 4 40,00 12 52,17
1B Genotypy CcT 5 50,00 8 34,78 0,713
511C/T CC 1 10,00 3 13,04 0,812
Allele T 13 65,00 32 69,57 0.777
C 7 35,00 14 30,43 !
TT 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 2 20,00 15 65,22 0,017
152243250 CC 8 80,00 8 34,78 0,229
Allele T 2 10,00 15 32,61 0.069
C 18 90,00 31 67,39 ’
GG 4 40,00 8 34,78
1L4-R A Genotypy AG 5 50,00 13 56,52 0,942
rs1805010 AGA 113 :3(5)’88 229 683:70(11 o
Allele A 7 | 3500 | 17 36,96 1,000
TT 0 0,00 1 4,35
IL5 Genotypy CT 4 40,00 7 30,43 0,720
152069812 CC 6 60,00 15 65,22 1,028
Allele T 4 20,00 9 19,57 1,000
C 16 80,00 37 80,43 ’
GG 3 30,00 12 52,17
1112 Genotypy CG 3 30,00 9 39,13 0,097
G378R CC 4 40,00 2 8,70 0,322
Allele G 9 45,00 33 71,74 0.052
C 11 55,00 13 28,26 ’
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AA 5 50,00 15 65,22
1112 Genotypy AC 4 40,00 7 30,43 0,662
1188 A/C cC 1 10,00 1 4,35 0,567
Allele A 14 70,00 37 80,43 0358
C 6 30,00 9 19,57 ’
AA 6 60,00 12 54,55
1113 Genotypy AC 4 40,00 7 31,82 0,464
ccC 0 0,00 3 13,64 1,677
rs1881457
Allele A 16 80,00 31 70,45 0,547
C 4 20,00 13 29,55
T 0 0,00 6 28,57
1113 Genotypy CT 6 60,00 10 47,62 0,160
T om0 |2 [ eaas
Allele C [ 14 | 7000 | 20 | a762 | O
AA 0 0,00 6 26,09
Genotypy AG 3 30,00 10 43,48 0,064
rsI2L015341 GG 7 70,00 7 30,43 0,192
Allele A 3 15,00 22 47,83 0,013
G 17 85,00 24 52,17
cC 9 90,00 19 90,48
IL15 Genotypy AC 1 10,00 2 9,52 0,967
rs10519613 AA 0 0,00 0 0,00 0,950
Allele C 19 95,00 40 95,24 1,000
A 1 5,00 2 4,76 ’
T 2 20,00 5 25,00
IL15 Genotypy AT 6 60,00 13 65,00 0,742
AA 2 20,00 2 10,00 0,739
rs1057972
Allele T 10 50,00 23 57,50 0,595
A 10 50,00 17 42,50 ’
cC 4 44,44 13 59,09
IL15 Genotypy CT 4 44,44 8 36,36 0,676
T 1 11,11 1 4,55 0,588
rs2254514
Allele C 12 66,67 34 77,27 0.523
T 6 33,33 10 22,73 ’
T 0 0,00 2 9,09
IL15 Genotypy CT 7 87,50 12 54,55 0,241
rs10833 cC 1 12,50 8 36,36 1,361
Allele T 7 43,75 16 36,36 0,765
C 9 56,25 28 63,64 ’
AA 5 50,00 6 28,57
Genotypy AC 4 40,00 9 42,86 0,382
IL18 CcC 1 10,00 6 28,57 2333
rs549908 A 14 70,00 21 50,00 ’
Allele C 6 | 3000 | 21 | so00 | 7
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IL18-R
rs2270297

T 9 100 20 95,24
Genotypy CT 0 0,00 1 4,76 0,506
cC 0 0,00 0 0,00
T 18 100 41 97,62
Allele C 0 0,00 1 238 1,000

1,337

Rozktad genotypow analizowanych polimorfizméw z uwzglednieniem podziatu

pacjentéw na tych, ktdrzy w przeszitosci prezentowali objawy atopowego zapalenia

skory oraz takich, u ktorych tych objawow dotychczas nie stwierdzano wykazat

istotng statystycznie réznice jedynie dla polimorfizmu IL4 rs2243250, dla ktérego

zaobserwowano, ze genotyp CT zdecydowanie czesciej wystepowatl u oséb, u

ktorych stwierdzano zmiany skérne.

Poréwnujgc czestos¢ alleli analizowanych polimorfizmoéw zaobserwowano istotng

statystycznie réznice dla polimorfizmu IL13 rs20541, a allelem zwigzanym z

objawami atopowego zapalenia skéry w wywiadzie okazat sie allel A.
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6.7. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw z wyst  epowaniem

alergicznego nie zytu nosa (ANN) u chorych na astm e atopow g

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow z ANN w wywiadzie
przedstawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmow u pacjentow
z astmg atopowg w zaleznosci od wystepowania ANN w wywiadzie

ANN w wywiadzie
Gen - K OR
SNP nie ta o]
n % n %
T 3 4286 | 13 50,00
1B Genotypy | CT 3 4286 | 10 3846 0,942
S1C/T T s T eass | 36 T 6a23 e
Allele C 5 3571 | 16 30,77 0,753
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 5 71,43 12 46,15 0,235
1242250 cc 2 2857 | 14 53,85 1,852
Allele T 5 3571 | 12 23,08 0401
C 9 6429 | 40 76,92 ’
GG 4 5714 3 30,77
ana | Genotypy | AG 2 2857 | 16 61,54 0,300
1805010 AGA 110 ;i'iz 322 671'6594 e
Allele A 4 2857 | 20 3846 0,550
T 0 0,00 1 385
s Genotypy | CT 2 2857 9 3462 0,813
0ce8l cc 5 7143 | 16 61,54 0,621
Allele T 2 1429 | 11 21,15 0718
C 12 | 8571 | 41 78,85 ‘
GG 3 4286 | 12 46,15
12 Genotypy | CG 2 2857 | 10 3846 0,709
G378R & T8 T 5706 |3 T 6as o
Allele C 6 428 | 18 3462 0,785
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AA 5 71,43 15 57,69
1112 Genotypy AC 2 28,57 9 34,62 0,680
1188 A/C cC 0 0,00 2 7,69 2,000
Allele A 12 85,71 39 75,00 0.494
C 2 14,29 13 25,00 ’
AA 2 28,57 16 64,00
Genotypy AC 4 57,14 7 28,00 0,246
rslfISL8113457 cC 1 14,29 2 8,00 0,376
Allele A 8 57,14 39 78,00 0,170
C 6 42,86 11 22,00
T 1 14,29 5 20,83
1113 Genotypy CT 5 71,43 11 45,83 0,476
T e o e
Allele C 7 [ 5000 | 27 | 5625 | 7%
AA 1 14,29 5 19,23
Genotypy AG 3 42,86 10 38,46 0,950
rsI2L015341 GG 3 42,86 11 42,31 0,888
Allele A 5 35,71 20 38,46 1,000
G 9 64,29 32 61,54
cC 6 85,71 22 91,67
s | Sy [ac 4 faes o [es ] o9 |
rs10519613 Alele c 13 | 928 | 46 | 958 | ..
A 1 7,14 2 4,17 ’
T 2 28,57 5 21,74
IL15 Genotypy AT 4 57,14 15 65,22 0,919
AA 1 14,29 3 13,04 1,120
rs1057972
llele T 8 57,14 25 54,35 1,000
A A 6 42,86 21 45,65 ’
cC 4 57,14 13 54,17
IL15 Genotypy CT 2 28,57 10 41,67 0,574
T 1 14,29 1 4,17 0,833
rs2254514
Allele C 10 71,43 36 75,00 0.743
T 4 28,57 12 25,00 ’
T 0 0,00 2 8,70
IL15 Genotypy CT 4 57,14 15 65,22 0,558
rs10833 cC 3 42,86 6 26,09 0,568
Allele T 4 28,57 19 41,30 0534
C 10 71,43 27 58,70 ’
AA 1 14,29 10 41,67
Genotypy AC 4 57,14 9 37,50 0,409
IL18 cc 2 28,57 5 20,83 0,491
rs549908 A 6 | 428 | 29 | 6042
Allele 0,359
C 8 57,14 19 39,58
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IL18-R
rs2270297

T 7 100 22 95,65
Genotypy CT 0 0,00 1 4,35 0,575
CcC 0 0,00 0 0,00
T 14 100 45 97,83
Allele C 0 0,00 1 217 1,000

1,593

Rozktad genotypoéw analizowanych polimorfizmow z uwzglednieniem podziatu

pacjentow na tych, ktérzy w przesziosci prezentowali objawy alergicznego niezytu

nosa oraz takich, u ktérych tych objawéw dotychczas nie stwierdzano nie wykazat

istotnych statystycznie r6znic dla zadnego sposréd analizowanych polimorfizmow.

Poréwnujgc czestos¢ alleli analizowanych SNP rowniez nie zaobserwowano

asocjacji, ktorych poziom istotnosci spetniatby przyjete kryteria (p<0,05).
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traw

WYNIKI

zliwo scig na pyiki

Wyniki analizy asocjacyjnej polimorfizméw u pacjentow z nadwrazliwoscig na pyiki

traw (AT) w porOéwnaniu z pacjentami z astmg nieatopowg (NA), ktorzy tej

nadwrazliwosci nie wykazywali przedstawiono w tabeli10.

Tabela 10. Analiza poréwnawcza genotypdw wybranych polimorfizmow u

pacjentow z astmg w zaleznosci od wystepowania nadwrazliwosci na pyiki traw

NA AT
Gen OR
SNP P

n % n %
T 5 71,43 6 5455
1B Genotypy | CT 2 2857 | 4 36,36 0,633
-S1C/T CTC 102 805'; 0701 116 792' 0793 Haa
Allele C 2 14,29 6 27,27 0,441
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 1 12,50 3 27,27 0,435
1743250 cc 7 87,50 8 72,73 2,368
Allele T L 6,25 3 13,64 0,624
C 15 | 9375 | 19 86,36 ’
GG 0 0,00 3 27,27
ana | Genotypy | AG 2 2857 7 63,64 0,019
1805010 AGA ; ﬁ,g; 113 59530099 5ee
' ' 14
Allele A 12 | 8571 9 40,91 0,0
T 1 12,50 0 0,00
L5 Genotypy CT 2 25,00 7 63,64 0,174
0cesl cc 5 6250 | 4 36,36 1,4
Allele T 4 25,00 7 31,82 0795
C 12 | 7500 | 15 63,18 ‘
GG 3 37,50 6 5455
12 Genotypy | CG 5 62,50 2 18,18 0,085
G378R CGC 101 60é0705 134 Z’Z o
Allele C 5 31,25 3 36,36 1,000
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AA 4 50,00 6 54,55
1112 Genotypy AC 3 37,50 4 36,36 0,965
1188 A/C CcC 1 12,50 1 9,09 1,212
Allele A 11 68,75 16 72,73 1.000
C 5 14,29 6 27,27 ’
AA 8 100,00 6 60,00
1113 Genotypy AC 0 0,00 4 40,00 0,043
151881457 CC 0 0,00 0 0,00 0,111
lele A 16 100,00 16 80,00 0113
A C 0 0,00 4 20,00 ’
1T 2 25,00 3 30,00
1113 Genotypy CT 4 50,00 6 60,00 0,638
51800925 T 5o |13 | eo00 "
Allele C 8 | 5000 | 8 40,00 0,737
AA 0 0,00 3 27,27
1113 Genotypy AG 1 12,50 2 18,18 0,222
r$20541 GG 7 87,50 6 54,55 8,571
Allele A L 6,25 8 36,36 0,052
G 15 93,75 14 63,64 ’
CC 4 50,00 9 90,00
IL15 Genotypy AC 4 50,00 1 10,00 0,060
rs10519613 AA 0 0,00 0 0,00 6,333
Allele C 12 75,00 19 95,00 0149
A 4 25,00 1 5,00 ’
TT 2 25,00 0 0,00
IL15 Genotypy AT 3 37,50 7 77,78 0,153
AA 3 37,50 2 22,22 0,818
rs1057972
Allele T 7 43,75 7 38,89 1.000
A 9 56,25 11 61,11 ’
CcC 5 71,43 6 54,55
IL15 Genotypy CT 1 14,29 5 45,45 0,221
TT 1 14,29 0 0,00 0,927
rs2254514
Allele C 11 78,57 17 77,27 1.000
T 3 21,43 5 22,73 ’
TT 1 14,29 1 10,00
IL15 Genotypy CT 4 57,14 7 70,00 0,861
1510833 CcC 2 28,57 2 20,00 1,091
Allele T 6 42,86 9 45,00 1000
C 8 57,14 11 55,00 ’
AA 5 71,43 4 36,36
Genotypy | AC 1 14,29 3 27,28 0,345
IL18 cc 1 14,29 | 4 36,36 0,272
rs549908 A 11 | 7857 | 11 | 50,00
Allele c 3 | 2143 | 11 | so00 | 9160
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T 3 37,50 11 100
IL18-R Genotypy CT 5 62,50 0 0,00 0,002
152270297 CcC 0 0,00 0 0,00 21,522
Allele T 11 68,75 22 100 0.008
C 5 14,29 0 0,00 !

