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. WSTEP

Choroby alergiczne naleza do najczesSciej wystepujacych schorzen przewlektych
wspolczesnej cywilizacji, zarowno u dzieci jak u dorostych [1], a wobec danych
przedstawiajacych wzrost zachorowalnosci, szczegoélnie w krajach uprzemystowionych,
istotnym wydaje si¢ okreslenie czynnikow wplywajacych na ich wystapienie oraz
mechanizmy tych schorzen.

Badania na poziomie molekularnym pozwolity na identyfikacj¢ szeregu gendéw bioracych
udziat w regulacji swoistej odpowiedzi immunologicznej oraz kontroli reakcji zapalnych
lezacych u podtoza tych chorob [2, 3].

Do najczesciej wystepujacych chordb alergicznych naleza astma oskrzelowa i alergiczny
niezyt nosa. Podkresla si¢ obecnie wspdlne mechanizmy patogenetyczne i by¢ moze rowniez
molekularne astmy oskrzelowej 1 alergicznego niezytu nosa, traktujac te dwie jednostki

chorobowe jako jedng cato$§¢ w mys$l zasady ,,jedne drogi oddechowe, jedna choroba” [4].

Astma oskrzelowa
Wedhug definicji przedstawionej w raporcie GINA, astma jest przewleka choroba zapalng
drog oddechowych, w ktorej role odgrywa wiele komorek, gtownie mastocyty, eozynofile 1
limfocyty T. U o0s6b podatnych zapalenie to jest przyczyng nawracajacych epizodow
$wiszczacego oddechu, dusznosci, $Sciskania w klatce piersiowej i kaszlu, wystepujacych
szczegOlnie w nocy i/lub nad ranem. Objawy te sg zwykle zwigzane z rozlegla obturacja
oskrzeli o zmiennym nasileniu, czesto ust¢pujaca samoistnie lub pod wptywem leczenia.
Proces zapalny toczacy si¢ w S$cianie oskrzeli jest odpowiedzialny za nadreaktywno$¢

oskrzeli na r6zne czynniki [5].

Astme oskrzelowa mozemy podzieli¢ biorgc pod uwage etiologi¢ lub przebieg choroby.
Pod wzgledem etiologicznym astme oskrzelowg dzielimy na alergiczng (atopowa,
zewnatrzpochodng) - jest to astma wywotana przez mechanizmy immunologiczne
oraz niealergiczng (nieatopowa, wewnatrzpochodng), gdy nie udaje si¢ wykry¢ udziatu
znanych alergenoéw i swoistych przeciwciat IgE w powstawaniu objawow choroby [6].
Podziat astmy ze wzglgdu na przebieg choroby i nasilenie obturacji oskrzeli przedstawiono

w tabeli 1 [5].



Tabela 1.Klasyfikacja astmy na podstawie obrazu klinicznego.

Stopien 1.- astma - objawy rzadziej niz raz w tygodniu

- zaostrzenia krétkotrwale

sporadyczna - objawy nocne nie czesciej niz 2 razy w miesiagcu

- FEV1>80% warto$ci naleznej, lub PEF>80% wartoSci maksymalnej
dla chorego

= zmienno$¢ PEF lub FEV1<20%

Stopien 2.- astma - objawy cze$ciej niz 1 raz wtygodniu, rzadziej niz 1 raz dziennie

- zaostrzenia moga zaburzac sen i utrudnia¢ codzienngaktywno$¢

przewlekta lekka - objawy nocne czeéciej niz 2 razy w miesigcu

- FEV1>80% wartos$ci naleznej, lub PEF>80% warto$ci maksymalnej
dla chorego

= zmienno$¢ PEF lub FEV1 20-30%

Stopien 3.- astma - objawy wystepuja codziennie

- zaostrzenia moga zaburzac sen i utrudnia¢ codzienng aktywnos¢

przewlekta - objawy nocne czeéciej niz 1raz w tygodniu

- konieczno$¢ inhalacji krotko dziatajacego Pr-sympatykomimetyku
codziennie

- FEV1 60-80% wartosci naleznej, lub PEF60-80% warto$ci maksymalnej
dla chorego

= zmienno$¢ PEF lub FEV1 >30%

umiarkowana

Stopien 4.- astma | - objawy wystgpuja codziennie
L - czeste zaostrzenia
przewlekia cigzka |- czeste objawy nocne

- ograniczenie aktywnosci fizycznej

= FEV1 <60% wartos$ci naleznej, lub PEF<60% warto$ci maksymalnej dla
chorego

= zmienno$¢ PEF lub FEV1 >30%

Do wystgpienia astmy oskrzelowej przyczyniajg si¢ czynniki osobnicze oraz §rodowiska,
wywotujace zapalenie 1 skurcz oskrzeli, jak alergeny, czynniki zawodowe, infekcje
bakteryjne i wirusowe, leki, palenie tytoniu. Natomiast czynniki wyzwalajace skurcz
oskrzeli 1 powodujace utrzymywanie si¢ objawOw alergicznego zapalenia to przede
wszystkim: wysitek fizyczny, zimne powietrze, zanieczyszczenie powietrza, dwutlenek
siarki, stresy. Przedstawiono je w tabeli 2 [7, 8].

Tabela 2.Czynniki predysponujace do wystapienia astmy oskrzelowej.

1. Czynniki osobnicze - predyspozycja genetyczna
— nadreaktywnos¢ oskrzeli
— ple¢irasa

2. Czynniki srodowiskowe - alergeny

- czynniki zawodowe dziatajace uczulajaco

- dym tytoniowy, zanieczyszczenie powietrza
- zakazenia uktadu oddechowego

- dieta, status spoteczny i ekonomiczny

- wielkos$¢ rodziny

3. Czynniki wywotlujgce zaostrzenia - alergeny

i utrzymywanie si¢ objawow choroby - zakaZenia ukladu oddechowego




W diagnostyce astmy podstawowe znaczenie ma doktadnie zebrany wywiad chorobowy,
uwzgledniajacy wystgpowanie w rodzinie chorob atopowych.

Najbardziej charakterystycznym objawem astmy s3a $wisty 1 furczenia w badaniu
ostuchowym ptuc, ale ze wzgledu na napadowy charakter tej choroby wynik badania
fizykalnego moze by¢ w danej chwili prawidtowy. Z badan dodatkowych istotne dla
rozpoznania astmy sa badania czynno$ciowe pluc, a takze testy skdrne z alergenami
1 okreslenie stezenia catkowitych lub alergenowo swoistych przeciwcial IgE. Prowokacyjne
proby dooskrzelowe, badanie popluczyn oskrzelowo-pgcherzykowych, biopsja  btony
Sluzowej oskrzeli potwierdzaja rozpoznanie astmy 1 s3 wykonywane w

specjalistycznych o$rodkach [5].

Alergiczny niezyt nosa

Alergiczny niezyt nosa jest to zespot objawow klinicznych wywotanych przez IgE-zalezng
reakcje zapalng blony $luzowej nosa po zadziataniu alergenu. Objawami niezytu nosa sa:
wyciek wodnistej wydzieliny z nosa, uczucie zatkania i $wiad oraz kichanie, ustgpujace
samoistnie lub pod wplywem leczenia. Objawom tym moze towarzyszy¢ $wigd gardla,
tzawienie oczu, podraznienie spojowek, a takze nadreaktywnos$¢ oskrzeli czy astma.
Choroba moze mie¢ posta¢ okresowa (objawy wystepuja przez mniej niz 4 dni w tygodniu
lub krocej niz 4 tygodnie) lub przewlekla (objawy wystepuja przez wigeej niz 4 dniw
tygodniu i ponad 4 tygodnie). Stopien cigzko$ci alergicznego niezytu nosa okresla si¢ jako
tagodny, umiarkowany lub ci¢zki [9].

Alergiczny niezyt nosa dzieli si¢ na sezonowy, caloroczny i zawodowy, zaleznie od czasu
ekspozycji na czynnik wywotujacy. Sezonowy alergiczny niezyt nosa ( synonimy tej
choroby to: alergia pytkowa, pytkowica, goraczka sienna, katar sienny) wywotywany jest
alergenami srodowiska zewnetrznego takimi jak pyltki roslin czy plesnie. Catoroczny niezyt
nosa najczesciej wywoluja alergeny roztoczy kurzu domowego, niektore gatunki plesni,
naskorek i siers¢ zwierzat. Przyczyng zawodowego niezytu nosa jest narazenie na substancje
obecne w powietrzu w miejscu pracy, np. alergeny zwierzat laboratoryjnych, zboz, pyt
drzewny, substancje chemiczne.

Do czynnikéw zwigkszajacych ryzyko wystapienia alergicznego niezytu nosa zalicza sig:
czynniki genetyczne i rodzinne wystgpowania chordb alergicznych, zwtaszcza alergicznego
niezytu nosa [10], narazenie na alergeny oraz zakazenia w dziecinstwie, miejsce
zamieszkania 1 styl zycia, zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego 1 wewnatrz

pomieszczen, a takze palenie tytoniu [9].



W rozpoznaniu alergicznego niezytu nosa podstawowe znaczenie ma dokladny wywiad,
badanie fizykalne i laryngologiczne; z badan dodatkowych istotne znaczenie maja
alergologiczne testy skorne, poziom IgE catkowitego w surowicy, poziom swoistych IgE w
surowicy oraz cytologia nosa, badanie bakteriologiczne wydzieliny z nosa, ocena czynnosci
aparatu $luzowo-rzeskowego, ocena przewodow nosowych, tomografia komputerowa i

przegladowe zdj¢cie zatok obocznych nosa [11].

I.1. Epidemiologia astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa

Badania epidemiologiczne wskazuja na gwattowny wzrost chorob alergicznych na §wiecie
w ostatnich trzech dekadach [12]. Obecnie choroby te dotycza 10-30% ogolnej populacji [1].
W tabeli 3 przedstawiono wyniki badan dotyczacych populacji polskiej z roku 2000 oraz
2003.

Tabela 3. Czesto$¢ wystepowania chorob alergicznych w populacji polskiej

Populacja dorostych Populacja dzieci Pozycja piSmiennictwa
Choroby alergiczne 18,7% 23,3% [13]
Astma oskrzelowa 5,4% 8,6%, [13, 14]

Krakow 5,8%
Poznan 5,9%

Alergiczny niezyt 8,5% 8,6% [13]

nosa

Dane epidemiologiczne dotyczace wystgpowania chordb alergicznych na $wiecie sa
niejednoznaczne ze wzglgdu na zastosowanie réznych kryteridw rozpoznawania choroby
oraz badane subpopulacje. Czestos¢ wystepowania objawdw astmy oskrzelowej u dzieci, w
réoznych populacjach, waha si¢ od 0-30%, a najwickszy wspolczynnik chorobowosci
stwierdzono w Australii, Nowej Zelandii i Anglii. Dane dotyczace wyst¢gpowania astmy u
0s6b dorostych wynosza od 3 do 16%w populacji §wiatowej [5]. W populacji Swiatowej
czestos¢ wystepowania alergicznego niezytu nosa u dzieci waha si¢ od 1 do 40% [9].

W badaniu  wieloosrodkowym, migdzynarodowym ISAAC, stwierdzono duze
zrdznicowanie czgsto$ci wystepowania astmy i alergicznego niezytu nosa u dzieci w
roznych regionach §wiata. Zaobserwowano, ze niezyt nosa wystepuje rzadko w krajach,
gdzie rowniez astma wystepuje rzadko; w krajach, gdzie czestos$¢ alergicznego niezytu nosa
jest bardzo duza od 25 do 35%, cz¢stos¢ wystepowania astmy wynosita od 10 do 25% [15].
W  badaniu SAPALDIA czgsto§¢ wystgpowania alergicznego niezytu nosa u

dorostych 0sob wynosita 13,5% [16].




[.2. Patomechanizm reakcji zapalnych w astmie oskrzelowej i alergicznym niezycie

nosa

Do =zapalenia dochodzi w wyniku swoistej] odpowiedzi immunologicznej w drogach
oddechowych. Proces immunologiczny zapoczatkowany jest aktywacja limfocytow T w
odpowiedzi na antygen prezentowany przez komorki dendrytyczne przy udziale czasteczek
MHC-I1 (Major Histocompatibility Complex), a pod ich wplywem limfocyty typu Tho
roznicujg si¢ w kierunku limfocytow typu Thi 1 Tho [17].

Obecnie uwaza sig, ze zaburzenie rownowagi pomi¢dzy limfocytami typu Thi i Thz odgrywa
role w patogenezie chordb atopowych [18, 19]. Atopi¢ charakteryzuje przewaga limfocytow
typu Thy, ktore poprzez uwalnianie cytokin IL-4, 1L-13, IL-3, IL-5, IL-9, czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow (GM-CSF) oraz czynnika
aktywujacego  eozynofile (EAF), nasilaja produkcj¢e immunoglobulin IgE i
podtrzymuja proces zapalny. Jednocze$nie dochodzi do obnizenia stezenia INFy i1 IL-2,
ktorych zrodlem sg przede wszystkim limfocyty typu Thi.

W zapaleniu alergicznym mozna wyr6znic trzy fazy [20, 21, 22]:

-wczesng, wystepujaca prawie natychmiast po zadziataniu bodzca, w ktorej biorg udziat
komorki tuczne 1 bazofile, a istotng rol¢ odgrywa migdzy innymi interleukina 4, nadzorujaca
zmiang izotypu limfocytow B w kierunku wytwarzania IgE, roznicowanie limfocytow T w
kierunku limfocytow typu Thy, zwickszajaca ekspresje czastek adhezyjnych np.VCAM-1 1
kontrolujaca poziom ekspresji receptora dla IgE (FceRII) [23]. Za zwigkszong transkrypcje
genu dla IL-4 odpowiedzialna jest aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
STAT(STAT®).

IgE wigza si¢ z receptorem o wysokim powinowactwie dla IgE (FceRI) na powierzchni
komorek tucznych i bazofili oraz z receptorem o stabym powinowactwie (FceRII) na
powierzchni eozynofiléw, monocytow, makrofagdw, komorek dendrytycznych i ptytek
krwi. Po polaczeniu z alergenem dochodzi do aktywacji tych komdrek i uwalniania przez
nie mediatorow, ktore inicjuja faze pdzna zapalenia [24]. Mediatory uwalniane z komorki
tucznej to: histamina, bradykinina, czynnik chemotaktyczny dla eozynofilow (ECF-A),
czynnik chemotaktyczny dla neutrofili (NCF-A). Mediatory uwalniane z fosfolipidow btony
komorkowej w nastepstwie aktywacji komorki tucznej to: leukotrieny: LTB4, LTC4, LTD4,
LTE4, tromboksan TXA,, prostaglandyny-PGD>, PGF», oraz czynnik aktywujacy ptytki
(PAF),

-p6zna, wystepujaca po 3-8 godzinach, w ktoérej uczestnicza gldéwnie eozynofile, limfocyty

1 neutrofile.



Glownymi komorkami tej fazy sa eozynofile, ktore poza produkcja metabolitow kwasu
arachidonowego i PAF, uwalniaja zmagazynowane w ziarnisto$ciach biatka takie, jak
eozynofilowe biatko kationowe (ECP), eozynofilowe biatko X (EPX), bialko zasadowe
(MBP) eozynofilowa peroksydaze (EPO) oraz wytwarzajag nowe mediatory biorgce udziat w
reakcji zapalnej: IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, TNFa, GM-CSF. Roéwniez duzg role w
tej fazie zapalenia przypisuje si¢ limfocytom typu Ths i uwalnianym przez nie cytokinom,
jak IL-4, IL-5, IL-13, czynnik aktywujacy eozynofile (EAF), ktore odpowiedzialne sg za
przyciaganie, aktywacje 1 przedtuzone przezycie eozynofiloéw w btonie sluzowej oskrzeli.
TNFa 1 IL-4 odgrywaja istotng rolg¢ w zwigkszeniu ekspresji czastek adhezyjnych oraz
umozliwiajg tworzenie si¢ nacieku zapalnego [11, 25, 26],

-naprawcza, za ktorg odpowiadajg makrofagi i fibroblasty. W tej fazie pobudzone makrofagi
1 monocyty uwalniajg leukotrieny LTB4, LTC4, tromboksan, prostaglandyny, PAF oraz
elastaze, kolagen i kwas hialuronowy. Proliferujace fibroblasty wydzielaja proteoglikan,
kwas hialuronowy, kolagen, a takze cytokiny prozapalne.

Komorki nablonka oskrzeli stanowiag fizjologiczng barier¢, ponadto modulujg zapalne
reakcje alergiczne w drogach oddechowych syntetyzujac przeciwzapalne mediatory
eikozanoidowe oraz uczestniczac w degradacji neuropeptydéw (neuropeptydaza). Nabtonek
oddechowy jest takze zrodlem prozapalnych chemokin (RANTES, TNFa, IL-1, IL-6, IL-8)
oraz czynnikow regulujacych napigcie migsniowki gladkiej oskrzeli. Czynniki te moga
uczestniczy¢ w przebudowie $ciany oskrzeli (remodelling). Proces charakteryzuje sig
zhuszczeniem komoérek nabtonka oddechowego, wzrostem liczby komoérek kubkowych,
pogrubieniem btony podstawnej w wyniku depozycji kolagenu i biatek takich jak laminina
i fibronektyna.

W wyniku dlugo trwajacego procesu zapalnego dochodzi do hiperplazji i1 hipertrofii
komorek miegsni gtadkich 1 gruczotéw sluzowych [26].

Nacieki zapalne w alergicznym niezycie nosa maja podobny sktad komoérkowy do tego,
ktory wystepuje w oskrzelach. W reakcji zapalnej biorg udziat te same mediatory: histamina,
leukotrieny, prostaglandyny, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF, chemokiny: RANTES i eotaksyna,
czasteczki adhezyjne. U chorych na alergiczny niezyt nosa i astme wystepuja réznice miedzy
budowg btony $luzowej w zakresie markeréw zapalenia, udzialu eozynofiléw, stopnia
zhuszczania nabtonka oraz mikroskopowych cech przebudowy drog oddechowych. Istotne
sg takze roznice w roli uktadu autonomicznego w tych dwoéch schorzeniach, z przewaga roli
uktadu cholinergicznego w astmie i a-adrenergicznego oraz NANC w alergicznym niezycie

nosa [9].



Receptory B2-adrenergiczne odgrywaja role w kontroli zapalenia alergicznego. Znajdujg si¢
one na mastocytach, limfocytach, eozynofilach, a ich aktywacja hamuje uwalnianie
mediatoréw. Pobudzenie receptoréw [Pr-adrenergicznych prowadzi do zmniejszenia
uwalniania neuropeptydéw przez nerwy cholinergiczne, zmniejszenia przepuszczalnosci
naczyn, zwigkszenia ruchomosci rzesek i klirensu §luzéwkowo-rzeskowego, co w efekcie

prowadzi do ograniczenia procesu zapalnego (tabela 6) [27].

Rola nadreaktywnosci oskrzeli w astmie i alergicznym niezycie nosa.

Nadreaktywnos$¢ jako nadmierna odpowiedz skurczowa oskrzeli na bodzce jest uniwersalng
cechg astmy niezaleznie od jej etiologii. Mechanizmy nadreaktywnos$ci nie sg znane, ale
moga wigza¢ si¢ z uszkodzeniem nabtonka, zaburzeniem czynno$ci migsni gladkich
oskrzeli, w nastepstwie zmian w ich kurczliwosci oraz procesem zapalnym toczacym si¢ w
$cianie drog oddechowych. Ponadto przyczyng wzmozonej odpowiedzi skurczowej oskrzeli
moga by¢ zaburzenia regulacji napigcia migsni gltadkich oskrzeli zwigzane z czynno$ciowa
przewagg nerwu blednego, badz tez zaburzeniem funkcji receptorow Pr-adrenergicznych

[28].

W astmie stwierdzono zmiany w nerwowej kontroli drog oddechowych, co przejawia si¢
zaburzeniem réwnowagi mi¢dzy czynnikami kurczacymi oskrzela-uktad cholinergiczny, a-
adrenergiczny, a czynnikami powodujacymi rozkurcz - uktad B-adrenergiczny. Toniczne
napigcie migsni gladkich utrzymywane jest przez acetylocholing, uwalniang przez
zakonczenia nerwu btgdnego, ktora poprzez receptory M, obecne na powierzchni komorek
miegs$ni gltadkich powoduje ich skurcz. Hamujaco na uwalnianie acetylocholiny dzialaja
katecholaminy, neuropeptydy (VIP) oraz sama acetylocholina. Natomiast uwalnianie
acetylocholiny nasilajg tromboksany i PGD». Potencjalng rol¢ w rozwoju nadreaktywno$ci
oskrzeli odgrywa réwniez uklad nieadrenergiczny i niecholinergiczny, ktory poprzez
uwalniane mediatory: substancja P, neurokininy A i1 B, neuropeptydy (NKA, CGRP)
reguluja napiecie mig¢sni gladkich oskrzeli [29, 30].

U wielu chorych na alergiczny niezyt nosa obserwuje si¢ wspotwystgpowanie nieswoistej
nadreaktywnosci oskrzeli. Ustgpowanie objawoéw nadreaktywnos$ci oskrzeli pod wptywem
leczenia donosowo lekami przeciwzapalnymi, wskazuje na zwigzek nadreaktywnosci z

zapaleniem btony $luzowej nosa [31].
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1.3. Zwigzek miedzy wystepowaniem atopii, astmy oskrzelowej 1 alergicznego niezytu

nosa

Termin atopia, w jezyku greckim oznaczajacy ,,dziwny”, zostal wprowadzony w 1923 roku
przez Coca 1 Cooke’a 1 oznacza osobnicza lub rodzinng predyspozycje do
produkowania przeciwcial klasy IgE w odpowiedzi na niskie dawki alergendéw, zwykle
biatek oraz do rozwoju typowych objawow takich, jak astma, niezyt nosa i spojowek lub
wyprysk/zapalenie skéry. Choroby atopowe to migdzy innymi atopowa astma oskrzelowa,
alergiczny niezyt nosa oraz atopowe zapalenie skory [6].

Atopi¢ definiowang jako wytwarzanie nadmiernych ilosci przeciwciat klasy IgE

w odpowiedzi na ekspozycj¢ na alergeny srodowiskowe, rozpoznaje si¢ na podstawie
zwigkszonego st¢zenia catkowitych lub swoistych IgE w surowicy i dodatniego wyniku
punktowych testow skérnych z zestawem wystandaryzowanych wyciaggdéw alergenowych.
Zwigkszona synteza przeciwciat IgE jest wynikiem zlozonych mechanizmow,
regulowanych przez szereg interakcji komorkowych, w ktérych decydujaca role odgrywaja
czynniki genetyczne [32].

Atopia jest waznym czynnikiem osobniczym predysponujacym do wystgpienia astmy [5], a
dostepne dane epidemiologiczne wskazuja, ze stanowi ona podtoze astmy w ok. 50%
przypadkow [33]. Istotny wydaje si¢ by¢ roéwniez wzajemny wptyw poszczegolnych chordb
atopowych na siebie.

Alergiczny niezyt nosa stanowi czynnik ryzyka rozwoju astmy [34, 35].

Istnieje koncepcja, wedtug ktorej gorne 1 dolne drogi oddechowe nalezy traktowac tacznie
jako jednostke objeta alergicznym procesem zapalnym; przy tym u pacjentow z
tagodniejsza postacia choroby wystepuje tylko niezyt nosa, podczas gdy ci¢zsza postac
choroby moze manifestowac si¢ zarowno astma oskrzelowa jak i alergicznym niezytem nosa
[4, 36].

W wielu badaniach wykazano, ze nacieki zapalne w blonie $luzowej nosa i oskrzeli maja
podobny sktad komorkowy (eozynofile, mastocyty, limfocyty T, komoérki jednojadrzaste), a
w patogenezie zmian zapalnych biorg udzial te same mediatory [37].

Nie nalezy zapomina¢ o réznicach pomigdzy blong $luzowa nosa i1 oskrzeli w zakresie
markerow zapalenia, udzialu eozynofilow, stopnia zluszczania nablonka oraz cech

przebudowy drég oddechowych [38].
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Niezyt nosa stwierdza si¢ u ponad 75% chorych na astme¢ atopowa 1 u ponad 80% na astme
nieatopowa [39]. Z badan przeprowadzonych w potnocnej Szwecji wynika, ze ryzyko
wystapienia astmy u dorostych jest 3-4 razy wigksze, za$ niezytu nosa 2-6 razy wicksze u
chorych z dodatnim wywiadem rodzinnym w kierunku astmy i niezytu nosa [40].
Czynnikiem wptywajacym na rozwo6j astmy 1 niezytu nosa lub izolowanego niezytu nosa
jest wiek, w ktorym pojawitly si¢ objawy atopii. W badaniu przeprowadzonym w
Australii stwierdzono, ze wystapienie objawdw atopii u dzieci do 6 roku Zycia jest istotnym
czynnikiem ryzyka rozwoju astmy w pozniejszym wieku, natomiast jej wystgpienie w
starszym wieku wigzalo si¢ jedynie z ryzykiem sezonowego alergicznego niezytu nosa [41].
Istniejg prace, z ktérych wynika, ze atopowe zapalenie skory wplywa na rozwoj astmy
oskrzelowej [42, 43, 44]. Ocenia si¢, ze u okoto 40% niemowlat chorujacych na atopowe

zapalenie skoéry dojdzie do rozwoju astmy oskrzelowej w wieku 3-4 lat [42].