Po porownaniu grupy pacjentéw z nadwrazliwoscig na pyiki traw stwierdzong za
pomocg dodatniego wyniku testéw skornych z grupg pacjentow z astmag
nieatopowg, ktorzy tej nadwrazliwosci nie wykazywali zaobserwowano, ze rozktad
genotypdw analizowanych polimorfizmow roznit sie w sposéb istotny statystycznie
dla wariantu rs1805010 genu IL4-R A, rs1881457 genu IL13 i dla rs2270297 genu
IL18-R. Dla polimorfizmu IL4-R A zaobserwowano zwigzek genotypow AG i GG z
uczuleniem na pyiki traw, dla polimorfizmu IL13 wykazano zwigzek genotypu AC z
uczuleniem, a dla polimorfizmu IL18-R stwierdzono zdecydowang przewage
genotypu TT w grupie pacjentow uczulonych. Dla pozostatych polimorfizméw nie
zaobserwowano istotnych réznic w rozkladzie genotypow miedzy poréwnywanymi

grupami pacjentow.

Poréwnujgc czestosc¢ alleli miedzy analizowanymi podgrupami zaobserwowano
istotne statystycznie roznice dla polimorfizméw IL4-R A (rs1805010) i IL18-R
(rs2270297). Allelami zwigzanymi z uczuleniem na pyiki traw okazaty sie allel G
polimorfizmu rs1805010 i allel T polimorfizmu rs2270297.
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roztocza kurzu

WYNIKI

zliwo scig na

Wyniki analizy asocjacyjnej polimorfizméw u pacjentdw z nadwrazliwoscig na

roztocza kurzu (AR) w poréwnaniu z pacjentami z astmg nieatopowg (NA), ktorzy

tej nadwrazliwosci nie wykazywali przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Analiza poréwnawcza genotypdw wybranych polimorfizmow u

pacjentéw z astmg w zaleznosci od wystepowania hadwrazliwosci na roztocza

kurzu
Gen NA AR
SNP P OR
n % n %
T 5 71,43 10 45,45
1B Genotypy CcT 2 28,57 9 40,91 0,395
511C/T cC 0 0,00 3 13,64 0,322
Allele T 12 85,71 29 65,91 0194
C 2 14,29 15 34,09 ’
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 1 12,50 14 63,64 0,013
152243250 cC 7 87,50 8 36,36 7,000
Allele T 1 6,25 14 31,82 0,049
C 15 93,75 30 68,18
GG 0 0,00 9 40,91
1L4-R A Genotypy AG 2 28,57 11 50,00 0,003
rs1805010 AGA ; ﬁ,g; 229 695';0991 e
Allele A 12 | 8571 | 15 | 3400 | %
T 1 12,50 1 4,55
L5 Genotypy CT 2 25,00 4 18,18 0,648
152069812 cC 5 62,50 17 77,27 0,473
Allele T 4 25,00 6 13,64 0433
C 12 75,00 38 86,36 ’
GG 3 37,50 9 40,91
112 Genotypy CG 5 62,50 10 45,45 0,485
G378R cC 0 0,00 3 13,64 0,795
Allele G 11 68,75 28 63,64 0.769
C 5 31,25 16 36,36 ’
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AA 4 50,00 14 63,64
1112 Genotypy AC 3 37,50 7 31,82 0,672
1188 A/C CcC 1 12,50 1 4,55 1,768
Allele A 11 68,75 35 79,55 0492
C 5 14,29 9 20,45 ’
AA 8 100,00 12 54,55
Genotypy AC 0 0,00 7 31,82 0,065
IL13 cC 0 0,00 3 13,64 0,070
rs1881457
Allele A 16 100,00 31 70,45 0,013
C 0 0,00 13 29,55
T 2 25,00 3 14,29
1113 Genotypy CT 4 50,00 10 47,62 0,712
el
Allele C g8 | 5000 | 26 | 6100 | 2
AA 0 0,00 3 13,64
1113 Genotypy AG 1 12,50 11 50,00 0,046
r$20541 GG 7 87,50 8 36,36 9,444
Allele A 1 6,25 17 38,64 0.023
G 15 93,75 27 61,36 !
cC 4 50,00 19 90,48
IL15 Genotypy AC 4 50,00 2 9,52 0,016
rs10519613 AA 0 0,00 0 0,00 6,667
Allele C 12 75,00 40 95,24 0,043
A 4 25,00 2 4,76
T 2 25,00 7 33,33
IL15 Genotypy AT 3 37,50 12 57,14 0,203
AA 3 37,50 2 9,52 2,089
rs1057972
Allele T 7 43,75 26 61,90 0246
A 9 56,25 16 38,10 ’
CcC 5 71,43 11 55,00
IL15 Genotypy CT 1 14,29 7 35,00 0,585
T 1 14,29 2 10,00 0,719
rs2254514
Allele C 11 78,57 29 72,50 0738
T 3 21,43 11 27,50 ’
T 1 14,29 1 5,00
IL15 Genotypy CT 4 57,14 12 60,00 0,713
rs10833 cC 2 28,57 7 35,00 0,717
Allele T 6 42,86 14 35,00 0.749
C 8 57,14 26 65,00 ’
AA 5 71,43 7 35,00
Genotypy AC 1 14,29 10 50,00 0,204
3} 5’251)‘:08 cC 1 | 1429 | 3 15,00 0,409
Allele A 11 78,57 24 60,00 0,331
C 3 21,43 16 40,00

70




WYNIKI

T 3 37,50 18 94,74
IL18-R Genotypy CT 5 62,50 1 5,26 0,001
152270297 CcC 0 0,00 0 0,00 16,818
Allele T 11 68,75 37 97,37 0.007
C 5 14,29 1 2,63 !

Po porownaniu grupy pacjentéw z nadwrazliwoscig na roztocza kurzu stwierdzong
za pomocg dodatniego wyniku testow skornych z grupg pacjentow, ktorzy tej
nadwrazliwosci nie wykazywali stwierdzono asocjacje genotypow wariantéw
rs2243250 genu L4, rs1805010 genu IL4-R A, rs20541 genu IL13, rs10519613
genu IL15 oraz rs2270297 genu IL18-R z uczuleniem na roztocza kurzu. W grupie
0s6b z nadwrazliwoscig na roztocza kurzu wykazano przewage genotypu CT
polimorfizmu IL4, genotypow AG i GG wariantu IL4-R A, genotypu AG
polimorfizmu IL13 (R110Q), genotypu CC polimorfizmu IL15 i genotypu TT

polimorfizmu IL18-R.

Poréwnujgc  czestos¢ alleli miedzy badanymi podgrupami pacjentow
zaobserwowano istotne statystycznie roznice dla polimorfizméw, IL4, IL4-R A, IL13
(rs1881457 i rs20541), IL15 (rs10519613) i IL18-R, a allelami zwiekszajgcym
ryzyko rozwoju nadwrazliwosci na roztocza kurzu okazaty sie: allel T polimorfizmu
rs2243250, allel G polimorfizmu rs1805010, allel C polimorfizmu rs1881457, allel
A polimorfizmu rs20541, allel C polimorfizmu rs10519613 i allel T polimorfizmu
rs2270297.
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6.10. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw u chorych na astm e

atopow g z nadwra zliwo scig na pyiki traw (AT) i na roztocza kurzu (AR)

Wyniki analizy asocjacyjnej wybranych polimorfizméw u pacjentéw z
nadwrazliwoscig na pytki traw (AT) w porownaniu z pacjentami z nadwrazliwoscig

na roztocza kurzu (AR), przedstawiono w tabelil2.

Tabela 12. Analiza poréwnawcza genotypdw wybranych polimorfizmow u
pacjentéw z astmg w zaleznosci od wystepowania hadwrazliwosci na pyiki traw lub
roztocza kurzu