I.4. Podloze genetyczne atopii i astmy oskrzelowe;j

Wiele danych wskazuje na dziedziczny charakter astmy i innych schorzen alergicznych,
jednak mechanizm dziedziczenia jest zlozony. Zréznicowanie obrazu klinicznego, rdzna
ekspresja genéw oraz oddziatywania gen-gen i1 gen-§rodowisko sprawia, ze jednoznaczne
okreslenie podtoza genetycznego astmy i innych schorzen alergicznych jest trudne [32].

W badaniach prowadzonych u bliznigt wykazano, ze wspotczynniki wspotwystepowania
chorob atopowych jak astma, alergiczny niezyt nosa, czy atopowe zapalanie skory sa
znamiennie wigksze dla blizniat jednojajowych niz dwujajowych [45, 46].

U bliznigt jednojajowych wystepowanie atopii wynosi 50-60% [47], odpowiedni
wspotczynnik dla astmy wynosi jednak zaledwie 26%. Co ciekawe, chociaz bliznigta
jednojajowe wychowywane w tych samych warunkach wykazuja znaczne podobienstwo w
poziomie IgE, wynikajace z identycznego materiatu genetycznego komoérek zarodkowych 1
podobienstwa we wczesnym narazeniu na czynniki $rodowiskowe, czgsto prezentuja
znaczne roznice w swoistej IgE-zaleznej odpowiedzi przeciw roéznym alergenom.
Przypuszczalnie wynika to z r6znic w segregacji genow, dotyczacych zarowno gendéw dla
immunoglobulin jak 1 receptoroéw na komorkach T [48].

Wysunigto hipoteze, ze istniejg wspolne geny predysponujace do wystgpienia chordb
alergicznych niezaleznie od klinicznej manifestacji (geny te nalezag do uktadu genow

zwigzanych z chorobami immunologicznymi np. stwardnienie rozsiane, choroba Crohna,
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cukrzyca typu pierwszego), a odrgbne warunkuja wystgpienie konkretnej jednostki
chorobowej: astmy, alergicznego niezytu nosa czy atopowego zapalenia skory[36].
Nalezy podkresli¢, ze astma oskrzelowa ma podtoze wielogenowe, ponadto dochodzi do
wzajemnych interakcji polimorfizméw poszczegodlnych gendéw 1 co jeszcze bardziej
komplikuje genetyczne uwarunkowania tej choroby to zjawisko niecatkowitej penetracji
genow oraz obecno$¢ fenokopii [49].
Duza uwage w badaniu podtoza genetycznego choréb uwarunkowanych wieloczynnikowo,
poswieca si¢ badaniu polimorfizmow pojedynczych nukleotydéow (SNP). Jest to bardzo
czeste zjawisko: $rednio na 350 nukleotydéw w genomie czlowieka wystepuje allel r6zniacy
sie¢ pojedynczym nukleotydem (mutacja), a polimorfizm pojedynczych nukleotydow, jest to
wystepowanie wiecej niz jednego wariantu (allelu) w danym locus  z czgstosciag wigksza
niz 0,01 w populacji. Haplotyp jest ukltadem polimorfizméw na matym fragmencie
chromosomu, przekazywanym jako catlos¢ w rodzinach [50], a analiza haplotypow
zostata zastosowana w badaniach dotyczacych: ADRB2, TCR, IL-4Ra, IL-13, CD14 [49].
Metody poszukiwania genéw biorgcych udziat w patogenezie astmy dzielg si¢ na dwie
grupy: jedng z nich jest analiza sprzezen, czyli przeszukiwanie genomu: (genome wide
screen, positional cloning), metoda polegajaca na ustaleniu markeréw genetycznych DNA,
a nastepnie $ledzenie ich dziedziczenia i zbieznosci z fenotypem w badanych rodzinach.
Jednym z ogdlnie przyjetych markeréow fenotypowych astmy jest nadreaktywnos¢ oskrzeli,
z kolei inne badania sugeruja, ze takim markerem moze by¢ stezenie IgE [48]. Metoda ta
pozwala to na okreslenie regionow genomu odpowiedzialnych za wystgpienie okreslonego

fenotypu (tabela 4) [51].

Wyniki badan populacyjnych sugeruja, ze material genetyczny zawarty w regionach
chromosomoéw: 2p,2q,5q,7q,11q,12q,13q moze mie¢ znaczenie w rozwoju astmy.

Najwazniejsze znaczenie wydaja si¢ mie¢ regiony chromosomow 5q 1 2p [32, 36].
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Tabela 4. Podsumowanie wynikow badan sprz¢zen genetycznych w poszukiwaniu
odloza genetycznego astmy i atopii

Miejsce Cecha Gen kandydat Pozycja
chromosomowe pis$miennictwa
1 p31 Astma HNMT [52, 53]
2q33 Astma CD28, IGBP5 [54]
3p24.2-p22 Astma CCR4 [55]
5pl5 Astma Nieznany [54]
5923-33 Astma, atopia, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, ADRB2, CD14, CSF2, [54, 55]
catkowite IgE (SPINKYS), LTC (4), GRL1
6p21.1-p23  |Astma, catkowite IgE HLA, TNFa, ( PAFAH) [51, 54]
Tp-15.2 Astma, atopia, TCRG IL-6 [56]
catkowite IgE
7q31 Catkowite IgE TCRB [57]
11ql13 Astma, catkowite IgE, FCERIB, CC16 [56]
atopia
12q14-q24.33 | Astma, eozynofile, | STAT6, IFNYG, SCF, IGF1, LTA4H, NOS1, NFYB, [51, 58]
catkowite IgE
13q14.3-qter Astma TPT1 [54]
14q11.2-q13 Astma, atopowe TCRA/D, [54]
zapalenie skory,
atopia
16922.1-q24.2 Astma, atopia Nieznany [56]
17p11.1-q11.2 Astma CC [54]
19q13p Astma CD22 [54]
21q2120p Astma Nieznany [54, 55]
Xq28/Yq28 Astma IL9R [59]
Na podstawie[49]

ADRB?2 - receptor Pr-adrenergiczny; CC - chemokiny typu CC, CCR — receptor dla
chemokin typu CC; CD - antygen réznicowania komodrek, CC16 - biatko swoiste dla
komorek Clara; CSF - czynnik stymulujacy kolonie; FCER1B - tancuch 3 receptora IgE o
wysokim powinowactwie; GRL - receptor dla glukokortykosteroidéw; HLA - gtowny uktad
zgodnos$ci tkankowej; HNMT - N-metylotransferaza histaminy; IL-interleukina; ILR -
receptor dla interleukiny; IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu-1; LTA4H - hydrolaza
leukotrienu A4; LTC (4) - syntaza leukotrienu C4; NOS1 - 1 syntaza NO; NFYB - jadrowy
czynnik transkrypcyjny, podjednostka B; INFG - interferon y; SCF - czynnik wzrostowy
komorek macierzystych; SPINKS - 5 inhibitor proteazy serynowej typu Kazal; STAT6 -
czynnik transkrypcyjny STAT6; TCR - receptor limfocytow T

Druga z metod jest analiza konkretnego genu (candidate gene approach) polegajaca na
badaniu asocjacji genetycznych. Celem tych badan jest wykazanie réznicy w czgstosci
wystepowania zmiennos$ci genetycznej (polimorfizmu) u chorych, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, a nast¢pnie okreslenie funkcjonalnego znaczenia polimorfizmu. W przypadku
gdy polimorfizm znajduje si¢ w regionie kodujacym genu, biatko kodowane przez wariant
polimorficzny moze wykazywac¢ zmieniong funkcje.

Natomiast gdy polimorfizm dotyczy niekodujgcych czgsci genu, wariant polimorficzny
moze wplywa¢ na zmian¢ aktywnos$ci transkrypcji i1

ekspresji  genetycznej. W

dotychczasowych badaniach najwigcej uwagi poswigcono zmiennos$ci gendow
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znajdujacych

sie¢ W

nastepujacych

regionach:

5q31-33,6p21-3,11q13,12q14.3-

q24.1,14q11.2-13 dla ktoérych wykazano zwigzek z fenotypem astmy i atopii (tabela 5) [48].

Tabela 5. Znaczenie czynno$ciowe wybranych genow kandydatow w patogenezie astmy
oskrzelowej 1 atopii.

Region Geny Funkcja Fenotyp (y) Pozycja
chromosomu kandydaci piSmiennictwa
5q31.1-g33 IL3, IL4, IL5, |Izotyp limfocytow B Astma, nadreaktywnos$¢ [60, 61, 62]
IL9, IL13, produkujacych IgE; cytokiny | oskrzeli, catkowite IgE
CSF2 regulujace czynno$é
eozynofilow, bazofili i
mastocytow oraz IgE (np.
odpowiedz Th2)
ADRB2 Receptor 32 adrenergiczny | Astma, nadreaktywnos¢ [63]
sprzezony z biatkiem G oskrzeli, catkowite IgE
GRL Receptor istotny dla Nieznany
modulacji reakcji zapalne;j
6p21.3 HLAD Prezentacja antygenu Swoiste IgE 1 IgG [64]
TNFA Uczestniczy w reakcji Astma
zapalnej
11ql13 FCERI1B Sygnat transdukcji dla Atopia (catkowite i swoiste [65]
bazofili, mastocytow i IgE), astma, sugerowane
komorek dendrytycznych dziedziczenie matczyne
FGF3 Stymuluje proliferacje¢ Atopia (catkowite i swoiste
komorek IgE)
12q14.3- IFNG Hamowanie aktywnosci IL-4 | Caly region, astma, atopia, [66, 67]
q24.1 catkowite IgE
SCF Wytwarzanie 1L-4 (jak dla IFNG)
NFYB Regulacja transkrypcji (jak dla FNG)
genow dla [L-4 i HLA-D
STAT6 Istotny czynnik transkrypcji | (jak dla IFNG)
regulowanej cytokinami
14q11.2-13 | TCRA, TCRD | Reaguje z kompleksami Swoiste IgE [68]
peptyd-MHC
NFKB-1 Aktywuje geny Nieznany
immunoregulacyjne w
odpowiedzi na bodzce
zapalne
Na podstawie[48]

ADRB2 - receptor P2-adrenergiczny; CSF - czynnik stymulujacy kolonie; FCER1B - tafcuch
B receptora IgE o wysokim powinowactwie; FGF3 - czynnik wzrostu fibroblastow; GRL -
receptor dla glukokortykosteroidow; HLAD - gtowny uktad zgodnosci tkankowej - region
D; IL - interleukina; INFG - interferon y; NFYB - jadrowy czynnik transkrypcyjny-
podjednostka B, NFKB-1 — inhibitor komorek cytotoksycznych; SCF - czynnik wzrostowy
komorek macierzystych; STAT6 - czynnik transkrypcyjny STAT6; TCR - receptor
limfocytéw T - tancuch a1 6, TNFA - czynnik martwicy nowotworéw o
Chromosom 5q31-q33 zawiera wiele gendw uczestniczacych w rozwoju procesu zapalnego

zwigzanego z astma 1 atopia. Znaleziono zwigzki pomigdzy zmiennoscig gendéw kodujacych

IL-4 1 znajdujacymi si¢ genami w regionie 5q31.1, a regulacjg poziomu IgE [60, 69, 70].
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W 1995 opisano polimorfizm promotora genu dla IL-4 1 jego zwigzek z podwyzszonym
calkowitym poziomem IgE w surowicy, jakkolwiek p6zniejsze prace tego nie potwierdzity
[71]. Wykryto rowniez polimorfizm genu kodujacego IL-13 i jego zwigzek z catkowitym
stezeniem IgE w surowicy [72]. Region ten zawiera ponadto geny dla receptora -
adrenergicznego.

Na krétkim ramieniu chromosomu 6: 6p21.3 zlokalizowano geny kodujace biatka uktadu
zgodnosci tkankowej (HLA 1, II, III) oraz inne geny, np. dla TNFa.- waznego mediatora
reakcji zapalnych. W przypadku dobrze scharakteryzowanych alergenéw jak alergen
ambrozji Amb-A5 1 Amb-A6, udowodniono zwigzek pomig¢dzy swoista odpowiedzig a
okreslonym fenotypem HLA klasy II ( DR2.2 u 0s6b rasy biatej, lub DR2.12 u 0s6b rasy
azjatyckiej). W grupie chorych uczulonych na pytek ambrozji, stwierdzono zwigzek
niektorych haplotypow z fenotypem klinicznym - np. haplotyp HLA-B7, SC31, DR2
wystepowat prawie wylacznie u osdb chorujacych na astme, a haplotyp HLA-B8, SCO1,
DR3 wystepowal u 0so6b chorych na alergiczny niezyt nosa [73].

Cookson i wspotpracownicy jako pierwsi zlokalizowali gen lezacy w regionie 11q12-q13,
kodujacy tancuch B receptora IgE o wysokim powinowactwie (FCR1B). Wykryli oni kilka
polimorfizméw w obrebie tego genu (FceR1-b-Leul81 i FceR1-b-E237G), a wyniki
wielu badan sugeruja ich zwigzek z regulacja poziomu IgE w surowicy 1 atopig [65, 74].

Po6zniejsze badania daty jednak rozbiezne wyniki [75].

Wiele uwagi poswigcono badaniom nad regionem 12ql14.3-q24.1, zawierajacym geny
potencjalnie odgrywajace role w patogenezie astmy 1 alergii miedzy innymi gen kodujacy
syntaze tlenku azotu (NOS1) [76, 77], ponadto region ten zawiera gen kodujacy interferon y
(INFy) [58].

Gen kodujacy tancuch a receptora dla IL-4 i IL-13 znajdujacy si¢ w regionie 16p12 byl takze
przedmiotem badan. Opisano czternascie polimorfizméw pojedynczego nukleotydu z
ktorych dziesie¢ skutkowato zamiang aminokwasu, natomiast trzy z powstatych wariantow
powoduja zaburzenia funkcji receptora. Zamiana Ile50Val skutkuje miedzy innymi
zwigkszeniem aktywacji STAT6 i pobudzeniem procesow transkrypcyjnych. Wariant ten
powigzano z wystepowaniem astmy w populacji japonskiej [78, 79]. Wysunigto hipoteze, ze
w roznych populacjach, rozne polimorfizmy opisywanych gendéw moga mie¢ zwigzek z
rozwojem astmy i alergii.

W populacji polskiej szczegdlne miejsce zajmuja badania nad zwigzkiem wybranych

polimorfizmoéw genetycznych z astmg aspirynowa. Na uwage zastuguje odkrycie przez
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zespot pod kierownictwem profesora Szczeklika polimorfizmu promotora genu kodujacego
syntaze¢ leukotrienu (LTCS) [80]. Z kolei zespot profesora Kowalskiego zajmuje si¢
zagadnieniem zwigzku polimorfizméw genetycznych z astmg oskrzelowa i alergicznym
niezytem nosa. Badania prowadzone przez ten zesp6ot dotyczyty polimorfizmu genu HLA-
DR [81], oraz polimorfizméw Argl6Gly, GIn27Glu w regionie kodujacym genu receptora
B2-adrenergicznego i 5’LC Arg19/Cys regionu promotora tego genu [82].

I.5. Rola receptora P2-adrenergicznego w astmie oskrzelowej 1 alergicznym niezycie

nosa

Receptor PBr-adrenergiczny nalezy do rodziny bialek receptorowych o strukturze zblizone;j
do rodopsyny. Sktada si¢ on z 413 aminokwaséw o ci¢zarze 46500 Daltonow. Jest to
pojedynczy polipeptyd, ktory hydrofobowymi odcinkami siedmiokrotnie przewija si¢ przez
btong komoérkowa. Pomigdzy nimi sg odcinki hydrofilne, skierowane naprzemiennie na
zewnatrz 1 do wewnatrz komorki (ryc. 1) [83, 84].

Lands podzielit receptory  na nastgpujace podtypy: Bi - zlokalizowane gtownie w migs$niu
serca, aktywowane przez noradrenaling, 32 - znajdujace si¢ glownie w migsniach gladkich
drog oddechowych, stymulowane przez adrenaling oraz B3 - rozmieszczone w tkance
tluszczowej, biorgce udziat w lipolizie. Zidentyfikowana dla trzech receptorow struktura
pierwszorzegdowa jest znacznie zblizona 1 wykazuje 65-70% homologi¢ pomig¢dzy

receptorami B 1 B3 a receptorem B2 [85].
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Ryc. 1. Schemat budowy receptora B2-adrenergicznego.

Ciemne miejsca oznaczaja polimorfizmy. TMI1-TM7 - domeny przezbtonowe;
ECL - domeny zewnatrzbtonowe; ICL - domeny wewnatrzbtonowe.

Zaznaczono miejsca polimorfizmoéw i zmiang aminokwasow.

Na podstawie [86].

®
3

:

Receptor Br-adrenergiczny wystepuje na komodrkach mieéni gladkich oskrzeli, na
powierzchni komoérek nablonka oddechowego, $rodbtonka naczyh plucnych oraz
pneumocytach typu II, limfocytach krwi obwodowej, mastocytach. Ponadto mozna znalez¢
te receptory na komorkach migénia serca, migsni gtadkich macicy oraz adipocytach [87]. W
zaleznosci od lokalizacji funkcje receptora r6znig si¢ miedzy sobg. Podstawowe efekty

czynno$ciowe wywolane pobudzeniem receptora [z-adrenergicznego przedstawiono w
tabeli 6.
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Tabela 6. Funkcje receptora f2-adrenergicznego w zaleznosci od umiejscowienia

Typ komorek

Funkcja

migsnie gladkie

rozkurcz

hamowanie proliferacji

nabtonki

wzrost transportu jonowego
wzrost ruchu rzesek i klirensu sluzéwkowo-

rzgskowego

gruczoty podsluzéwkowe (B1/B2)

zwigkszone wydzielanie

redukcja uwalniania acetylocholiny

nerwy cholinergiczne

redukcja uwalniania neuropeptydow

nerwy czuciowe (B1/B2)

wazodylatacja

naczynia redukcja przenikania

mastocyty redukcja uwalniania mediatorow: PAF,
PGD2, LTC4, LTD4

eozynofile redukcja uwalniania mediatoréw: ECP

limfocyty hamowanie proliferacji

zmniejszenie wytwarzania przeciwciat
redukcja uwalniania cytokin:IL-12, INFy,
na korzyse¢ IL-4, IL-10

pneumocyty typu I (Bi-/B2-)

wzrost resorpcji ptynu

pneumocyty typu II

wzrost wytwarzania surfaktantu

I.5.1. Mechanizm aktywacji i regulacja receptora 3>-adrenergicznego

Potaczenie receptora z agonistag powoduje aktywacje podjednostki a biatka Gs zwigzanego

z receptorem. Prowadzi to do aktywacji cyklazy adenylanowej z konwersja ATP do

cyklicznego AMP - wtérnego przekaznika sygnatu z receptora 32, cCAMP z kolei aktywuje

kinazg¢ biatkowg A (PKA), nastgpstwem czego jest fosforylacja biatek komodrkowych 1

odpowiedz komodrkowa, zalezna od rodzaju tkanki oraz pobudzonego receptora. Pobudzenie

receptora P2 przez jego agoniste powoduje rozkurcz migsniowki gtadkiej oskrzeli [88].

Odbywa si¢ to przez spadek wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia i1 dzialanie na kanaty

potasowe. Stymulacja P2-aderenoreceptora powoduje rozkurcz mig$niowki

gladkiej

oskrzeli w dwojaki sposob - za posrednictwem cAMP i poprzez bezposrednie dziatanie

na zalezne od wapnia kanaty potasowe o duzym przewodnictwie — tzw. kanaly maxi-K (ryc.

2) [89, 90].
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Ryc. 2. Mechanizm aktywacji 2 -receptorow mi¢snia gtadkiego oskrzeli.
Na podstawie [91]

Receptor Br-adrenergiczny moze wystgpowac w postaci aktywnej i nieaktywne;.

W warunkach spoczynkowych obie formy sg w rownowadze z przewaga formy nieaktywne;.
Receptor Po-adrenergiczny znajduje si¢ w postaci aktywnej, gdy zwigzany jest z
podjednostka o biatka G. Zastgpienie GTP przez GDP katalizuje przemiang ATP do cAMP,
zmniejsza powinowactwo podjednostki o do receptora, czego wynikiem jest dysocjacja i
powrdt receptora do niskoenergetycznego stanu nieaktywnego. Jest prawdopodobne,
ze Po-agonisci dzialaja nie na drodze wywotywania zmiany konformacji receptora, lecz
raczej na drodze wigzania do receptora i czasowe;j stabilizacji receptora w formie aktywne;.
Wynika z tego mozliwos$¢, ze spontanicznie, chociaz z niewielka czestoscia zachodzaca
przemiana receptora [r-adrenergicznego z postaci nieaktywnej do aktywnej, przy
nieobecnosci Pr-agonistow, jest zrodlem podstawowej aktywnos$ci. Dziatanie Br-agonisty
polega na wzmacnianiu tego niewielkiego wewnetrznego poziomu aktywnos$ci receptora
[92, 93, 94].

Synteza receptorow Pr-adrenergicznych podlega w komorkach $cistej kontroli, a wlasciwe

tempo transkrypcji gendéw pozwala na state odnawianie ich liczby. Szacuje si¢, ze komorka
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mies$ni gladkich oskrzeli posiada na swojej powierzchni 30-40 tysigcy takich czasteczek,
podczas gdy na przyktad limfocyt zaledwie 700-750 [85]. Cecha charakterystyczna
miocytow jest rowniez wysoka aktywno$¢ materialu genetycznego, o ktoérej $wiadczy
miedzy innymi obecno$¢ w ich cytoplazmie znacznych ilosci mRNA dla receptoréw
Bo-adrenergicznych. Ggsto$¢ receptora, czyli liczba czastek rozmieszczonych na
powierzchni komorek, wzrasta w kolejnych rozgalezieniach drzewa oskrzelowego,
osiggajac najwigksze stezenie w obrebie pgcherzykow ptucnych. Nie ma istotnych roznic

pomiedzy liczbg receptoréw w ptucach osob zdrowych i chorych na astme [95].

Z aktywacja receptora P2-adrenergicznego wigze si¢ proces desensytyzacji receptorow, czyli
braku wrazliwosci na kolejne pobudzenia [96], ktéry stanowi zabezpieczenie przed
nadmierng stymulacja receptoréw w przypadku dtugotrwatego narazenia na dziatanie P-

agonistow. Na mechanizmy desensytyzacji sktadajg si¢ trzy gtowne procesy:

1. Odtaczenie receptora od cyklazy adenylanowej (uncoupling) na drodze fosforylacji - jest
to proces przejsciowy i ulega odwréceniu w ciggu kilku sekund do kilku minut od

usunigcia agonisty.

2. Po dhuzszej ekspozycji na dziatanie agonisty, zachodzi transport receptora do
przedziatu wewnatrzkomoérkowego 1 utrata pewnej czesci receptorow z powierzchni
komorki. Odwrocenie tego procesu trwa diuzej niz odlaczenie, lecz zazwyczaj nie

przekracza kilku godzin [85].

3. Po wielu godzinach narazenia na substancj¢ agonistyczng, dochodzi do utraty netto
receptora komoérkowego (down-regulation) poprzez jego internalizacje, trawienie biatek,
zmniejszenie si¢ aktywnos$ci kinazy biatka A (PKA) oraz aktywno$ci czynnikow
transkrypcyjnych. Po usunigciu agonisty powroét do pierwotnego stanu wymaga syntezy
nowych biatek, co wiaze si¢ ze zmieniong ekspresja receptora [27]. Badanie zjawisk
zwigzanych z regulacjg receptoréw pod wptywem pobudzenia agonistg jest istotne dla
oceny zjawiska tachyfilaksji, czyli ostabienia efektu dziatania leku po dtuzszym czasie

stosowania [97].

1.5.2. Agonisci receptora P2-adrenergicznego

Profil farmakologiczny poszczegdlnych preparatow =zaliczanych do grupy Po-
sympatykomimetykoéw 1 ich wlasciwosci bronchodilacyjne wynikaja z odmiennej budowy
chemicznej czasteczek jak i charakteru kompleksu tworzonego z receptorem; ma to ogromny

wplyw na ostateczny efekt kliniczny. Rozpatrujac wlasciwosci poszczegolnych
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lekéw, nalezy zatem wzig¢ pod uwage nie tylko mechanizm, czas oraz sit¢ ich dziatania, ale
réwniez selektywno$¢ 1 powinowactwo wobec [a-receptora i innych receptorow f-
adrenergicznych [98]. Ze wzgledu na czas dzialania, mozna wyr6zni¢ [o-
sympatykomimetyki krétko 1 dlugodzialajace, ze wzgledu na poczatek dzialania
wyrozniamy Br-sympatykomimetyki o szybkim 1 wolnym poczatku dziatania (tabela 7) [5].