Gen AT AR
SNP P OR
n % n %
T 6 5455 | 10 45,45
IL1B Genotypy CT 4 36,36 9 40,91 0,865
i1 cc 1 9,09 3 13,64 0,639
Allele T 16 | 72,73 | 29 65,91 0585
C 6 2727 | 15 34,09 ’
T 0 0,00 0 0,00
L4 Genotypy CT 3 27,27 14 63,64 0,049
1243250 cc 8 72,73 8 36,36 2,956
Alele T 3 13,64 | 14 31,82 0149
C 19 | 8636 | 30 68,18 ’
GG 3 27,27 9 40,91
ana | Genotypy | AG 7 6364 | 11 50,00 0,732
1805010 AGA 113 59530(?9 229 695';0991 e
Allel ' ' 0,599
ce A 9 4091 | 15 34,09 ’
T 0 0,00 1 455
IL5 Genotypy CT 7 63,64 4 18,18 0,031
065812 cc 4 3636 | 17 77,27 0,338
Alele T 7 31,82 6 13,64 0104
C 15 | 6818 | 38 86,36 ’
GG 6 5455 9 40,91
12 Genotypy | CG 2 18,18 | 10 45,45 0,279
G378R & T T aes6 |28 T eaca -
Allele C 3 6364 | 16 36,36 1,000
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AA 6 54,55 14 63,64
1112 Genotypy AC 4 36,36 7 31,82 0,821
1188 A/C CcC 1 9,09 1 4,55 1,458
Allele A 16 72,73 35 79,55 0547
C 6 27,27 9 20,45 ’
AA 6 60,00 12 54,55
Genotypy AC 4 40,00 7 31,82 0,464
IL13 cC 0 0,00 3 13,64 0,596
rs1881457
Allele A 16 80,00 31 70,45 0547
C 4 20,00 13 29,55 ’
T 3 30,00 3 14,29
1113 Genotypy CT 6 60,00 10 47,62 0,234
RS T
Allele C g8 | 4000 | 26 | s100 | 7!
AA 3 27,27 3 13,64
1113 Genotypy AG 2 18,18 11 50,00 0,201
r$20541 GG 6 54,55 8 36,36 1,102
Allele A 8 36,36 17 38,64 1000
G 14 63,64 27 61,36 ’
cC 9 90,00 19 90,48
IL15 Genotypy AC 1 10,00 2 9,52 0,967
rs10519613 AA 0 0,00 0 0,00 1,053
Allele C 19 95,00 40 95,24 1000
A 1 5,00 2 4,76 ’
T 0 0,00 7 33,33
Genotypy AT 7 77,78 12 57,14 0,123
IL15 AA 2 22,22 2 9,52 2,554
rs1057972
Allele T 7 38,89 26 61,90 0156
A 11 61,11 16 38,10 ’
CcC 6 54,55 11 55,00
IL15 Genotypy CT 5 45,45 7 35,00 0,522
T 0 0,00 2 10,00 0,775
rs2254514
Allele C 17 77,27 29 72,50 0768
T 5 22,73 11 27,50 ’
T 1 10,00 1 5,00
IL15 Genotypy CT 7 70,00 12 60,00 0,652
rs10833 cC 2 20,00 7 35,00 0,658
Allele T 9 45,00 14 53,87 0.575
C 11 55,00 26 46,13 ’
AA 4 36,36 7 35,00
Genotypy AC 3 27,27 10 50,00 0,315
3} SIALLEI;SOS cC | 4 | 3636 | 3 15,00 15
Allele A 11 50,00 24 60,00 0,593
C 11 50,00 16 40,00
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T 11 100 18 94,74
IL18-R Genotypy CT 0 0,00 1 5,26 0,439
152270297 CcC 0 0,00 0 0,00 0,555
Allele T 22 100 37 97,37 1000
C 0 0,00 1 2,63 ’

Po poréwnaniu grupy pacjentéw z nadwrazliwoscig na pyiki traw z grupg pacjentow
z nadwrazliwoscig na roztocza kurzu zaobserwowano, ze rozktad genotypdéw
analizowanych polimorfizméw roznit sie w sposob istotny statystycznie tylko dla
wariantow rs2243250 genu IL4 i rs2069812 genu IL5. Dla pierwszego z
polimorfizmow zaobserwowano zwigzek genotypu CC z nadwrazliwoscig na pyiki
traw, a genotypu CT z uczuleniem na roztocza kurzu, a dla drugiego zwigzek
genotypu CC z nadwrazliwoscig na roztocza, a genotypu CT z nadwrazliwoscig na
pytki traw. Dla pozostatych polimorfizméw nie zaobserwowano istotnych réznic w

rozktadzie genotypow miedzy porownywanymi grupami pacjentow.

Poréwnujgc czestos¢ alleli miedzy analizowanymi podgrupami réwniez nie

zaobserwowano istotnych statystycznie réznic dla zadnego polimorfizmu.
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6.11. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw z catkowitym st~ ezeniem IgE

Wyniki analizy asocjacyjnej sredniej wartosci catkowitego stezenia IgE u pacjentow
z poszczegOllnymi genotypami analizowanych polimorfizméw przedstawiono w
tabeli 13.

Tabela 13. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizméw u
pacjentéw z astmg w zaleznosci od stezenia IgE

;3: Genotypy n Srednie stezenie IgE SD p
(ku/1)
T 21 170,75 320,28
IL1B
S11C/T cT 15 163,13 169,93 0,07
cC 4 688,93 1141,64
L4 il - - -
cT 18 350,72 603,24 0,078
52243250 cC 23 112,85 164,71
naRA | —p2 % T 2050 | 0227
rs1805010 ' ' ‘
AA 8 40,24 33,65
s T 2 91,00 74,95
cT 13 154,64 173,97 0,719
rs2069812 cC 26 258,32 523,80
GG 18 296,50 619,10
G’;;éR cG 17 147,67 145,32 0,584
cC 6 176,83 243,19
12 AA 24 220,95 479,42
1183 A/C AC 14 141,32 177,26 0,347
cC 3 542,33 794,24
13 AA 26 94,79 91,55
18a1457 AC 11 337,24 425,02 0,004
cC 3 879,07 1315,66
T 8 187,78 175,85
L13 cT 20 281,97 587,85 0,695
rs1800925 ' , '
cc 11 145,01 197,34
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1113 AA 6 602,92 893,10
rs20541 AG 14 228,13 369,27 0,036
GG 21 99,86 142,29
IL15 cc 32 240,46 477,09
rs10519613 AC U 85,20 73,64 0,401
AA - _ i
1T 9 413,82 753,24
g AT 22 153,64 300,67 0,302
rs1057972
AA 7 140,37 228,15
cc 22 147,27 129,42
S cT 13 362,94 724,58 0,390
rs2254514 - ; o e
T 3 80,47 54,85
rsI1L<)1:33 cT 23 190,55 311,85 0,596
cc 11 331,29 691,71
AA 16 119,84 99,33
rsslislagos AC 14 411,63 967,20 0,151
cc 8 123,61 104,34
IL18R il 32 249,46 478,31
rs2270297 EZ 6 71,75 72,10 0,375

Poréwnujgc srednie stezenie IgE wsrdd pacjentdw z poszczegolnymi genotypami

analizowanych polimorfizmoéw, istotne statystycznie r6znice stwierdzono dla dwoch
polimorfizméw w genie IL13: rs1881457 oraz rs20541 (R110Q). U pacjentow z

genotypem CC polimorfizmu rs1881457 srednie catkowite stezenie IgE miato

istotnie wyzszg warto$¢ niz u chorych z pozostatymi genotypami. Analizujgc

asocjacje drugiego sposrod omawianych polimorfizmow genu IL 13 ze $rednig

wartoscig catkowitego stezenia IgE stwierdzono znacznie wyzsze wartosci IgE u

chorych, bedacych homozygotami pod wzgledem allelu A. Dla pozostatych

polimorfizmow nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic.
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6.12. Analiza zwi gzku badanych polimorfizméw z warto  $cig FEV1 w okresie

bezobjawowym

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizméw z wartoscig FEV1 w

okresie bezobjawowym przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmoéw u
pacjentéw z astmg w zaleznosci od wyniku FEV1 w okresie bezobjawowym

Srednia warto$é FEV1 w
okresie bezobjawowym
;3: Genotypy n ) Y D 0
(% wartosci naleznej)
T 14 97,71 17,70
IL1B .
-511C/T T 9 76,89 22,42 )
cc 4 102,00 9,13
T _ _ -
o cT 14 95,43 18,03 0,306
rs2243250 o 5 o 1505
IL4-R A 66 11 92,00 14,14
rs1805010 AG 13 87,92 26,08 0,482
AA 3 104,33 14,57
IL5 T 1 65,00 0,00
rs2069812 CT 10 94,00 18,79 0,430
cc 16 91,44 22,07
IL12 GG 13 100,08 14,20
G378R cG 10 85,00 26,86 0,098
cc 4 79,25 10,90
112 AA 17 89,35 23,54
1188 A/C AC 9 96,56 15,59 0,619
cC 1 80,00 0,00
IL13 AA 17 98,76 15,62
rs1881457 AC 7 86,14 17,14 0,008
cc 3 62,00 30,61
m 4 87,50 21,58
o cT 13 94,77 15,10 0,562
r51800925 4 2 ’
cc 8 84,75 28,89

77



WYNIKI

1113 AA 6 101,67 12,88
rs20541 AG 11 97,09 19,90 0,047
GG 10 79,00 20,91
IL15 cc 23 90,17 22,01
rs10519613 AC 2 103,00 15,56 0,432
AA - _ i
1T 6 90,00 17,39
rsl(I)L5175972 AT 16 91,31 24,32 0,922
AA 2 84,50 19,09
cc 14 92,14 25,76
IL15 = m 5520 e o s6s
rs2254514 - ; e -
T 1 109,00 0,00
rs11L01:33 T 15 88,27 24,82 0,616
cc 9 93,22 16,01
AA 7 86,71 27,74
e AC 13 92,00 18,85 0,846
rs549908
cc 5 93,20 21,70
IL18-R L 23 90,22 21,38
rs2270297 EZ 1 86,00 0,00 0,849

Porobwnujgc  $rednig wartos¢ FEV1 w okresie bezobjawowym miedzy
poszczegoblnymi genotypami analizowanych polimorfizmoéw, istotne statystycznie
réznice stwierdzono dla nastepujgcych polimorfizméw: -511 C/T w genie IL1 B oraz
rs1881457 i rs20541 (R110Q) w genie IL13. W przypadku polimorfizmu -511 C/T
IL1 B srednia wartos¢ FEV1 w okresie bezobjawowym byta wyzsza w przypadku
genotypow homozygotycznych niz dla genotypu heterozygotycznego, przy czym
pacjenci bedacy homozygotami TT osiggali wartosci nieco nizsze niz dla genotypu
CC. U pacjentéw z genotypem CC polimorfizmu rs1881457 stwierdzono natomiast
istotnie nizsze wartosci FEV1 w okresie bezobjawowym w poréwnaniu z
pacjentami o pozostatych genotypach. Dla polimorfizmu rs20541 genu IL13 analiza
asocjacji ze srednig wartoscig FEV1 w okresie bezobjawowym wykazata znacznie
nizsze wartosci FEV1 u chorych, posiadajgcych genotyp GG. Dla pozostatych

polimorfizmow nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic.
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6.13. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw z warto  $cig FEV1 w okresie

zaostrzenia

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow z wartoscig FEV1 w
okresie zaostrzenia przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Analiza poréwnawcza genotypdw wybranych polimorfizmow u
pacjentéw z astmg w zaleznosci od wyniku FEV1 w badaniu spirometrycznym w
okresie zaostrzenia

Srednia warto$é FEV1 w
Gen Genotypy n okresie zaostrzenia SD p
SNP
(% wartosci naleznej)
il 8 97,88 24,20
e 0,447
-511C/T T 3 87,67 11,93 )
cc 2 76,00 21,21
T - _ -
o cT 7 90,29 28,38 0,754
rs2243250 C c 51,33 e
IL4-R A GG 6 88,00 18,15
rs1805010 AG 7 95,71 25,30 0,547
AA - - _
T R - -
- cT 6 85,33 15,06 0,316
rs2069812 ) ) )
cC 7 98,00 25,91
IL12 66 9 92,67 24,43
G378R cG 3 96,67 16,01 0,699
cC 1 74,00 0,00
IL12 AA 6 103,17 22,56
1188 A/C AC 5 85,20 16,81 0,226
cc 2 76,50 23,33
113 AA 8 101,63 19,29
rs1881457 AC 5 77,00 17,39 0,041
cC - - _
il 2 60,50 0,71
oo cT 7 104,14 19,05 0,022
rs1800925 , , )
cc 3 83,67 11,24
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113 AA 3 83,00 19,29
rs20541 AG 6 100,83 21,96 0,442
GG 4 86,00 23,59
IL15 cc 12 91,67 22,65
AC 1 98,00 0,00
rs10519613 0,793
AA - } )
L} 2 78,50 24,75
IL15
rs1057972 AT 9 97,33 22,70 0,441
AA 1 74,00 0,00
115 cc 7 83,71 16,85
rs2254514 CT > 107,60 22,11 0,111
T 1 74,00 0,00
T 1 61,00 0,00
IL15
rs10833 €T 9 89,33 15,47 0,098
cC 3 111,00 28,79
AA 4 99,50 9,47
1118
AC 5 97,00 27,50 0,651
rs549908
cc 3 84,67 21,36
T 11 92,82 23,53
IL18-R o - : _ _
rs2270297
cc - ) )