Tabela 7. Poczatek i1 czas dzialania wziewnych B2-sympatykomimetykow.
Poczatek dziatania Czas dziatania

Krotki Dhugi

Szybki e fenoterol Formoterol
e terbutalina
¢ salbutamol
e pirbuterol

e prokaterol

Wolny Salmeterol

Preparaty nalezace do tzw. krotkodziatajacych Br-sympatykomimetykow swodj poczatek
dziatania zawdzigczaja znacznej hydrofilno$ci czasteczki, co umozliwia ich szybkie
przemieszczenie z wodnej przestrzeni zewnatrzkomoérkowej do receptora. Sa roéwniez
stabymi zasadami, wigec w S$rodowisku zewnatrzkomorkowym tatwo tworzg forme
zjonizowang i wchodza w reakcje z aktywnym miejscem receptora. Powstajace w
ten sposob wigzanie jonowe jest jednak stosunkowo nietrwale i szybko dochodzi do
uwolnienia czasteczki leku. W efekcie czas dziatania leku zalezy od ilo$ci czasteczek
zdolnych do pobudzenia receptora w jego otoczeniu, jest wiec zalezny od przyjetej dawki
leku [27]. Formoterol r6zni si¢ od lekow krotkodziatajgcych umiarkowang lipofilnos$cia.
Dlatego ta cze$¢ zainhalowanej dawki, ktora nie taczy si¢ z receptorem jest gromadzona w
obrebie blony komorkowej. Pozostate czasteczki leku, podobnie jak w
przypadku salbutamolu, szybko aktywujg receptor i po krotkim czasie sg uwalniane poza
aktywne miejsca receptora, jednak dzigki swoistemu ,,magazynowi”’ leku w btonie
komorkowej kolejne jego czastki dyfunduja do przestrzeni zewnatrzkomorkowej 1 tworza
kompleks z receptorem. W ten sposob zapewniony jest szybki poczatek i dlugi czas dziatania
leku [99, 100]. Salmeterol, dzigki wysokiej lipofilnosci jest catkowicie pochtaniany przez
btone komodrkowa, jego czasteczki dyfundujg w niej, docierajgc do receptora, przez co
wykazuje wolniejszy poczatek dziatania. Czasteczka jego posiada grupe saligeninowa,

reagujaca z miejscem aktywnym receptora oraz dtugi lipofilny
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tancuch boczny, przez ktory lek trwale taczy si¢ z nieaktywnym fragmentem receptora (tzw.
exosite). Taka budowa czasteczki leku umozliwia pulsacyjny charakter kontaktu z
miejscem aktywnym receptora, zapewnia jego trwalo$¢, a wige dtugi czas dzialania, pozwala

tez na rownoczesne, dorazne zastosowane preparatow krotkodziatajacych [101].

1.6. Budowa genu dla receptora Pz-adrenergicznego i jego polimorfizmy

Gen dla ludzkich receptorow PB»-zostat sklonowany w 1987 [102]. Gen ten przypisano
regionowi chromosomu 5q 31-32, obejmuje 1.200 par zasad, nie zawiera intronow

(GenBank: M15169), [103].

100bp
367 | 523 083
1429 431023 709 654 458 -4051 -47‘ 46 79 1Iﬂ- 252 4911 L “Is ”I’
™ e ——————ad ||
BUP ADRB2

Ryc. 3. Budowa genu dla receptora 32-adrenergicznego

Strzatki oznaczajg znalezione polimorfizmy; BUP - beta upstream peptide;

Gwazdkami (*) oznaczono 2 polimorfizmy w miejscu 46 1 79 badane w niniejszej pracy.
Na podstawie[103]

W 1993 opisano 9 punktowych mutacji w obrgbie regionu kodujacego tego genu w
pozycjach 46,79,100,252,491,523,1053,1098 i 1239 (Ryc. 1) [104], z ktorych cztery, (w
pozycji  46A=>G,79C=>G,100G2>A,491C->T) wywoluyja zmiang w  sekwencji
aminokwasow. Trzy z tych punktowych mutacji majg znaczenie czynnosciowe, za$
polimorfizmy w pozycji 46 1 79 wystepuja relatywnie czesto w ogdlnej populacji [105]. W
tabeli 8 przedstawiono te polimorfizmy i ich proponowany efekt czynno$ciowy na podstawie
badan w wybranych populacjach. Ostatnio odkryto kilka nowych polimorfizméw,
przeszukujac region zawierajacy 1470 par zasad w kierunku 5’ od miejsca startowego
sekwencji kodujacej genu. Znaleziono polimorfizmy w nast¢pujacych pozycjach: -
20T=2>C, -47T=2>C, -367T=>C, -468C=>G, -654G=2>A, -1023G=A,

-1343A=>G, -1429T=>A. Jeden z nich (-47 C=>T) indukuje niekonserwatywna zmiang
aminokwasow Cys=> Arg w BUP (beta upstream peptide). Badania McGraw i1 Scotta
wykazaty jego funkcjonalny wplyw na ekspresje¢ genu [106, 107].
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Tabela 8 Wybrane polimorfizmy genu dla receptora Pz-adrenergicznego i ich efekt

CZynnosciowy
Polimorfiz Pozycja Zmiana Allel Efekt czynnos$ciowy Pozycja
m genu aminokwasow piSmiennictwa
Argl6 o zwickszona o [108]
podatnos$¢ na e [109]
reagowanie
skurczem oskrzeli
podczas infekcji
AG 46 Arg=>Gly w Glylé ¢ objawy astmy nocnej e [86]
pozycji 16 o [110]
o [63]
Glyl6 e ciczka postaé astmy e [86]
Gly16Gly o zwickszona o [l11]
wrazliwos$¢ na
zjawisko
desensytyzacji
Glu27 ¢ zmniejszona o [112]
reaktywnos$¢ oskrzeli e [109]
na prowokacj .
C=>G 79 Gln_)(,},l uw mgtacholinaj}e [10%]
pozycji 27 * podwyzszony e [113]
poziom IgE
G=>A 100 Val->Met w
pozycji 34
C=>T 491 Thr=>Ile w llel164 * zmniejszona e [114]
s zdolno$¢ do
pozycji 164 wigzania ligandu

1.6.1. Zwiazki polimorfizmdéw receptora Pz-adrenergicznego z astma oskrzelowa i
alergicznym niezytem nosa

Znaczenie zmiennosci  genetycznej receptora [o-adrenergicznego  wynika ze
stwierdzonych zwigzkéw miegdzy struktura receptora P2-adrenergicznego a jego funkcja w
hodowlach tkankowych migéni gladkich oskrzeli [114, 115] i fibroblastach [116]. Badajac
dwa najczestsze polimorfizmy receptora [r-adrenergicznego: Argl6Gly i GIn27Glu
zaobserwowano, ze in vitro wariant alleliczny Glyl6 receptora jest bardziej podatny na
desensytyzacje niz Argl6. Wariant alleliczny Glu27 zdaje si¢ by¢ mniej wrazliwy na
desensytyzacje niz GIn27. Ze wzgledu na wyniki uzyskane w badaniach in vitro, podjeto
proby znalezienia zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem receptora Pr-adrenergicznego a

funkcjg tego receptora w badaniach klinicznych.

Z wielu badan populacyjnych wynika, ze rozklad polimorfizméw receptora [-
adrenergicznego w populacji chorych na choroby alergiczne w tym astme oskrzelowa nie
r6zni si¢ od rozktadu w populacji oséb zdrowych [63, 86, 108, 110, 117]. Jednak istnieja
badania, ktorych autorzy zaobserwowali zwigzek miedzy wystgpieniem astmy oskrzelowe;j

a polimorfizmem receptora B2-adrenergicznego. [118, 119, 120].

24




Rozbieznosci dotyczg rowniez zwigzku wystepowania receptora Pr-adrenergicznego z
reaktywnoscia oskrzeli, r6znymi fenotypami astmy, czy stezeniem IgE. Hall i wsp. [112]
wykazali zwigzek pomigdzy wariantem allelicznym Glu27 receptora f2-adrenergicznego a
zmniejszong reaktywnoscig drég oddechowych, u chorych na astme¢ na prowokacje
metacholing. Dalsze badania przeprowadzone przez D’Amato 1 wsp. [109] oraz Ramsay
[108] potwierdzily zwigzek miedzy wystapieniem Glu w pozycji 27 a zmniejszong
reaktywnoscia oskrzeli, a takze wykazaty istnienie zalezno$ci migdzy wystgpieniem Arg w
pozycji 16 a zwigkszong podatnoscig na skurcz oskrzeli, manifestujacy si¢ w postaci Swistow
podczas infekcji drég oddechowych. Istotnym wnioskiem wynikajagcym z tych badan byto
stwierdzenie nierownowagi sprzezen (linkage disequilibrium) pomigdzy polimorfizmem
Argl6Gly i GIn27Glu receptora P2-adrenergicznego [108].

Liggett w 1995 opublikowat [86] wyniki badan dotyczace polimorfizméw receptora 32-
adrenergicznego, z ktorych wynika, ze allel Glyl6 znacznie czgSciej wystepuje u
chorych z objawami astmy nocnej (u ktorych pogorszenie czynnosci phuc i
objawy obturacji wystepuja w nocy i godzinach wczesnorannych) w poréwnaniu do
chorych, ktoérzy nie majg nocnych objawdéw astmy. Kolejne badania przeprowadzone w
1997 roku potwierdzity te zaleznos¢ [110]. Podobne wyniki dotyczace wystepowania
wariantu allelicznego Gly16 a objawami astmy nocnej uzyskali Turki i wsp. [63].

Badania Liggeta wykazaty rowniez zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem wariantu Glyl6 a
ciezkg postacig astmy (astma sterydozalezna) [86], natomiast Turki i wsp. [63] oraz Weir 1
wsp. [121] nie wykazali zaleznos$ci miedzy wariantem Gly16 a ci¢zka postacig choroby, jaka
jest astma sterydozalezna.

Badania dotyczyty rowniez zwiazkéw polimorfizmow Argl6Gly i GIn27Glu z
catkowitym stezeniem IgE we krwi obwodowej jako wskaznikiem alergicznego procesu
zapalnego toczacego si¢ w organizmie. Dewar 1 wsp. stwierdzili istnienie zwigzku pomiedzy
podwyzszonym catkowitym stezeniem IgE, a wystgpowaniem wariantu Glu w pozycji 27
u 0so6b z ,, rodzin astmatycznych” (multiplex families) [113]. Kowalski i wsp. potwierdzili
zwigzek polimorfizméw Argl6Gly 1 GIn27Glu receptora [r-adrenergicznego  z
wystepowaniem podwyzszonego stezenia IgE catkowitego [122]. Z kolei badania Ramsay
nie potwierdzily wystgpowania zwigzku pomiedzy polimorfizmem receptora [3-
adrenergicznego a stezeniem IgE [108], podobnie jak badania Dewara [117]1

Deichmana [123].
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W wielu pracach analizowano =zagadnienie wystgpowania zwigzkéw pomiedzy
polimorfizmem receptora Pz-adrenergicznego a odpowiedzig na leczenie krotko i dlugo-
dziatajagcymi P2-sympatykomimetykami [111, 124, 125, 126]. Pierwsze badania kliniczne
przedstawiajace zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem receptora [2-adrenergicznego, a
odpowiedzig uktadu oddechowego na zastosowane leczenie Br-sympatykomimetykiem
(formoterol), zostaty przeprowadzone przez Tan i wsp. i opublikowane w 1997 [111].
Wyniki tych badan sugeruja, ze polimorfizm receptora 2-adrenergicznego moze wigzac si¢
ze zmieniong ekspresja tego receptora u chorych na astm¢ i1 objawia si¢ obnizong
wrazliwo$cig na dzialanie bronchodilatacyjne po poprzedniej ekspozycji na dlugo-
dziatajace Pr-sympatykomimetyki. Z kolei Martinez i wsp. zaobserwowali zwigzek
pomigdzy polimorfizmem Argl6Gly receptora Pz-adrenergicznego a odpowiedzia na
krotkodziatajacy B2-sympatykomimetyk (salbutamol) [124], a ich obserwacje potwierdzity
badania Limy 1 wsp.[127]. Zjawiskiem zmniejszenia wrazliwosci receptora na skutek
przewlektego stosowania dtugodziatajacych Pz-sympatykomimetykow zajeta si¢ rowniez
grupa badaczy pod kierownictwem Hancoxa. U pacjentow wykazujacych wariant Gly16Gly
nie obserwowano zwickszonej odpowiedzi na metacholing w tescie prowokacyjnym,
podczas dtugotrwatego stosowania 32-sympatykomimetykéw. Pacjenci  z wariantem Glu27

reagowali zwigkszeniem wieczornego PEF podczas terapii [125].

Z kolei Israel i wsp.w badaniach opublikowanych w roku 2000 stwierdzili, ze pacjenci
regularnie stosujacy albuterol 1 posiadajacy wariant Argl6Arg receptora -
adrenergicznego, wykazujg nizszy poranny pomiar PEF niz stosujacy albuterol
»,ha zadanie” [128]. Aziz 1 wsp. [129] zaobserwowali, ze polimorfizm Argl6Gly i
GIn27Glu B2- adrenoreceptora nie wptywa na FEV1 w trakcie stosowania formoterolu. Nie
wptywat on takze na rozmieszczenie Br-adrenoreceptoréw na limfocytach krwi obwodowe;j
badanych pacjentow. Podobne wyniki uzyskali autorzy powyzszej pracy w badaniach

na wigkszej populacji [126].

W populacji polskiej badania dotyczace zwigzku polimorfizméw receptora [o-
adrenergicznego, z astmg oskrzelowg i alergicznym niezytem nosa prowadzit zespot
profesora Kowalskiego [82], natomiast badania zwigzku miedzy otyloscig a
polimorfizmem tego receptora byly prowadzone przez zespot pod kierunkiem profesor

Dembinskiej-Kie¢ [130, 131].
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1.7. Podsumowanie

Wyniki badan, prowadzone na przestrzeni ostatnich kilkunastu lat, dotyczace
polimorfizmow receptora P2-adrenergicznego sg niejednoznaczne. Z jednych badan wynika,
ze polimorfizmy mogg mie¢ wptyw na rozwoj astmy oskrzelowej [118, 119], wystepowanie
réznych postaci astmy, [86, 110] oraz na przebieg i skuteczno$¢ leczenia choroby [111, 124,
125], inni badacze nie potwierdzaja zalezno$ci pomigdzy wystagpieniem astmy a
analizowanym polimorfizmem [63, 86, 108, 110, 117, 126, 129]. Rozbieznosci te moga
wynika¢ z réznic genetycznnych miedzy badanymi populacjami. Istniejg prace sugerujace
wystepowanie zwigzku pomigdzy polimorfizmem receptora fo-adrenergicznego a
poziomem IgE w surowicy i nadreaktywnoS$cig oskrzeli [113, 132]. Jak mozna wyjasnic¢

istnienie tego zwigzku, zaktadajac, ze jest on prawdziwy?

Po pierwsze: by¢ moze jest to przypadkowa zalezno$¢. Po drugie: polimorfizm receptora 32-
adrenergicznego moze pozostawa¢ w nierOwnowadze sprzezen z innym miejscem na
chromosomie 5 odpowiedzialnym za kontrole poziomu IgE oraz nadreaktywnos$¢ oskrzeli
[133, 134]. To wyjasnienie zdaje si¢ by¢ bardziej prawdopodobne. Drugi kierunek badan
nad polimorfizmem receptora P2-adrenergicznego poswigcony byl zagadnieniom wptywu
polimorfizmu receptora [-adrenergicznego na odpowiedZ na stosowane leczenie.
Zatozywszy, ze krazace lub podane egzogennie katecholaminy lub B>-agoni§ci wplywaja na
ekspresj¢ receptora r-adrenergicznego w drogach oddechowych, mozna si¢ spodziewac, ze
najwickszy efekt kliniczny tych polimorfizméw zaobserwujemy po przewlektym
podawaniu Br-sympatykomimetykow. Obserwacje prowadzone w grupie pacjentow
przewlekle stosujacych leki f2-adrenergiczne [127] potwierdzajg t¢ zalezno$¢. Zagadnienie
zmiennos$ci genu dla receptora Br-adrenergicznego, jego zwigzku z rozwojem astmy oraz
innych chorob alergicznych w tym alergicznego niezytu nosa, ksztattowanie poszczegdlnych

fenotypow choroby i odpowiedzi na zastosowane leczenie wymaga dalszych badan.
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II. CEL 1 ZALOZENIA PRACY

Astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa naleza do najczg$ciej wystepujacych chorob
przewlektych wspotczesnej cywilizacji a prognozy przewiduja ich dalszy wzrost.
Osiagniecia wspotczesnej genetyki umozliwiajg identyfikacje gendéw predysponujacych do
rozwoju choréb alergicznych, ich wzajemnych interakcji, okreslenie wystgpowania
zmienno$ci w obrebie genéw oraz oddziatywania gen-srodowisko. Jednym z kluczowych
gendw, ktory moze by¢ zwigzany z regulacja funkcji pluc w astmie oskrzelowej 1
alergicznym niezycie nosa wydaje si¢ by¢ gen kodujacy receptor B2-adrenergiczny. Zbadanie
zwigzku pomiedzy zmiennos$cig genu receptora [r-adrenergicznego a czynnoscig uktadu
oddechowego 1 obrazem klinicznym astmy oskrzelowej 1 alergicznego niezytu nosa wydaje
si¢ uzasadnione.

Praca ma na celu:

1. Porownanie czegstosci wystepowania, a takze okreslenie wzajemnych interakcji
polimorfizmow genetycznych receptora >-adrenergicznego w grupach chorych na
astme oskrzelowa 1 alergiczny niezyt nosa oraz w grupie kontrolnej bez choréb
alergicznych.

2. Ocen¢ zwiazku polimorfizméw genetycznych receptora r-adrenergicznego z
czynnoscig uktadu oddechowego w badaniach spirometrycznych.

3. Okre$lenie zwigzku pomiedzy calkowitym stezeniem IgE a zmiennoS$cia
genetyczng receptora [32-adrenergicznego.

4.  Analiz¢ zwiagzku polimorfizméw genetycznych receptora Br-adrenergicznego z

obrazem klinicznym astmy oskrzelowe;.

Badanie dotyczylo wybranych polimorfizméw receptora [r-adrenergicznego w
pozycji 16 1 27, gdyz z dostepnej literatury wynika, ze polimorfizmy te majg potencjalny
wplyw na jego funkcje i wystepuja relatywnie czesto w poszczegdlnych populacjach.
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II. MATERIAL I METODYKA

II.1. Grupa chorych i grupa kontrolna

Badania przeprowadzono w grupie 142 chorych na astmg¢ oskrzelowa i/lub alergiczny
niezyt nosa leczonych w Poradni Alergologicznej Szpitala Specjalistycznego im. Jozefa
Dietla w Krakowie oraz w Poradni Alergologicznej-Matopolski Zespot Przychodni
Specjalistycznych oraz u os6b zdrowych, bez chordb alergicznych, stanowigcych grupe

kontrolna.
Grupe chorych podzielono na nastepujace podgrupy:

Grupa I: pacjenci chorujgcy na astme oskrzelowg-46 oséb
Grupa II: pacjenci chorujacy na astme oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa-58 0sob

Grupa III: pacjenci chorujacy na alergiczny niezyt nosa bez astmy oskrzelowej-38 osob

Grupa kontrolna zostala okre$lona jako Grupa IV i stanowily ja: 62 osoby - zdrowi
ochotnicy, pracownicy Szpitala Specjalistycznego im. J. Dietla oraz studenci, u ktoérych
wykluczono schorzenia alergiczne na podstawie wywiadu, badania fizykalnego,

alergicznych testow skornych oraz badania spirometrycznego.
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I11.2. Protokot badania

Do badania wtaczano osoby pomiedzy 18 a 70 rokiem zycia. Chorzy wiaczeni do badan nie
byli leczeni doustnymi lub parenteralnymi preparatami steroidowymi przez okres 3
miesiecy oraz nie stosowali wziewnych f2-sympatykomimetykow krotkodziatajacych przez
co najmniej 8 godzin przed wykonaniem spirometrii, p2-sympatykomimetykow
dlugodziatajacych przez co najmniej 24 godziny przed badaniem i wziewnych preparatow
glikokortykosteroidowych przez co najmniej 24 godziny poprzedzajace badanie.
Chorzy wiaczeni do badan nie byli poddawani immunoterapii.
Przed wykonaniem alergicznych testéw skornych odstawiono na okres co najmniej trzech
tygodni leki antyhistaminowe.
W dniu badania u chorych zostat przeprowadzone nastgpujace procedury:
e szczegbtowy wywiad lekarski i sSrodowiskowy wedtug opracowanego kwestionariusza,
¢ Dbadanie fizykalne i ocena stanu klinicznego,
e testy skorne,
¢ badanie czynnos$ci uktadu oddechowego,
¢ pobranie krwi do oznaczenia:

o  morfologii z rozmazem,

o  stezenia IgE catkowitego,

o  wykonania badan genetycznych.

Przed przystgpieniem do badan uczestnicy uzyskiwali szczeg6towa informacj¢ na temat ich
celu 1 przebiegu oraz uzyskiwano pisemng zgode na udziat w badaniach, rowniez zgode na
badanie genetyczne. Badanie zostato zatwierdzone przez Komisj¢ Bioetyczng Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.
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II1.3. Testy skorne
U chorych i w grupie kontrolnej wykonywano testy skorne punktowe przy uzyciu
standaryzowanych ekstraktow alergenowych (4llergopharma).
Metoda wykonania testow byta zgodna z zaleceniami Europejskiej Akademii Alergologii
i Immunologii Klinicznej [135, 136].
Do badan uzyto nastgpujacych ekstraktow alergenowych:

e kurz sienny

¢ roztocza kurzu domowego D. pteronyssimus

¢ roztocza kurzu domowego D. farinae

* Dpierze

e plesnie |

e plesnie II

e pyiki traw

o drzewal

o drzewall

e chwasty

Roztwory do testow punktowych byty standaryzowane w jednostkach biologicznych (BU).
Jako pltyn kontrolny stosowano roztwoér 0,9% NaCl z rozpuszczalnikiem, natomiast dodatnig
kontrole stanowit 0,1% roztwor Histaminum dihydrochloricum w soli fizjologiczne;.

Testy skérne wykonywano na powierzchni dloniowej przedramienia. Powierzchniowa
warstwe skory nakluwano przez natozong wcezesniej krople roztworu alergenu za pomoca
lancetu pod katem 60 stopni. Odczytywano probe dodatnig z histaming (po 5 i 15 minutach),

a po 15minutach pozostate proby i1 okreslano w mm $rednic¢ babla 1 rumienia.
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III.4. Badanie czynnosci uktadu oddechowego

U wszystkich chorych i w grupie kontrolnej wykonano badanie czynno$ci uktadu
oddechowego za pomoca spirometru abc PNEUMO (abcMED), sterowanego komputerem
zgodnym ze standardem IBM PC, poddawanym codziennej kalibrac;ji.

Przed wykonaniem badania pacjenci stosujacy leki wziewne byli proszeni o niestosowanie
B2-sympatykomimetykow dtugodziatajacych przez co najmniej 24 godziny poprzedzajacych
badanie, B2-sympatykomimetykow krotkodziatajacych przez co najmniej 8 godzin przed
badaniem oraz wziewnych preparatow steroidowych przez co najmniej 24 godziny. Badanie
wykonano zgodnie z obowigzujacymi standardami [137, 138].

Analizowano nastepujace parametry czynnosci oddechowej:

¢ FEVI - natgzona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa,

¢ VC - pojemnos$¢ zyciowa pluc,

¢ FVCEXx - forsowna wydechowa pojemnos$¢ zyciowa ptuc,

e FEVI1%VC - wskaznik Tiffeneau - stosunek procentowy natgzonej objetosci
wydechowej pierwszosekundowej do aktualnej spoczynkowej pojemnosci zyciowej
ptuc,

¢  MEF25- maksymalny przeptyw wydechowy na poziomie 25% nat¢zonej pojemnosci
zyciowej (w momencie, gdy do konca forsownego wydechu pozostato jeszcze
25%FVC),

¢  MEF50- maksymalny przeptyw wydechowy na poziomie 50% nat¢zonej pojemnosci
zyciowej (w momencie, gdy do konca forsownego wydechu pozostato jeszcze
50%FVC),

¢ PEF- szczytowy przeplyw wydechowy .

Zgodnie z zaleceniami Europejskiego Towarzystwa Pulmonologicznego badanie
wykonywano trzykrotnie i brano pod uwage najwyzsze wartosci. Nalezne warto$ci
parametréw czynnos$ciowych uktadu oddechowego obliczano komputerowo uwzgledniajac
pte¢, wiek, wzrost oraz ci¢zar ciala na podstawie normogramoéw opracowanych przez
European Community for Steel and Coal. W przypadku wartosci parametrow oddechowych
<80% wartosci naleznej, wykonywano probe rozkurczowa oskrzeli po podaniu

wziewnym krétkodziatajacego P2-sympatykomimetyku.
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Po wykonaniu podstawowego badania spirometrycznego, podawano krotkodziatajacy B»-
sympatykomimetyk (2 wziewy preparatu Ventolin a 0,0lmg/dawke), a po 15 minutach
ponownie wykonano badanie spirometryczne.
Roéznice miedzy warto$ciami spirometrycznymi przed 1 po podaniu leku obliczano wedtug
nastepujacej proporcji:

FEV1 przed podaniem leku — 100%

FEV1 po podaniu leku — x%

Warto$¢ odwracalno$ci przedstawiono jako procent powyzej 100.