Porownujgc $rednig warto$¢ FEV1 w okresie zaostrzenia miedzy poszczegolnymi
genotypami  analizowanych polimorfizméw, istotne statystycznie réznice
stwierdzono dla dwoch sposrdd tych polimorfizméw: rs1881457 i rs1800925 w
genie 1L13. W przypadku pierwszego polimorfizmu srednia warto$§¢ FEV1 w
okresie zaostrzenia byta nizsza w przypadku genotypu AC w poréwnaniu z
genotypem AA. Natomiast w przypadku drugiego polimorfizmu najnizsze wartosci
FEV1 w okresie zaostrzenia uzyskali pacjenci, bedgcy homozygotami TT. Dla

pozostatych polimorfizmow nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic.
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6.14. Analiza zwi gzku badanych polimorfizmoéw ze  $sredni g warto $cig

zmienno sci FEV1 w czasie proby wysitkowej

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizméw ze srednig wartoscig
zmiennosci FEV1 w czasie proby wysitkowej przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16.Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizméw u

pacjentow z astmg w zaleznosci od zmiennosci FEV1 w czasie proby wysitkowej

Srednia zmienna FEV1 w
Gen . . . .
Genotypy n czasie préby wysitkowej SD p
SNP . S
(% wartosci wyjsciowej)
IL1B TT 7 -9 15
-511C/T cr 5 -3 5 0,595
ccC 2 -2 1
L4 Ll - - .
CT 7 -10 15 0,204
rs2243250 oC - B 3
GG 6 -11 16
IL4-R A
11805010 AG 6 -3 4 0,427
AA 2 -2 1
IL5 il - - )
12069812 CT 5 -1 4 0,271
CC 9 -9 13
GG 7 -8 15
GI3L;§R CG 5 -5 4 0,653
CC 2 0 6
1112 AA 11 -7 13
AC 2 -4 1 0,896
1188 A/C oC 1 5 0
AA 11 -3 4
IL13
151881457 AC 2 -23 29 0,064
CcC 1 -2 0
1113 TT 1 -2 0
11800925 CT 11 -7 13 0,905
CC 2 -4 4
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AA 1 -2 0
IL13
(20541 AG 6 -5 3 0,864
GG 7 -8 16
115 cC 11 -3 3
AC 3 -18 23 0,037
10519613 ’
rs AA _ _ _
TT 3 -6 4
IL15 AT 9 -7 14 0,932
rs1057972 ’
AA 2 -3 3
1115 cC 8 -9 15
CT 6 -3 1 0,347
2254514 ’
i T : : i
IL15 T - - .
110833 CT 8 -3 4 0,198
cC 5 -12 18
1118 AA 5 -3 4
AC 6 -2 1 0,134
rs549908 oC 3 17 >
IL18.R TT 13 -6 16
12970297 CT 1 -10 0 0,724
cc - - -
Poréwnujgc s$rednig zmiennos¢ FEV1 w czasie proby wysitkowe]j miedzy

poszczegoblnymi genotypami analizowanych polimorfizmoéw, istotne statystycznie
IL15. Srednia

réznice stwierdzono dla polimorfizmu

rs10519613 w genie

zmiennos¢ FEV1 byta nizsza w przypadku homozygot CC, a wyzsza u heterozygot

AC. Dla pozostatych polimorfizméw nie zaobserwowano istotnych statystycznie

réznic.
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6.15. Analiza zwi gzku polimorfizmow wybranych gendw cytokin i ich

receptoréw z warto $cig FENO

Wyniki analizy asocjacyjnej analizowanych polimorfizmow ze $srednig wartoscig

FENO przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17. Analiza poréwnawcza genotypow wybranych polimorfizmoéw u

pacjentéw z astmg w zaleznosci od wyniku FENO

Gen Genot N Srednie stezenie FENO D
SNP Py (ppb) P
T 7 24,14 8,88
IL1B e
-511C/T cr 5 26,20 15,61 )
cc 2 52,00 25,46
T - _ -
o cT 7 35,14 18,18 0,150
rs2243250 o ; = i
IL4-R A GG 6 35,50 21,32
rs1805010 AG 6 22,00 9,95 0,376
AA 2 29,50 6,36
T - _ -
- cT 5 23,20 10,47 0,346
rs2069812 o - e 1047
112 GG 7 30,14 18,58
G378R CG 5 27,20 15,40 0,959
cc 2 28,50 17,68
112 AA 11 30,82 17,45
1188 A/C AC 2 26,00 1,41 0,587
cC 13,00 0,00
IL13 AA 11 26,64 11,66
rs881457 AC 2 20,50 10,61 0,011
cC 1 70,00 0,00
T 1 13,00 0,00
oo cT 11 29,27 17,44 0,580
r51800925 ’ ’ ’
cC 2 34,50 0,71
AA 1 70,00 0,00
o AG 6 30,00 9,25 0,006
r520541 ] ’ ]
GG 7 22,00 12,25
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IL15 cc 11 30,73 17,31
AC 3 22,00 9,54
rs10519613 0,426
AA - R -
1T 3 50,00 18,03
g AT 9 23,22 9,59 0,020
rs1057972 , ) )
AA 2 22,50 16,26
cc 8 27,55 11,81
IL15 = c o o .
rs2254514 ’ , E
T - _ i
IL15 Ll ' - -
rs10833 cT 8 22,50 13,48 0,104
cc 5 38,00 18,15
118 AA 5 22,00 14,42
rs549908 AC 6 36,33 18,25 0,333
cc 3 25,33 11,24
IL18-R L 13 27,62 16,01
r$2270297 cT 1 45,00 0,00 0,316
cC - - -
Poréwnujgc srednie stezenie FENO migdzy poszczegblnymi genotypami

analizowanych polimorfizmow, istotne statystycznie réznice stwierdzono dla trzech
sposréd tych polimorfizméw: rs1881457 oraz rs20541 (R110Q) w genie I1L13 i
rs1057972 w genie IL15. U pacjentéw z genotypem CC polimorfizmu rs1881457

Srednia wartos¢ FENO byta wyzsza niz u chorych z pozostatymi genotypami. Z

kolei analizujgc asocjacje drugiego sposrod omawianych polimorfizmow genu IL 13

ze s$rednig wartoscig FENO stwierdzono znacznie wyzsze wartosci u chorych

bedgcych homozygotami pod wzgledem allelu A. W przypadku polimorfizmu IL15

wyzsze wartosci stezenia FENO zaobserwowano u 0s6b posiadajgcych genotyp

TT. Dla pozostatych polimorfizméw nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic.
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7. DYSKUSJA

Ws$&rdod czynnikéw warunkujgcych rozwdéj astmy wymienia sie zaréwno czynniki
genetyczne, jak i wptywy srodowiskowe, a w szczegolnosci kontakt organizmu z
alergenami i czynnikami draznigcymi, zanieczyszczenia $rodowiska, przebyte
choroby infekcyjne oraz styl zycia. Aktualna teoria dotyczgca patogenezy astmy
zaktada, ze udziat czynnika genetycznego w jej rozwoju jest wynikiem sumy
naktadajgcych sie niewielkich efektow wielu genow (69). Sposrdd blisko 30 000
genow zidentyfikowanych w projekcie poznania ludzkiego genomu (HUGO), ponad
100 uznano za geny kandydujgce w patogenezie tej choroby, a dotychczasowe

badania wielu z nich wypadty obiecujgco.

Istnieje wiele genow, dla ktorych dotychczas stwierdzono istotne statystycznie
asocjacje z astmg. Udowodniono ich role w wielu obszarach patogenezy choroby.
Zawigzek z nadreaktywnoscig oskrzeli wykazano m.in. dla genéw ADAM33 i
GSTP1, a z nasileniem procesu zapalnego dla genéw CD14 i DPP10. Za zjawisko
remodelingu drog oddechowych, hyperplazje komérek kubkowych i wioknienie
okotooskrzelowe odpowiada z kolei m.in. gen CCL5. Korelacje z predyspozycjg do
rozwoju choroby wykazano natomiast dla genéw GPR154 i ORMDL3 (10, 69). Ten
ostatni jest uznawany za jeden z kluczowych czynnikdw determinujgcych rozwoj
astmy u dzieci. W dotychczasowych badaniach uzyskano takze korelacje
pomiedzy regionem sgsiadujgcym z genem ORMDL3 na chromosomie 17¢21
(wariantu rs7216389) a stopniem ciezkosci choroby i wczesnym poczatkiem
objawow (45). Ze sktonnoscig do atopii zwigzany jest natomiast gen TNF i gen
GPR154 (69). Roéwniez odpowiedz na leczenie jest uwarunkowana genetycznie,
czego najlepszym przyktadem jest wptyw polimorfizmu genu receptora [(32-
adrenergicznego (ADRB2) na reakcje na leki z grupy p2- sympatykomimetykow
(69, 91). Z kolei produkt genu IL4 ma dwojakie dziatanie — wptywa na reakcje
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zapalne i jest zwigzany ze zjawiskiem atopii (nadwrazliwosci atopowej). Zgodnie z
teorig wielogenowg u pacjentow z astmg obserwuje sie rowniez potgczony wptyw
réznych gendw. Takg zalezno$¢ stwierdzono m.in. dla SNP w obrebie genu
AMCazy (kwasnej chitynazy) oraz genow IL4 i IL13 (47). Role wymienionych
gendw w patogenezie astmy potwierdzity badania typu GWAS. W badaniach tych
asocjacje z astmg w przypadku genu ADAM33 wykazano dla 18SNP, genu CCL5
dla 2 SNP, genu TNF dla 5 SNP, genu CD14 dla 2 SNP, genu DPP10 dla 5 SNP,
genu GPR154 dla 12 SNP, genu GSTP1 dla 2 SNP, genu IL4 dla 3 SNP, genu
IL4-R dla 8 SNP (105). Wiele badan, prowadzonych na mniejszg skale potwierdza

réwniez udziat genéw innych interleukin w patogenezie choroby.

Z uwagi na ograniczone prowadzenie badan w grupie pacjentéw pediatrycznych,
badania tej populacji sg rzadziej wykonywane i czesto dotyczg grup 0 mniejszej
liczebnosci, a ich wyniki mogg wykazywa¢ asocjacje nie obserwowane w
badaniach prowadzonych z udzialem populacji dorostych pacjentow.
Doswiadczenia przeprowadzone w kanadyjskim osrodku badawczym na modelu
zwierzecym potwierdzity, iz w rozwijajgcych sie ptucach ekspresja poszczegolnych
genow z wiekiem moze ulega¢ zmianie (17), co czesciowo moze tlumaczyc¢
powyzsze réznice. Na réznice w wynikach uzyskanych w badaniach genetycznych
moga réwniez wptywac réznice rasowe i geograficzne, a takze srodowisko zycia i

ptec.

Analiza badanych polimorfizméw u pacjentow pediatrycznych z astmg ujawnita
asocjacje licznych genoéw z wystepowaniem choroby, jej przebiegiem,
zaburzeniami czynnosci uktadu oddechowego i wystepowaniem atopii. W grupie
dzieci koreanskich stwierdzono zwigzek pomiedzy polimorfizmami w genie TNF-a
a wystepowaniem nadreaktywnosci drog oddechowych (54). Z kolei badania
prowadzone ws$rdd dzieci chorych na astme w chinskiej populacji Han wykazaty
zwigzek wystepowania choroby z polimorfizmami w obrebie genu Fce-R1 B oraz
genu ADRB2 (91). Potwierdzono rowniez zwigzek polimorfizméw w genie 1L13 u
chinskich dzieci z ryzykiem wystgpienia choroby (139). W innym badaniu

udowodniono natomiast, ze geny IL4 i IL13 wraz ze wspomnianym wczesniej
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genem ORMDL3 mogg by¢ waznymi determinantami rozwoju astmy dzieciecej
(119). Takze w badaniach typu GWAS analizowano i potwierdzono zwigzki genéw
IL13, IL4, IL12 i receptora IL4-R z astmg dzieciecg w 3 niezaleznych badaniach
populacyjnych (105). W fazie drugiej badania ISAAC wykazano natomiast
asocjacje genu IL13 z catkowitym stezeniem immunoglobuliny IgE oraz zwigzek
genu receptora IL4-R z epizodami $wiszczgcego oddechu u dzieci (37). Ponadto w
badaniach populacji dzieciecej udowodniono réwniez wptyw kombinaciji

polimorfizmow genow IL4, IL4-R i IL13 na stezenie IgE u chorych na astme (72).

Z uwagi na niewatpliwe znaczenie proceséw immunologicznych w rozwoju astmy,
w tym réwniez istotng role cytokin i ich receptorébw, w niniejszej pracy
przedstawiono analize 15 polimorfizmow pojedynczego nukleotydu (SNP) genow
siedmiu cytokin - IL1, IL4, IL5, IL12, IL13, IL15 i IL18 oraz dwdch receptorow
cytokin — IL4-R i IL18-R. Do grupy gendow najczesciej analizowanych pod kgtem
asocjacji z chorobami o podtozu alergicznym i z astmg nalezy gen IL4. Istniejg
rowniez liczne doniesienia dotyczgce zwigzku pomiedzy polimorfizmami w genie
IL13, a wystepowaniem astmy i alergii (48, 56, 67), natomiast nieliczne sg dane
potwierdzajgce udziat IL15 w patogenezie astmy. Badania przeprowadzone wsrod
mieszkancow Tomska potwierdzajg asocjacje polimorfizméw genu IL5 2z
wystepowaniem astmy atopowej (36). Z kolei IL1 wedtug dotychczasowych badan
moze wptywaé na ekspresje mRNA innych genow, a przez to na sktonnos¢ do
wystepowania nadreaktywnosci drog oddechowych (44, 142, 146), natomiast IL18
bierze udziat w procesie polaryzacji limfocytow T oraz jest jednym z mediatorow
procesu zapalnego w drzewie oskrzelowym. Wedtug doniesien z 2011 roku z
zapadalnoscig na astme u dzieci i z nadreaktywnoscig drog oddechowych
powigzany jest rowniez gen IL18-R (61). Na podstawie dotychczasowych badan
stwierdzono takze wptyw IL12 na rownowage Thl / Th2, poprzez promowanie
odpowiedzi Thl. U os6b z astmg, zaliczang do grupy choréb Th2 — zaleznych,
stezenie tej interleukiny w surowicy krwi jest istotnie nizsze niz w populacji (43,
145), z czego wyptywajg silne przestanki do uznania jej genu za gen kandydujgcy

w astmie. W badaniu kohortowym pacjentéw z astmg w populacji chinskiej Zhang i
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wsp. analizowali 20 r6znych SNP w genie IL4-R. Dla 6 z nich stwierdzono istotny
statystycznie zwigzek z ryzykiem wystgpienia choroby (141). Wobec danych
literaturowych wybrane polimorfizmy gendw interleukin i ich receptoréw wydajg sie

dobrymi kandydatami do analizy ich korelacji z astmg oskrzelowa.

Niniejsze badania zostaly przeprowadzone w grupie 42 dzieci chorujgcych na
astme  oskrzelowg. Przeanalizowano  korelacje @ pomiedzy  wybranymi
polimorfizmami gendw interleukin i ich receptorow, a czasem trwania i stopniem
nasilenia choroby, klinicznymi i laboratoryjnymi wyktadnikami atopii i parametrami
czynnosciowymi uktadu oddechowego oraz nasileniem stanu zapalnego w drogach
oddechowych. Znajomos¢ takich asocjacji w przysztosci mogtaby sie przyczyni¢ do
uproszczenia procesu diagnostyki i zwiekszenia skutecznosci terapii w astmie. Z
uwagi na stosunkowo niewielkg liczebnos¢ grupy badanej, uzyskane wyniki majg

charakter wstepny i wymagajg potwierdzenia w dalszych badaniach.

7.1. Polimorfizm genu dla IL1

Z uwagi na fakt, iz IL1 jest jednym z lepiej poznanych markeréw stanu zapalnego,
w przeprowadzonych dotychczas badaniach genu tej interleukiny analizowano jego
korelacje z wieloma chorobami. Jest on m.in. genem kandydujgcym w
reumatoidalnym zapaleniu stawéw (68), a w badaniach przeprowadzonych ws$rod
niepalacych kobiet z populacji chinskiej udowodniono, iz polimorfizm IL1B (-31T/C)
zwieksza rowniez ryzyko wystepowania raka ptuc (93). Nie stwierdzono natomiast
asocjacji polimorfizmow tego genu z udarem niedokrwiennym (86) i z zespotem

nerczycowym (79).

Podwyzszone stezenie IL1 u pacjentdw z objawami atopii sugeruje jej role w
patogenezie astmy oskrzelowe] (60, 117). Istniejg liczne doniesienia
potwierdzajgce zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmami genu IL1, a predyspozycjg do
rozwoju astmy i jej przebiegiem (38, 101, 146). Rdéwniez analiza polimorfizmu
genu IL1-R, pelnigcego m.in. funkcje inhibitora IL1 wykazata korelacje tego
polimorfizmu z wystepowaniem astmy nieatopowej w populacji japonskiej (101).
Pomimo przytoczonych powyzej doniesien, istniejg badania, ktére nie potwierdzajg
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asocjacji polimorfizmow genu IL1 z astmg oskrzelowg. Dotyczy to m.in. eksonu 5
genu IL1 i regionu promotora genu tej interleukiny (46). Jednoczesnie analiza
wpltywu immunoterapii na poziom IL1 u dzieci z astmg, przeprowadzona przez
polskich badaczy nie wykazata zmniejszenia stezenia tej cytokiny po leczeniu (62,
137).

Badania przeprowadzone u pacjentow iranskich chorych na astme oskrzelows,
dotyczgce polimorfizmu -511C/T IL1 B wykazaly, iz najczestszym genotypem byt
genotyp heterozygotyczny TC, jednakze nie stwierdzono roOznicy istotnej
statystycznie (100). Z kolei w badaniu populacji rasy kaukaskiej czesciej wystepuje
genotyp TT, co koreluje z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy. Badania
wykonane u tureckich dzieci z astmg ujawnity z kolei wiekszg czestos¢ genotypow
CC i allelu C u os6b zdrowych (146). Wyniki te wydajg sie potwierdza¢ zaleznos¢

pomiedzy badanym polimorfizmem genu IL1, a predyspozycjg do rozwoju astmy.

W niniejszych badaniach wykazano rowniez istotny statystycznie zwigzek
polimorfizmu -511C/T genu IL1 B z czynnos$cig ptuc w okresie bezobjawowym,
mierzong za pomocg wartosci FEV1, ktérego to porownania brak w dostepnej
literaturze. Dotychczasowe badania prowadzone w populacji dorostych palaczy
wykazaly natomiast, iz polimorfizm -511C/T ma zwigzek z gwaltownym
pogorszeniem czynnosci ptuc w tej grupie osob (65), jednakze w niniejszej pracy
nie potwierdzono zaleznosci pomiedzy omawianym polimorfizmem a wartoscig
FEV1 w okresie zaostrzenia objawow ani ze zmiennoscig FEV1 w czasie proby

wysitkowej, Swiadczgcymi o nadreaktywnosci drég oddechowych.

7.2. Polimorfizm genu dlaIL 4

W badaniu populacji pacjentow do 18 roku zycia z podwyzszonym catkowitym
stezeniem IgE oraz dzieci chorych na astme oskrzelowg wykazano zwiekszong
zawartosc I1L4 w kondensacie powietrza wydychanego (90). Rola tej interleukiny w
patogenezie choroby i jej zwigzek z atopig udokumentowane sg w wielu
badaniach, w tym w cytowanych ponizej.
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Asocjacje polimorfizméw genu IL4 z astmg opisano w pismiennictwie w 15
populacjach (105). Zwigzek z chorobami o podiozu alergicznym i z astmag
wykazano m.in. dla polimorfizméw rs2070874, rs734244, rs2243267, rs2243270 i
rs2243290 (67). Rowniez 4 inne polimorfizmy w obrebie promotora genu moggce
wptywac na ekspresje IL4 sg zwigzane z wystepowaniem astmy u dzieci (143).
Badacze niemieccy takze potwierdzili zwigzek polimorfizméw w genie IL4 z astmg
dzieciecg oraz ich wptyw na stezenie IgE (71). Wedlug danych literaturowych,
korelacje zmiennosci genetycznej IL4 ze stezeniem IgE udowodniono dla 9

polimorfizmow, a zwigzek z astmg dla 5 polimorfizméw (2).

Z kolei badanie kohortowe przeprowadzone przez Zhang i wsp. nie potwierdzito
asocjacji analizowanych przez te grupe badaczy polimorfizméw genu IL4
(C455+19G/T i C-33C/T) z astmg (141). Rowniez przeprowadzone w populaciji
hinduskiej analizy polimorfizmu w obrebie regionu promotora nie wykazaty zwigzku
z astmg (10). Pomimo przedstawionych powyzej negatywnych wynikow analiz,

wiekszo$¢ badan dowodzi istotnej roli wariantow genu IL4 w patogenezie astmy.

Polimorfizm genu IL4 rs2243250 jest do$¢ powszechny wsréd oséb rasy
kaukaskiej, wystepuje bowiem u okoto 27% populacji (35). Przedstawione w
niniejszej pracy badania wykazaty zwigzek analizowanego polimorfizmu z astmg
atopowa, wystepowaniem objawéw atopowego zapalenia skory iz
nadwrazliwoscig na alergeny roztoczy w grupie badanej, nie stwierdzono jednakze

istotnego statystycznie wptywu tego polimorfizmu na catkowite stezenie IgE.