II1.5. Pomiar catkowitego st¢zenia IgE w surowicy

Pomiaru dokonywano metoda nefelometryczng przy pomocy nefelometru DADE
BEHRING BN 1I (Behring), z zastosowaniem standardowych odczynnikow.

Pomiary oznaczano w IU/ml. Dolna granica oznaczalno$ci pomiaréw wynosita 18 IU/ml.

II1.6. Badanie polimorfizmoéw genetycznych receptora 32-adrenergicznego

Poddano analizie dwa polimorfizmy genetyczne receptora 2-adrenergicznego wystepujace
w pozycji 16 1 27. Zastosowano metod¢ analizy polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych-
RFLP.

II1.6.1 Izolacja DNA z krwi obwodowej badanych oséb

Pobierano 2x9 ml krwi zylnej do probdéwek zawierajacych EDTA (kohcowe stgzenie
0,01M), nastgpnie wirowano przez 10 min przy predkosci 4000 obrotéw na minute. Warstwe
leukocytow pobierano do sterylnych probowek i zamrazano w temp. -80°C do dalszej
analizy. DNA izolowano przy uzyciu zestawu kolumn do oczyszczania DNA: QIAmp DNA
Blood Mini kit (QIAGEN, Niemcy), zgodnie z metodyka zalecang przez producenta. Stezenie
DNA (2,5 ul DNA w 500 ul wody destylowanej) oceniano metoda spektofotometryczng
przy dtugosci fali 260/280. Czystos¢ probki oceniano na podstawie stosunku A260/A280.

I11.6.2. Amplifikacja fragmentu DNA
Celem amplifikacji (powielania) okreslonego fragmentu DNA, wykorzystano metode

reakcji tancuchowej polimerazy (PCR).

Startery uzyte do zapoczatkowania reakcji byty nastepujace:
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- dla kodonu 16 (B2AR16) - starter z sekwencji kodujacej (sensowny) 5’-CTT CTT GCT
GGC ACG CAAT-3’ i z sekwencji komplementarnej (antysensowny) 5’-CCA GTG AAG
TGA TGA AGT AGT TGG-3’,

- dla kodonu 27 (B2AR27) starter z sekwencji kodujacej 5’-GGC CCA TGA CCA GAT
CAG CA-3’ i1 z sekwencji komplementarnej 5°’-GAA TGA GGC TTC CAG GCG TC-3’
Reakcja PCR byla wykonana przy pomocy aparatu 73 Thermocycler (Biometra).

Do obu reakcji uzyto: 1ul DNA o stezeniu 50ng/ul,0,5 pl starteru sensownego i 0,5 pl
antysensownego, 1 ul mieszaniny dezoksytrojfosforandéw nukleozydow (dNTP),

0,5 pul odczynnika HOT START; 2,5 ul buforu oraz 19 ul wody destylowane;.

Warunki reakcji dla B2AR16 byly nastgpujace: rozpoczynano od denaturacji (95°C) -15
minut, przeprowadzano 35 cykli (denaturacja 95°C - 30sekund; przyleganie 56°C - 30
sekund; elongacja 72°C - 40sekund) i koncowa,l10-minutowa elongacje w temperaturze
72°C. Warunki reakcji dla BoAR27: rozpoczynano od denaturacji (95°C) - 15 minut,
przeprowadzano 38 cykli (denaturacja 95°C - 30 sekund; przyleganie 60°C - 30 sekund;
elongacja 72°C - 40 sekund) i koncowa 10-minutowa elongacje w temperaturze 72°C.
Nastepnie przeprowadzono elektroforeze otrzymanego produktu celem potwierdzenia
prawidtowej amplifikacji, w zZelu agarozowym 2% barwionym bromkiem etydyny (1
mg/ml) w buforze 1xTBE (54gTris BASE; 27,5 g kwasu borowego,20 ml 0,5M roztworu
wersenianu disodowego o pH 8,0 - do elektroforezy rozcienczany 5x) z buforem
obcigzajagcym (0,25% biekit bromofenolowy,40% roztwdér wodnej sacharozy) w polu
elektrycznym o napieciu 110V. Wielkos¢ produktu amplifikacji dla BoAR16 wynosita 201
par zasad, dla B2 AR27 - 353 par zasad.

I11.6.3. Trawienie przy pomocy enzymow restrykcyjnych.

B2AR16: do trawienia zostal uzyty enzym restrykcyjny: BseMI (BsrD1) (MBI Fermentas).
Warunki reakcji byty nastepujace: uzyto 10 pl produktu PCR, 2 ul buforu (dostarczonego
przez firme), 0,5 pl enzymu,7,5 ul wody destylowanej, nast¢pnie inkubowano przez godzing
w temperaturze 60°C.

B2AR27: do trawienia zostat uzyty enzym restrykcyjny: Safl (Fnu4HI) (MBI Fermentas).

Warunki reakcji byly nastepujace: uzyto 10 pl produktu PCR, 2 ul buforu, 0,5 pl enzymu,

7,5 ul wody destylowanej, nastepnie inkubowano przez godzing w temperaturze 37°C.
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I11.6.4. Elektroforeza produktow trawienia
Elektroforez¢ wykonywano w 3% zelu agarozowym z bromkiem etydyny (1mg/ml),

w polu elektrycznym o napigciu 110V, nastepnie fotografowano produkt w §wietle UV.
Wielko$¢ uzyskanych fragmentow byta nastepujaca:

B2AR16: 14,56,131 par zasad dla Argl6Arg (AA), 14, 23, 56, 108, 131 par zasad dla
Argl6Gly (AG), 14, 23, 56, 108 par zasad dla Gly16Gly (GG)

46
CTTCTTGCTGGCACCCAATAGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACGCAGG
Arglé

BseMI

CTTCTTGCTGGCACCCAATGGAAGCCATGCGCCGGACCACGACGTCACGCAGG
Glyl6
Arg16Gly

M GG AG AA

131 bp —»

108 bp —=

Ryc. 4. Identyfikacja polimorfizmu A46G

Produkt reakcji PCR sktadajacy si¢ z 201pz trawiono enzymem BSeMI.

Obecnos¢ allelu G wytwarza sekwencj¢ rozpoznawang przez enzym prowadzac do cigcia
produktu PCR na kilka fragmentow, ktére roznicowano w zelu agarozowym. Homozygota
AA (obecno$¢ fragmentu 131pz), homozygota GG (obecno$¢ fragmentu 108pz)
heterozygota AG (obecnos¢ 131pz i 108pz), M-wzorzec masy molekularne;j.
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B>AR27:27,55,97,174 par zasad dla GIn27GlIn (CC), 27, 55, 97, 174, 229 par zasad dla
GIn27Glu (CG), 27, 97, 229 par zasad dla Glu27Glu (GG).
79
GGCTTCCAGGCGTCCGCTCGCGGCCCGCAGAGCCCCGCCATGGAGTCCGLCCGC
GIn27

Satl

GGCTTCCAGGCGTCCGCTCGCGGCCCGGAGAGCCCCGCCaATaEaaETCecaeeeae
Glu27

GIn 27 Glu
M CC CG GG

_ 229 bp
174 bp

Ryec. 5. Identyfikacja polimorfizmu C79G

Produkt reakcji PCR sktadajacy si¢ z 353pz trawiono enzymem Satl. Obecno$¢ allelu G
wytwarza sekwencje rozpoznawang przez enzym. Homozygota CC (identyfikacja przez
fragment 174pz), homozygota GG (identyfikacja przez fragment 229pz), heterozygota CG
(obecnos¢ 174pz 1 229pz), M - wzorzec masy molekularne;.
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Identyfikacj¢ poszczegoélnych genotypdw przeprowadzalo 2 niezaleznych obserwatorow.
Dla celéw powyzszej pracy przyjeto nastepujace nazewnictwo: polimorfizm A-Gw
pozycji 46 (A46G) kodonu oznacza zamian¢ adeniny na guaning; wynika z tego zamiana

aminokwasu argininy na glicyne w pozycji 16, zostal oznaczony jako Argl 6Gly;
Allel A w pozycji 46 w pracy - oznaczono jako Argl6
Allel G w pozycji 46 w opracy - oznaczono jako Glyl6

Argl6Arg - oznacza homozygote Arg w pozycji 16, Argl6Gly - oznacza heterozygote  w
pozycji 16, Gly16Gly - oznacza homozygote Gly w pozycji 16.

Polimorfizm C-G w pozycji 79 kodonu (C79G) oznacza zamian¢ cytozyny na guaning,
determinuje zmian¢ aminokwasow: glutaminy na kwas glutaminowy w pozycji 27, zostat

oznaczony jako GIn27Glu.
Allel C w pozycji 79 w pracy oznaczono jako GIn27
Allel G w pozycji 79 w pracy oznaczono jako Glu27

GIn27GlIn - oznacza homozygote Glnw pozycji 27, GIn27Glu - oznacza heterozygote ~w
pozycji 27, Glu27Glu - oznacza homozygote Glu w pozycji 27.
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III.7. Opracowanie statystyczne wynikow

Analize statystyczng zebranego materiatu, ze wzglgdu na rodzaj zmiennych oraz rozktady
zmiennych jako$ciowych, oparto na tetstach nieparametrycznych.
Poréwnania czgstosci wystepowania danych skategoryzowanych w badanych grupach
przeprowadzano:

e testem niezaleznosci y2 lub w przypadku matych wartosci oczekiwanych y2

z poprawka Yatesa,

¢ testem jednostronnym Fischera doktadnym,

¢ testem jednostronnym frakcji.
Wystepowanie roznic pomi¢dzy badanymi grupami i podgrupami w zakresie zmiennych
ilosciowych (np. parametry spirometryczne) testowano:

¢ testem Manna-Whitneya w przypadku pordwnywania 2 grup ze sobg

¢ testem Kruskal-Wallisa gdy poréwnywano wiecej niz 2 grupy ze soba.
W zakresie metod wielowymiarowych zastosowano analiz¢ wariancji (ANOVA).
Przeprowadzono rowniez meta analiz¢ obliczajac iloraz szans (OR) z 95% przedziatlem
ufnosci dla okreslenia ryzyka wystgpowania astmy i powiklan zwigzanych z konfiguracja
poszczegblnych alleli, genotypdw i diplotypow.
Za statystycznie znamienne przyjmowano p=0,05.
Analize statystyczng przeprowadzono wykorzystujac pakiet Statistica 6.0.

Dla celow metaanalizy zastosowano pakiet StatsDirect 2.1.
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IV. WYNIKI

IV.1. Charakterystyka badanych

Zbadano grupe 142 chorych na astme oskrzelowg i/lub alergiczny niezyt nosa, leczonych w
Poradni Alergologicznej Szpitala Specjalistycznego im. Jozefa Dietla w Krakowie oraz w
Poradni Alergologicznej-Matopolski Zespot Przychodni Specjalistycznych przy ulicy

Dunajewskiego 5.

Grupe kontrolng stanowito 62 zdrowych ochotnikow, u ktorych na podstawie wywiadu,
badania fizykalnego, badan czynnos$ciowych ptuc oraz testow skornych w przypadkach

watpliwych, wykluczono schorzenie alergiczne.

W grupie chorych byto 77 kobiet (54,2%) oraz 65 me¢zczyzn (45,8%), w wieku od 17
do 70 lat (Srednio 34,7+ 13,9).

Wsréd badanych u 104 oséb stwierdzono astme oskrzelowa (73,2%) o réznym stopniu
cigzkosci: astma sporadyczna wystgpowata u 7 0sob (4,9%), astma lekka u 60 osob (42,3%),
astma umiarkowana u 26 (18,3%), a astme cigezka stwierdzono u 15 osob

(10,6%).
U 96 0s6b wystepowat alergiczny niezyt nosa (67,6%).

Badanym wykonano punktowe testy skorne z wybranymi alergenami wziewnymi,
stwierdzono dodatni wynik testow u 99 osob (71,7%), wsrod nich uczulenie na na pytki traw
wykazano u 89 0sob (62,7%), na pytki drzew u 83 0sob (58,5%), na pytki chwastow u 75
0s6b (52,8%) oraz na kurz 1 roztocza kurzu domowego (D. pteronyssimus i D. farinae) u 87

0sob (61,3%).

Dodatni wywiad rodzinny w kierunku astmy oskrzelowej podawato 44 pacjentow (31,2%),
a w kierunku alergicznego niezytu nosa 32 pacjentow (22,5%).

W grupie chorych palacy stanowili 32,6% - 46 0s6b.

Test odwracalno$ci oskrzeli po podaniu wziewnego PB2-sympatykomimetyku wykonano u
102 pacjentéw, co stanowi 71,8% badanych. Wynik dodatni testu odwracalnosci (za
kryterium odwracalno$ci przyjeto zmiang o co najmniej 200ml 1 FEVI>12%),

zaobserwowano u 81 pacjentéw, co stanowi 79,4% z grupy, u ktorej wykonano test.
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Nastepnie przeprowadzono charakterystyke chorych w poszczeg6lnych podgrupach.