Przeprowadzona przez badaczy z o$rodka chinskiego mataanaliza wykazata
korelacje analizowanego polimorfizmu, ktéry znajduje sie w obrebie promotora
genu IL4 z ryzykiem zachorowania na astme i astme atopowg (92). Genotyp CC
zmniejsza to ryzyko (tzw. genotyp protekcyjny). Podobnej asocjacji nie stwierdzono
dla astmy nieatopowej (92). Badania populacji kaukaskiej potwierdzity zwigzek
analizowanego polimorfizmu z wystepowaniem astmy u 0oséb dorostych (6). Z kolei
badanie dzieci z populacji koreanskiej nie ujawnito istotnych statystycznie réznic

pomiedzy wariantami omawianego SNP u o0sOb z astmg atopowg, astmg
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nieatopowg i u osobnikow zdrowych, jednakze w powigzaniu z polimorfizmem
genu receptora IL4-R wykazano wptyw SNP rs2243250 na zwiekszenie ryzyka
wystgpienia astmy (88). Rowniez wyniki badan de Faria i wsp. nie wykazaly
istotnej statystycznie réznicy miedzy wystepowaniem i stopniem ciezkosci astmy, a
polimorfizmem rs2243250 (35). Z kolei analiza przeprowadzona przez badaczy z
Australii wykazata brak wptywu genotypow tego SNP na wystepowanie atopowego
zapalenia skoéry u dzieci (33). Nie potwierdzajg tego badania de Faria i wsp., ktore
ujawnity powigzanie omawianego polimorfizmu z wyzszym stezeniem IgE w
niektorych grupach etnicznych (Malezja) oraz z atopig, astmag, atopowym
zapaleniem skory i wartosciami FEV1 w astmie (35). Wyniki podobne do rezultatéw
uzyskanych przez de Faria i wsp., dotyczgce atopowego zapalenia skory i atopii u
chorych na astme uzyskano w niniejszej pracy.

7.3. Polimorfizm genu receptora dla IL4

W wieloosrodkowym, miedzynarodowym badaniu dzieci chorujgcych na astme i
choroby alergiczne wykazano istotng statystycznie asocjacje pomiedzy
polimorfizmami IL4-R A (rs1805015 i rs1801275) a epizodami swiszczgcego
oddechu, wystepujgcymi w ciggu ostatniego roku oraz z dodatnimi wynikami
testow skornych i stezeniem alergenowo-swoistych IgE (37). W innym badaniu
wykazano rowniez korelacje pomiedzy polimorfizmami genu IL4-R a zwigkszong
odpowiedzig IgE-zalezng (35). Analiza polimorfizmu Q576R nie wykazata zwigzku
tego polimorfizmu z wystepowaniem $wistdbw wczesnodzieciecych u dzieci do 4
roku zycia (104). Stwierdzono natomiast, iz polimorfizm ten nasila zapalenie i
remodeling w drogach oddechowych u chorych na astme (128). Dla innych
polimorfizméw genu IL4-R roéwniez zaobserwowano istotne korelacje. Wymieniony
wczesniej polimorfizm rs1805015 w populacji afroamerykanskiej chorych na astme
wykazat zwigzek z podstawowymi parametrami czynnosciowymi ptuc (4). Z kolei
badania dzieci chorych na astme w Chinach i w Stowenii ujawnity istotng
statystycznie asocjacje pomiedzy polimorfizmem Q551R i astmg, szczegolnie jej
nieatopowg postacig (8, 97). Ponadto Hasselmar i wsp. w swoich analizach

udowodnili, iz rs2057768 moze wptywa¢é ma mniejsze nasilenie objawow
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atopowego zapalenia skory, a polimorfizm rs2107356 na mniejsze nasilenie
objawoOw alergicznego niezytu nosa, szczegolnie zwigzanego z nadwrazliwoscig na
pytki (49). Wykazano rowniez korelacje pomiedzy polimorfizmem lle75Val genu
IL4-R a stopniem ciezkosci choroby u os6b uczulonych na plesnie. Dotyczy on
gtéwnie chorych z umiarkowang i ciezkg postacig astmy (81).

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza asocjacji polimorfizméw wybranych
gendw z przebiegiem astmy, atopig, czynnoscig uktadu oddechowego oraz
nasileniem procesu zapalnego w drogach oddechowych pacjentow z astmag
ujawnita istotne statystyczne roznice pomiedzy polimorfizmem rs1805010 genu
IL4-R u dzieci chorych na astme atopowg i nieatopowg. Stwierdzono ponadto
asocjacje pomiedzy tym polimorfizmem, a nadwrazliwoscig na trawy i roztocza,
potwierdzong pozytywng reakcjg w testach skornych. Nie wykazano natomiast
jakichkolwiek zwigzkow tego SNP z wartosciami FEV1 uzyskiwanymi w badaniach

spirometrycznych, ani z wartoscig FENO.

Wedtug danych literaturowych omawiany polimorfizm genu IL4-R koreluje ze
stopniem ciezkosci astmy oskrzelowej (6, 35). W tagodnej postaci choroby czesciej
wystepuje genotyp GG. Takiej korelacji nie potwierdzity niniejsze badania. Chociaz
w analizowanej populacji u dzieci z astmg ciezkg przewazat genotyp AA, to réznica
ta nie byta istotna statystycznie. Istniejg réwniez badania potwierdzajgce zwigzek
polimorfizmu rs1805010 z astmg o podiozu alergicznym (53). W badaniach
przeprowadzonych przez Wijst i wsp. stwierdzono z kolei zwigzek tego SNP ze
stezeniem IgE, ale nie byt on istotny statystycznie (138). Wyzsze stezenia IgE
zwigzane byly z genotypem GG (138), co potwierdza wyniki uzyskane w niniejszej
analizie. Chan i wsp. potwierdzili zwigzek tego polimorfizmu z catkowitym
stezeniem IgE w grupie dzieci chorych na astme (18, 19). W badaniach
Takabayashiego i wsp. (129) takze wykazano asocjacje polimorfizmu rs1805010 z
astmg atopowg u dzieci, szczegOlnie u pacjentow z poczagtkiem choroby do
drugiego roku zycia, co potwierdzajg wyniki uzyskane w niniejszej pracy wsréd
dzieci starszych. Z kolei w badaniu populacji japonskiej nie stwierdzono zwigzku
omawianego SNP z wystepowaniem atopii ani astmy atopowej (110). Rowniez
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badanie rodzin z astmg atopowg w populacji wtoskiej nie potwierdzito takiego
zwigzku (106). W badaniach populacji dunskiej udowodniono natomiast, iz
polimorfizm rs1805010 genu IL4-R znajduje sie w nierbwnowadze sprzezen z
polimorfizmem Ala57Thr w tym genie. Haplotyp 11e50/Thr57 w wymienionym
badaniu zwigzany byt ze zmniejszeniem ryzyka rozwoju atopii (75). Z kolei w
badaniach przeprowadzonych przez badaczy chinskich nie znaleziono istotnych
statystycznie réznic w wystepowaniu astmy dla tego polimorfizmu, zaréwno w
populacji dzieci jak i dorostych (76, 89, 130, 141). Analiza przeprowadzona ws$rod
dzieci w USA nie wykazata rowniez zwigzku rs1805010 z czynnoscig ptuc (26), co

jest zgodne z wynikami mojej pracy.

7.4. Polimorfizm genu dlaIL 5

Pierwszego dowodu na zwigzek wariantdw genu IL5 z astmg dostarczyli badacze
rosyjscy, ktérzy potwierdzili istotng statystycznie asocjacje polimorfizmu C-703T z
chorobg (36). POzniejsze badania ujawnity réwniez korelacje polimorfizméw genu
IL5 z czestszymi napadami dusznosci u dzieci chorych na astme (120). ROwniez
analiza SNP w obrebie genu receptora IL5-R A ujawnita asocjacje z astma,
szczegolnie wyrazng w grupie osob z astmg atopowg (23). W badaniu kohortowym
polimorfizmow zlokalizowanych w obrebie eksonéw genu IL5, przeprowadzonym w

Australii, nie stwierdzono natomiast zadnych zwigzkow z astmg (118).

Dotychczasowe analizy polimorfizmu rs2069812 genu IL5 ujawnity zwigzek
wariantow tego polimorfizmu z czynnoscig ptuc u dzieci z astmg w populacji
koreanskiej (55). W pismiennictwie dostepne sg réwniez dowody na korelacje
pomiedzy allelem T tego polimorfizmu, a mniejszym ryzykiem rozwoju atopii i
astmy atopowej (70). Nie potwierdzajg tego badania przeprowadzone u dzieci
uczulonych na pytki drzew oliwnych z objawami alergicznego niezytu nosa i astma,
ktore nie ujawnity korelacji wariantéw rs2069812 z atopig (96). Badanie kohortowe
badaczy chihAskich takze nie wykazato zwigzkow tego polimorfizmu z astmg (141),
jednakze w niniejszej pracy wykazano istotng statystycznie réznice w rozktadzie
genotypow polimorfizmu rs2069812, poréwnujgc pacjentdw z nadwrazliwoscig na
pytki traw i roztocza kurzu.
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7.5. Polimorfizmy genu dla IL12

W analizie przeprowadzonej w populacji chinskiej wsréd chorych na astme
stwierdzono istotng statystycznie roznice pomiedzy 2 polimorfizmami [L12
(rs568404 i rs3212227) a czestoscig wystepowania astmy (21). Z kolei dla
polimorfizmoéw w pozycji 4237 i 6402 analizowanego genu udowodniono zwigzek
ze stopniem ciezkosci tej choroby (122). Rowniez polimorfizm pojedynczego
nukleotydu w obrebie promotora genu IL12B ujawnit korelacje ze stopniem
ciezkosci astmy, ale nie z rozwojem choroby (108). Nie potwierdzit tego Khoo i
wsp., ktérzy wykazali korelacje pomiedzy polimorfizmami w genie IL12 a stezeniem
IgE u mezczyzn i parametrami spirometrycznymi u kobiet (74). Wedtug danych
literaturowych w badaniach prowadzonych w populacji dzieci potwierdzono réwniez

istotny statystycznie zwigzek SNP w genie IL12 z astmg atopowg (52).

W przeprowadzonych w tej pracy analizach dwoch polimorfizméw genu IL12
(G378R i 1188 A/C) u dzieci z astmg nie stwierdzono asocjacji z badanymi
parametrami. Powyzsze wyniki korelujg rowniez z brakiem asocjacji tych

polimorfizmow w populacji japonskiej (3, 111)

7.6. Polimorfizmy genu dla IL13

Wiele badan wskazuje na korelacje stezenia IL13 ze stopniem ciezkosci astmy, z
procesem remodelingu drég oddechowych 1 2z atopig. Wedlug danych
literaturowych u dzieci z astmg oskrzelowg wzrasta liczba komérek produkujgcych
IL13 (99), co powoduje hiperplazje komoérek kubkowych (wydzielajgcych $luz) i
zmniejszenie liczby komorek rzeskowych (131). Badanie przeprowadzone w 3
populacjach dzieci rasy kaukaskiej wykazato rowniez zwigzek polimorfizméw
genow IL13 ze stezeniem IgE (42). Z kolei badanie przeprowadzone w stosunkowo
niewielkiej grupie dzieci chinskich chorych na astme, w ktérym analizowano 7
polimorfizmoéw w genach IL13 i IL4 nie potwierdzito zwigzku tych polimorfizmow z
astmg (64). Do podobnych wnioskéw odnosnie korelacji pomiedzy SNP w obrebie
genu IL13 a wystepowaniem astmy oraz ciezkoscig choroby doszli DeMeo i wsp.
(27). Niezaleznie od wynikow badan genetycznych, wiekszos¢ badaczy jest
zgodna co do powigzania IL13 z atopig i stopniem nasilenia astmy. Odnotowano
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ponadto korelacje polimorfizméw genu IL13 z podstawowymi parametrami
czynnosci ptuc w populacji afroamerykanskiej chorych na astme (rs2069743) oraz
u dzieci w Korei (polimorfizm +2044G/A) i zwigzek z ryzykiem wystgpienia choroby
(polimorfizm +2044G/A) (4, 77, 114).

Z kolei w badaniach przeprowadzonych w populacji egipskiej, pomimo asocjacji
polimorfizmow genu IL13 ze stezeniem IgE, nie stwierdzono zwigzku polimorfizmu
+1398 genu IL13 z wystepowaniem alergicznego niezytu nosa u dzieci (58).
Koreluje to z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy, bowiem analiza wptywu
polimorfizméw wybranych interleukin i ich receptorow na wystepowanie
alergicznego niezytu nosa nie wykazata istotnych statystycznie roznic dla zadnego
sposroéd analizowanych polimorfizméw. Zwigzek polimorfizmow IL13 (rs1881457 i
rs1800925) z zapaleniem btony sluzowej nosa wykazano natomiast w badaniu

przeprowadzonym u pacjentow z astmg aspirynowg (113).

Na podstawie przeprowadzonych wczesniej analiz wykazano zwigzek trzech
polimorfizmow genu 1L13 (rs1881457, rs20541, rs1800925 ) z ryzykiem atopii (7),
czego nie potwierdzono w niniejszym badaniu dla polimorfizmu rs1800925. U
astmatykéw uzyskano takze zalezno$¢ pomiedzy wartosciami FEV1 i
polimorfizmami rs1800925 i rs1881457 (7), co potwierdzity wyniki moich badan.
Dla polimorfizmu rs1881457 stwierdzono korelacje z wartoscig FEV1 w okresie
bezobjawowym i w zaostrzeniu, podczas gdy dla polimorfizmu rs1800925
wykazano wptyw na wartosci FEV1 uzyskiwane w okresie zaostrzenia objawow
choroby. Jednoczesnie w moim badaniu ujawniono nie stwierdzang wczesniej
zaleznos¢ pomiedzy polimorfizmem rs20541 a parametrami spirometrycznymi w
okresie wolnym od objawéw. Z kolei badania rs1800925 i rs20541
przeprowadzone przez badaczy rosyjskich nie potwierdzity asocjacji tych
polimorfizmoéw z rozwojem astmy i ze stezeniem IgE (29), podczas gdy w mojej
pracy korelacje z catkowitym stezeniem IgE stwierdzitam nie tylko dla polimorfizmu
rs20541, ale réwniez dla rs1881457. W innym badaniu, przeprowadzonym u dzieci
z astmg atopowa, potwierdzono asocjacje SNP rs1881457 i rs1800925 ze
zwiekszonym catkowitym stezeniem IgE (78). Autorzy rosyjscy ustalili natomiast
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korelacje pomiedzy analizowanymi polimorfizmami a stopniem ciezko$ci choroby
(29), i te zaleznos¢ uzyskatam w moim badaniu dla polimorfizmu rs20541.
Dodatkowo w moim badaniu wykazatam zwigzek polimorfizmu rs1881457 ze
stopniem ciezkosci choroby, ktérego badacze rosyjscy nie stwierdzili.
Udowodnitam réwniez asocjacje polimorfizmu rs1881457 z nadwrazliwoscig na

pyiki traw i roztocza kurzu.

Dotychczasowe badania polimorfizmu rs1800925 genu IL13 wskazaty na silng
korelacje pomiedzy tym SNP a ciezkim przebiegiem astmy, objawami ANN i
dodatnim wynikiem testéw skérnych oraz z podwyzszonym catkowitym stezeniem
IgE (37). Rowniez badania kohortowe dowodzg jego istotnej roli w patogenezie
astmy oskrzelowej (12). Korelacje tego polimorfizmu z astmg i alergig
potwierdzono rowniez badajgc populacje afroamerykanskich dzieci ze srodowiska
miejskiego (67). Genotyp TT tego polimorfizmu wykazywat istotne statystycznie
korelacje z wystepowaniem atopowego zapalenia skory (107), czego nie
potwierdzono w obecnej analizie. W dotychczasowych badaniach wykazano
rowniez asocjacje pomiedzy allelem T a wzrostem stezenia IgE (140) i asocjacje
tego allelu z ryzykiem wystgpienia zaostrzen astmy w populacji dzieci z Kostaryki,
stosujgcych wziewne preparaty glikokortykosteroidowe (57). Badania potwierdzity
réwniez udziat polimorfizmu rs1800925 w mechanizmie autoregulacji genowej,
stwierdzono bowiem iz allel T poprzez wptyw na aktywnos¢ promotora genu IL13
moduluje transkrypcje tego genu (16). Analizowany polimorfizm wykazuje rowniez
Znaczacqg asocjacje z ostrg infekcjg wirusem RS, jednakze nie jest do konca jasne,
czy infekcja ta wywotuje astme, czy tylko dotyka oséb, ktore z powodu genetycznej
predyspozycji (przewaga odpowiedzi Th2) w przysztosci jg rozwing (121). Oprocz
niewatpliwej roli w patogenezie astmy, potwierdzonej licznymi badaniami,
polimorfizm rs1800925 moze rowniez mie¢ wpltyw na przebieg terapii. Badania
ujawnity bowiem jego asocjacje z odpowiedzig na montelukast (73), czego nie

stwierdzono dla innych polimorfizmow genu IL13.

Z kolei analizy innego polimorfizmu IL13 — rs20541, podobnie jak w przypadku
poprzedniego polimorfizmu réwniez dowiodty silnej korelacji pomiedzy tym SNP a
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astma, alergig, ciezkim przebiegiem astmy, objawami alergicznego niezytu nosa i
dodatnim wynikiem testéw skornych (12, 37, 67, 141). Stwierdzono ponadto
zwigzek powyzszego polimorfizmu ze stezeniem IgE (14, 37, 57) oraz z eozynofilig
(14, 57). Rowniez badania prowadzone w populacji dzieci chorych na astme
potwierdzity zwigzek rs20541 ze stezeniem IgE w tej grupie (19). W badaniach
Miyake i wsp. zaobserwowano natomiast istotng statystycznie korelacje genotypu
AA z wystepowaniem atopowego zapalenia skory (107), Taka zaleznos¢
potwierdzajg rowniez wyniki mojej pracy. Ponadto wykazatam takze zwigzek SNP
rs20541 z nadwrazliwosciag na roztocza kurzu. Nie potwierdzitam natomiast
korelacji omawianego polimorfizmu z wartosciami FEV1 uzyskiwanymi w okresie
zaostrzenia, ani ze zmiennosciag FEV1 w czasie proby wysitkowej. Chen i wsp.
zaobserwowali asocjacje wariantu Q polimorfizmu rs20541 ze zwiekszong
nadreaktywnoscig drog oddechowych (22). Koreluje to z uzyskanymi przeze mnie
wynikami dotyczgcymi istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy SNP rs1881457 i
rs20541, a wartoscig FENO, ktorego stezenie jest wyktadnikiem nasilenia reakciji
zapalnej w drogach oddechowych. Analiza interakcji gen-gen pozwolita takze na
ustalenie udziatu omawianego polimorfizmu IL13 wraz z polimorfizmem rs1805010

genu IL4-R w patogenezie astmy (18).

W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach wykazano asocjacje

wszystkich 3 polimorfizméw IL 13 z astmg oskrzelowa.

7.7. Polimorfizmy genu dla IL 15

Badacze niemieccy potwierdzili zwigzek polimorfizmu rs10519613 genu IL15 z
astmg (9). Natomiast badania przeprowadzone przez Christensen i wsp. wsréd
rodzin obcigzonych chorobami o podtozu alergicznym nie wykazaty asocjaciji
polimorfizmow genu IL15 (rs3806798, rs1519551, rs2322262, rs1493012) z
fenotypem atopowym (25). Z kolei Kurz i wsp. w swojej analizie 5 polimorfizmow
genu IL15 nie stwierdzili korelacji tych SNP z astmg ani atopig, jednakze analiza
haplotypow za pomocg metody FAMHAP ujawnita réznice w ich wystepowaniu

miedzy chorymi na astme a grupg kontrolng (83).
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W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach dla 2 sposréd analizowanych
polimorfizmow IL15 (rs2254514, rs10833) nie stwierdzono zadnych korelacji z
astmg oskrzelowg, atopig, wartosciami FEV1 uzyskiwanymi w spirometrii ani
wartoscig FENO.

Wsréd analizowanych polimorfizmoéw genu IL15 korelacje z astmg stwierdzono dla
rs10519613, co potwierdza rezultaty uzyskane przez Bierbauma i wsp. (9).
Warianty tego polimorfizmu zwigzane sg ze stopniem ciezkosci choroby oraz ze
zmiennoscig FEV1 uzyskang w czasie proby wysitkowej. Potwierdzono ponadto
jego asocjacje z nadwrazliwoscig na roztocza kurzu oraz rdznice pomiedzy
chorymi na astme atopowg i nieatopowg w zakresie genotypu tego polimorfizmu. Z
kolei dla polimorfizmu rs1057972 wykazano zwigzek ze stezeniem NO w powietrzu
wydychanym. Uzyskane rezultaty sugerujg konieczno$¢ prowadzenia dalszych
badan, celem okreslenia roli omawianego polimorfizmu genu IL15 w patogenezie

astmy oskrzelowej.

7.8. Polimorfizm genu dla IL18

Udziat polimorfizmow gendw IL18 w patogenezie astmy jest do$¢ kontrowersyjny,
albowiem wiekszo$¢ prowadzonych do tej pory badan nie wykazata ich zwigzku z
chorobg. Brak powigzan IL18 z astmg potwierdzajg badania Roviny i wsp., ktorzy
stwierdzili iz stezenie IL18 w plwocinie chorych na astme i zdrowych osobnikéw
jest znacznie nizsze u 0sOb palgcych niz u niepalgcych, niezaleznie od tego czy
chorowaly one na astme (124). Rowniez w badaniach populacji tunezyjskiej nie
potwierdzono zwigzkéw wariantow IL18 ze stopniem ciezkosci astmy, ani ze
stezeniem IgE (84). Pomimo tych danych, pojawiajg sie w literaturze doniesienia o
korelacji polimorfizmow IL 18 z astmg i alergiag. Wykazano na przyktad asocjacje
pomiedzy polimorfizmami genu IL18, a stezeniem IgE alergenowo-specyficznych
dla roztoczy (126). Z kolei analizy polimorfizmoéw w regionie promotora genu
wykazaly istotng statystycznie korelacje z astmg (84, 98). Jedno z nielicznych
badan populacji polskiej, dotyczgce 2 polimorfizméw w regionie promotora (C-
137G i C-607G) analizowanych jako diplotyp ujawnito ich zwigzek ze stopniem
ciezkosci choroby (116).
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Analiza polimorfizmu rs549908 w populacji chinskiej wykazata, iz genotyp CC
zwieksza ryzyko wystgpienia astmy (87). W innym badaniu zaobserwowano z kolei
zwigzek allelu A tego polimorfizmu z astmg, nie stwierdzono natomiast asocjacji
rs549908 ze stezeniem IgE w astmie (51). Stwierdzono rownoczesnie, iz
polimorfizm ten znajduje sie w nierbwnowadze sprzezen z polimorfizmem G-137C
regionu flankujgcego 5 (51). Powyzsze wyniki nie znalazlty odzwierciedlenia w
niniejszej pracy, albowiem w badanej grupie pacjentow nie stwierdzono istotnego
statystycznie zwigzku polimorfizmu rs549908 z analizowanymi parametrami u

pacjentéw z astma.

7.9. Polimorfizm genu receptora dla IL18

Badania przeprowadzone w populacji dunskiej, brytyjskiej i norweskiej potwierdzity
asocjacje polimorfizméw genu receptora IL18-R z astmg, astmg atopowg i
nadreaktywnoscig drog oddechowych. Korelacje te dotyczyly odpowiednio 5 SNP
(rs2287037, rs1420099, rs1420098, rs1362348 i rs1974675), 5 SNP (rs 1420099,
rs1362348, rs2058622, rs1974675 i rs1420094) i 3 SNP (rs1420099, rs1362348 i
rs1974675) (144). Analiza polimorfizmu rs2270297 w niniejszej pracy wykazata
natomiast zwigzek omawianego polimorfizmu genu IL18-R z kilkoma
analizowanymi parametrami. Asocjacje tego polimorfizmu stwierdzono w
przypadku stopnia ciezkosci astmy i wieku wystgpienia pierwszych objawow
choroby, jak rowniez pomiedzy grupg chorych na astme atopowg i dzie¢mi z astmg
nieatopowg. Stwierdzono ponadto korelacje polimorfizmu rs2270297 z

nadwrazliwoscig na pyiki traw i roztocza kurzu.

* % %

Wyniki badan zaprezentowane w niniejszej pracy dowodzg, iz polimorfizmy genow
wybranych interleukin i ich receptoréw odgrywajg istotng role w patogenezie astmy
oskrzelowej. Mogg one wptywa¢ zarOwno na wystepowanie astmy, jak i jej
przebieg, stopien ciezkosci choroby, obecnos¢ atopii oraz czynnos¢ uktadu
oddechowego. Dostepne dane literaturowe potwierdzajg wyniki uzyskane w
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niniejszej pracy. Z uwagi na brak grupy kontrolnej, utrudniajgcy weryfikacje
wynikbw oraz stosunkowo matg liczebnos¢ grupy badanej, zwigzang z
rygorystycznymi kryteriami doboru pacjentow (nadwrazliwosc¢ tylko na 1 alergen w
grupie chorych z astmg atopowg, wykluczenie czynnej i biernej ekspozycji na dym
tytoniowy w okresie ostatnich 2 lat poprzedzajgcych badanie) zaprezentowane w
niniejszej pracy wyniki wymagajg prowadzenia dalszych badan, celem

potwierdzenia uzyskanych rezultatéw.
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8. WNIOSKI

1. Polimorfizmy badanych gendw interleukin i ich receptorow moga wptywac¢ na
przebieg astmy u dzieci. Zwigzek z wiekiem wystgpienia pierwszych objawow
wykazano dla polimorfizmu genu IL18-R, natomiast polimorfizmy genow IL13,
IL15i IL18-R korelowaty ze stopniem ciezkosci choroby.

Nie stwierdzono zwigzku badanych polimorfizméw z koniecznoscig stosowania

steroidoterapii ogolnoustrojowe].

2. Badane polimorfizmy genow dla IL4, IL4-R A, IL13, IL15 i IL18-R wykazujg
zwigzek z obecnoscig atopii u chorych na astme. Ponadto polimorfizmy gendéw
dla IL4 i IL13 majg zwigzek z wystepowaniem atopowego zapalenia skory.
Zarowno uczulenie na pytki traw, jak i uczulenie na roztocza sg zwigzane z
polimorfizmami gendéw dla IL4-R A, IL13 i IL18-R. Réznice u chorych z
uczuleniem na pyiki traw i roztocza dotyczg polimorfizméw gendw dla IL4, IL5 i
IL15.

Na stezenie IgE majg wptyw polimorfizmy genu dla I1L13.

3. Analizowane polimorfizmy korelujg z czynnoscig uktadu oddechowego oceniang
na podstawie wartosci FEV1 w okresie bezobjawowym (dla genu IL1 B i IL13),
wartosci FEV1 w okresie zaostrzenia (dla genu IL13), zmiennosci FEV1 w prébie
prowokacji (dla genu IL15).

Wartosc¢ stezenia FENO zalezna jest od polimorfizmow genow IL13 i IL15.
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10. STRESZCZENIE

W niniejszej pracy analizowano zwigzek polimorfizméw gendw wybranych cytokin i
ich receptorow z przebiegiem astmy u dzieci. W badaniach brali udziat pacjenci z
astmg atopowg uczuleni na pyiki traw (n=11), uczuleni na roztocza kurzu (n=22)
oraz pacjenci z astmg nieatopowg (n=9). Analizowano asocjacje 15 polimorfizméw
(-511 C/T genu IL1 B, rs2243250 genu IL4, rs1805010 genu IL4-R A, rs2069812
genu IL5, G378R i 1188A/C genu IL12, rs1881457, rs1800925 i rs20541 genu
IL13, rs10519613, rs1057972, rs2254514 i rs10833 genu IL15, rs549908 genu
IL18 oraz rs2270297 genu IL18-R) z przebiegiem astmy, atopig i wystepowaniem

chorob o podtozu atopowym oraz z czynnos$cig uktadu oddechowego.

Do genotypowania wigkszosci polimorfizméw wykorzystano metode PCR-RFLP.
Jedynym wyjgtkiem byt polimorfizm genu IL13 rs20541, do oznaczenia ktorego
uzyto komercyjnie dostepnego zestawu starteréw i sond TagMan SNP Genotyping
Assays. Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg pakietu statystycznego
Statistica v.8.0. stosujgc test x2 Pearsona oraz test doktadnego
prawdopodobienstwa Fishera. Dla zmiennych interwatlowych zastosowano

jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA oraz test post-hoc Newmana-Keulsa.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono zwigzek z wiekiem wystgpienia
pierwszych objawéw choroby dla polimorfizmu rs2270297 genu IL18-R oraz
zwigzek ze stopniem ciezkosci choroby dla polimorfizméw rs1881457 i rs2541
genu IL13 i rs10519613 genu IL15. Nie wykazano natomiast zwigzku zadnego z
badanych polimorfizméw z koniecznoscig stosowania steroidoterapii systemowe;j.
Zwigzek z atopig wykazano dla polimorfizmow rs2243250 genu IL4, rs1805010
genu IL4-R A, rs1881457 | R110Q genu IL13, rs10519613 genu IL15 oraz
rs2270297 genu IL18-R. Stwierdzono ponadto zwigzek polimorfizmow rs2243250
genu IL4 oraz rs20541 genu IL13 z wystepowaniem atopowego zapalenia skory w

wywiadzie. Zaden z analizowanych polimorfizméw nie wykazat asocjacji z
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wystepowaniem alergicznego niezytu nosa. Nadwrazliwos¢ na pyiki traw zwigzana
jest z polimorfizmami rs1805010 genu IL4-R A, rs1881457 genu IL13 i rs2270297
genu IL18-R, a nadwrazliwo$¢ na roztocza z rs2243250 genu IL4, rs1805010 genu
IL4-R A, rs1881457 i R110Q genu IL13, rs10519613 genu IL15 i rs2270297 genu
IL18-R. Stwierdzono ponadto roéznice w rozktadzie genotypéw polimorfizmow
rs2243250 genu IL4 i rs2069812 genu IL5 poréwnujgc osoby z nadwrazliwoscig na
pytki traw i roztocza kurzu. Wptyw na catkowite stezenie IgE wykazujg z kolei
polimorfizmy w genie 1L13 (rs1881457 oraz R110Q). Na wartos¢ FEV1 w okresie
bezobjawowym wptywajg polimorfizmy -511C/T genu IL1 B oraz rs1881457 i
rs20541 genu IL13, a na wartos¢ FEV1 w okresie zaostrzenia rs1881457 |
rs1800925 genu IL13. Polimorfizm rs10519613 genu IL15 wykazuje zwigzek ze
zmiennoscig FEV1 w czasie proby nieswoistej prowokacji wysitkiem, a wartos¢
stezenia FENO zalezna jest od polimorfizméw rs1881457 | rs20541 genu IL13 oraz
polimorfizmu rs1057972 genu IL15.

Z uwagi na niewielkg liczebnos¢ grupy badanej konieczne jest przeprowadzenie
dalszych badan nad rolg analizowanych polimorfizméw w astmie oskrzelowej,

celem potwierdzenia uzyskanych w niniejszej pracy rezultatéw.
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11. SUMMARY

This PhD thesis focused on the association of selected cytokines' genes
polymorphisms with asthma. Three groups of patients were qualified for the study:
patients with atopic asthma and grass pollen allergy (n=11), with atopic asthma
and dust mites allergy (n=22) and with non-atopic asthma (n=9). The aim of this
analysis was the association of 15 polymorphisms (-511 C/T of IL1 B gene,
rs2243250 of IL4 gene, rs1805010 of IL4-R A gene, rs2069812 of IL5 gene,
G378R and 1188A/C of IL12 gene, rs1881457, rs1800925 and rs20541 of 1L13
gene, rs10519613, rs1057972, rs2254514, rs10833 of IL15 gene, rs549908 of 1L18
gene and rs2270297 of IL18-R gene) with asthma progress, atopy and prevalence

of atopic diseases and lung function.

Genotyping of polymorphisms was mostly performed using PCR-RFLP with
exception of polymorphism rs20541 of IL13 gene, which was identified using
commercial kit of probes and starters TagMan SNP Genotyping Assays. Statistical
analysis of nominal variables was performed using Statistica v.8.0. software with
X2 Pearson’s test and Fisher’s test. For interval variables, ANOVA analysis with

Newman-Keuls post-test was performed.

The results confirmed association of rs2270297 of 1L18-R gene with the age of first
asthma symptoms and association of rs1881457, rs2541 of IL13 gene and
rs10519613 of IL15 gene with asthma severity. There was no significant
association between any of the analyzed polymorphisms and systemic steroid
therapy. This study also confirmed the association between rs2243250 of IL4 gene,
rs1805010 of IL4-R A gene, rs1881457 and R110Q of IL13 gene, rs10519613 of
IL15 gene and rs2270297 of IL18-R gene and atopy. However none of the
polymorphisms showed the association with allergic rhinitis, the association with
atopic eczema was found for 2 of these polymorphisms (rs2243250 of IL4 gene

and rs20541 of IL13 gene). According to this study, association with grass pollen
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hypersensitivity and rs1805010 of IL4-R A gene, rs1881457 of IL13 gene and
rs2270297 of IL18-R was found, and there was a significant association of dust
mites hypersensitivity and rs2243250 of IL4 gene, rs1805010 of IL4-R A gene,
rs1881457 and R110Q of IL13 gene, rs10519613 of IL15 gene and rs2270297 of
IL18-R gene. Moreover, the difference between IL4 gene and IL5 gene
polymorphisms was found, comparing the group with grass pollen allergy and dust
mite allergy. Total IgE serum concentration was associated with IL13 gene
polymorphisms (rs1881457 and R110Q). The FEV1 value during asthma remission
showed the association with -511C/T of IL1 B gene, rs1881457 and rs20541
polymorphisms of IL13 gene, while the FEV1 value during the exacerbation
showed the association with IL13 gene polymorphisms: rs1881457 and rs1800925.
Moreover, the rs10519613 associates with the FEV1 changes after nonspecific
provocation of bronchial hyperresponsiveness. The mean NO concentration was
associated with rs1881457 and rs20541 of IL13 gene and with rs1057972 of IL15

gene.

Considering the limited number of children qualified for this study in order to
confirm the obtained results further analysis between selected polymorphisms and

asthma should be performed.
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