Na astmg¢ oskrzelowg (z wytaczeniam ANN) chorowato 46 0sob, w tym 33 (71,7%) kobiety
1 13 (28,3%) mezczyzn, palacy-13 osob stanowili 28,3%. Dodatni wywiad rodzinny w
kierunku astmy podato 16 osdb, a w kierunku ANN-7 0sdb. Dodatni wynik testow skérnych

stwierdzono u 4 0sob (9,5%).

Na astme oskrzelowa z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa chorowato 58 osob, 29
kobiet 1 29 mezczyzn, palacy-22 osoby stanowili 37,9%. Dodatni wywiad rodzinny w
kierunku astmy podato 22 osoby, a w kierunku ANN 17 osoéb. Dodatni wynik testow

skornych stwierdzono u 58 0sob.

Grupe chorych na alergiczny niezyt nosa stanowito 38 0so6b, w tym 15 kobiet (39,5%) oraz
23 (60,5%) mezczyzn. Palacych byto 11 osoéb (28,9%). Dodatni wywiad rodzinny w
kierunku astmy podato 6 0sob, a w kierunku ANN 8 oséb. Dodatni wynik testow skornych

stwierdzono u wszystkich badanych.

Grupe kontrolng stanowito 62 zdrowych ochotnikow, u ktorych na podstawie wywiadu 1
badania fizykalnego wykluczono choroby alergiczne. U tych os6b wykonano punktowe testy

skorne oraz badanie spirometryczne.

W grupie kontrolnej byto 28 kobiet (45,2%) 1 34 me¢zczyzn (54,8%), w wieku od 16 do 58
lat $rednio 32,3 + 10,4 co byto porownywalne z grupa badana.

W grupie kontrolnej os6b palacych byto 19, co stanowito 30,6%, podobnie jak w badane;.
W tabelach 9 i1 10 przedstawiono charakterystyke grupy chorych i grupy kontrolne;.
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Tabela 9. Charakterystyka badanych

Cecha Grupa chorych Grupa kontrolna P
Liczba 142 62
Wiek (lata)
x£ SD (min — max) 34(117;i 17:2)’)9 323+ 10,4 (16 58) NS
Pte¢: Kobiety n (%) 77 (54,2%) 28 (45,2%) NS
Mgzczyzni n (%) 65 (45,8%) 34 (54,8%)
Palacy n (%) 46 (32,6%) 19 (30,6%) NS
i +
Céf;‘_’ii‘;a (lata) x* SD 1853%)5 45£25(1-10) | p<0,001
L1c.zba papieroséw/dz. x+ SD 1349 (1 - 40) 4+4(1-20) p<0.001
(min — max)
Astma oskrzelowa n (%) 104 (73,2%) 0
Stopien cigzkosci astmy nie dotyczy
0n (%) 34 (23,9%) --
11 (%) 7 (4,9%) - p<0,001
21 (%) 60 (42,3%) --
3n (%) 26 (18,3%) --
4 n (%) 15 (10,6%) --
Alergiczny niezyt nosa n (%) 96 (67,6%) 0 p<0,001
Wywiad rodzinny:
Dodatni astma n (%) 44 (31,2%) p<0,001
Dodatni ANN n (%) 32 (22,5%) p<0,001
Objawy zgtaszane
Napadowy suchy kaszel n (%) 98 (69,0%) 0 p<0,001
Swiszczgcy oddech n (%) 92 (64,8%) 0 p<0,001
Dusznos$¢ nocna n (%) 86 (60,6%) 0 p<0,001
Testy skorne dodatnie (%) 99 (71,7%) 0 p<0,001
Pylki traw n (%) 89 (62,7%) 0 p<0,001
Pytki drzew n (%) 83 (58,5%) 0 p<0,001
Pyltki chwastow n (%) 75 (52,8%) 0 p<0,001
Kurz domowy-+roztocza n (%) 87 (61,3%) 0 p<0,001
Wykonany test odwracalnosci n (%) 102 (71,8%) 0
Wynik dodatni n (%) 81 (79,4%) 0
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Tabela 10. Charakterystyka kliniczna poszczegdlnych podgrup badanych.

Cecha 1. II. I11.
Astma Astma+ANN ANN
Liczba 46 58 38
Wiek (lata) x+ SD 40,6 + 17,0 33,9+ 12,7 28,9+7,6
(min — max) (19 —70) (17 - 70) (17 — 49)
Ple¢: Kobiety n (%) 33 (71,7%) 29 (50%) 15 (39,5%)
Mezczyzni n (%) 13 (28,3%) 29 (50%) 23 (60,5%)
Palacy n (%) ) 13 (28,9%) 22 (37,9%) 11 (28,9%)
Czas palenia (lata) x+ SD 10,2+ 7,8
(min — max) 15,0+ 10,3 (1-30) | 10,2+9,5 (1 —30) 29

Liczba papieroséw/dz.x+ SD

. 15+9(5-40) 13+7(1-20) 1111 (1-40)
(min — max)

Astma oskrzelowa n (%) 46 (100%) 58 (100%)
Stopien cigzkosSci astmy

0n (%) 0 0 38 (100%)

1 n (%) 1(2,2%) 3 (5,2%) 0

2n (%) 22 (47,8%) 37 (63,8%) 0

3 n (%) 12 (26,1%) 14 (24,1%) 0

4n (%) 11 (23,9%) 4 (6,9%) 0
Alergiczny niezyt nosa n (%) 0 58 (100%) 38 (100%)
Wywiad rodzinny:
Dodatni astma n (%) 16 (34,8%) 22 (37,9%) 6 (15,8%)
Dodatni ANN n (%) 7 (15,2%) 17 (29,3%) 8 (21,1%)
Objawy zglaszane
Napadowy suchy kaszel (% ) 44 (95,7%) 48 (2,8%) 6 (15,8%)
Swiszczacy oddech n (%) 38 (82,6%) 49 (84,5%) 5 (13,2%)
Dusznos$¢ nocna n (%) 33 (71,7%) 49 (84,5%) 4 (10,5%)
Testy skorne dodatnie (%) : 4 (9,5%) 58 (100%) 38 (100%)
Pylki traw n (%) 8 (17,4%) 51 (87,9%) 29 (76,3%)
Pyltki drzew n (%) 6 (13,0%) 48 (82,7%) 29 (76,3%)
Pyltki chwastéw n (%) 8 (17,4%) 48 (82,7%) 29 (76,3%)
Kurz dom. i roztocza n (%) 4 (8,7%) 44 (75,8%) 27 (71,0%)
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IV.2. Rozklady genotypowe 1 alleliczne polimorfizméw Argl6Gly 1 GIn27Glu

receptora (z-adrenergicznego

Przeprowadzono analize¢ czesto$ci wystepowania poszczegoOlnych alleli polimorfizmow
Argl6Gly i GIn27Glu w grupie chorych i poréwnano wyniki z rozktadem czgstosci w
grupie kontrolnej. Dla polimorfizmu Argl6Gly, w grupie chorych, allel Argl6 wystgpowat
z czgstoscig 0,331, a allel Glyl6 odpowiednio 0,0669. Wsérod 142 osob w badanej
grupie, u 10 stwierdzono genotyp Argl6Arg, 74 osoby byly heterozygotami Argl6Gly a
u 58 stwierdzono genotyp Glyl6Gly. Czestosci  genotypowe i alleliczne nie
r6znily si¢ w sposob istotny statystycznie od grupy kontrolnej, w ktorej allel Arglé
wystepowat z czgstoscig 0,0315, allel Gly16 z czestoscig 0,685. W grupie kontrolnej genotyp
Argl6Arg stwierdzono u 1 osoby, 370s06b byto heterozygotami Argl6Gly, a 24 osoby
homozygotami Gly16Gly.

Analizujac rozktady genotypowe i alleliczne dla polimorfizmu GIn27Glu stwierdzono
wystepowanie allelu GIn27 w grupie chorych z czgstoscig 0,518, a allelu Glu27  z
czestoscig 0,482. Stwierdzono wystgpowanie genotypu GIn27GlIn u 44 o0sdb, 59 0s6b bylo
heterozygotami GIn27Glu, 39 o0s6b bylo homozygotami Glu27Glu. Rozktady czestosci nie
roznilty si¢ w sposob istotny statystycznie od grupy kontrolnej, w ktoérej allel GIn27
wystepowat z czestoscig 0,567, a allel Glu27-0,433. Zaobserwowano genotyp GIn27GlIn u
22 o0s06b, genotyp GIn27Glu u 28 oséb, a 12 0séb byto homozygotami Glu27Glu. Wyniki
przedstawiono w tabeli 111 12.

Tabela 11. Czgstos¢ wystepowania poszczeg6élnych alleli w grupie chorych i grupie

kontrolnej.OR- iloraz szans, CI - przedziat ufnosci, p - poziom istotnosci, NS-nieistotne
statystycznie, warto$ci oznaczajg liczbe alleli, w nawiasach podano czgstos¢ alleli.

Allel Grupa chorych | Grupa kontrolna ) OR (95%CI)
Argl6 94 (33,1%) 39 (31,5%) NS 1,1 (0,7-1,7)
Glyle 190 (66,9%) 85 (68,5%) NS 0,9 (0,6 — 1,5)
GIn27 147 (51,8%) 68 (56,7%) NS 0,9 (0,6 — 1,4)
Glu27 137 (48,2%) 52 (43,3%) NS 1,3 (0,8-2,1)

43



Tabela 12. Rozktad genotypow w grupie chorych i kontrolne;j

n -liczba badanych, p - poziom istotnosci

Grupa chorych Grupa kontrolna
Genotyp ?n=1423y p(n=62) P
Argl6Arg 10 (7,0%) 1 (1,6%) 0,102
Argl6Gly 74 (52,1%) 37 (59,7%) 0,176
Gly16Gly 58 (40,8%) 24 (38,7%) 0,479
GIn27GlIn 44 (31,0%) 22 (35,5% 0,318
GIn27Glu 59 (41,5%) 28 (45,2%) 0,371
Glu27Glu 39 (27,5%) 12 (19,4%) 0,145

Uwzgledniajac podziat na podgrupy, przeprowadzono analiz¢ rozktadow genotypowych
i allelicznych. Nie zaobserwowano istotnych r6znic pomiedzy poszczegdlnymi podgrupami
chorych na astme¢ oskrzelowg (Astma), z towarzyszacym alergicznym niezytem

nosa(Astma+ANN), lub u chorych na alergiczny niezyt nosa bez astmy (ANN), a wyniki

przedstawiono w tabelach 13 1 14

Tabela 13. Czesto$¢ wystepowania poszczeg6dlnych alleli w podgrupach badanych

p - poziom istotno$ci, NS-nieistotne statystycznie,wartosci oznaczaja liczbe alleli, w

nawiasach podano czgstos¢ alleli.

Allel L 1I. I11. Iv. P
© Astma Astma+ANN ANN Kontrola
Argl6 | 32 (42,7%) 31 (36,9%) 21 (36,8%) 38 (38,4%) NS
Glyl6 43 (57,3%) 53 (63,1%) 36 (64,2%) 61 (61,6%)
GIn27 14 (58,3%) 17 (47,2%) 13 (56,5%) 22 (64,7%) NS
Glu27 10 (41,7%) 19 (52,8%) 10 (43,5%) 12 (35,3%)
Tabelal4. Rozktad genotypdéw w podgrupach badanych.
n - liczba badanych, p - poziom istotnosci, NS - nieistotne statystycznie
Genot [.Astma II. Astma+ANN III.LANN IV.Kontrola P
yp (n=46) (n=58) (n=38) (n=62)
Argl6Arg 3 (6,5%) 5 (8,6%) 2 (5,3%) 1 (1,6%) NS
Argl6Gly | 29 (63,0%) 26 (44,8%) 37 (59,7%) 37 (59,7%) NS
Glyl6Gly | 14 (30,4%) 27 (46,6%) 24 (38,7%) 24 (38,7%) NS
GIn27GIn | 14 (30,4%) 17 (29,3%) 13 (34,2%) 22 (35,5% NS
GIn27Glu | 22 (37,9%) 22 (37,9%) 15 (39,5%) 28 (45,2%) NS
Glu27Glu | 10 (21,7%) 19 (32,8%) 10 (26,3%) 12 (19,4%) NS
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Nastepnie zbadano, czy wystgpowane alleli w badanej populacji jest zgodne

z rozkladem Hardy-Weinberga. Stwierdzono ro6znice mig¢dzy obserwowanymi a
oczekiwanymi czgsto§ciami genotypowymi w grupie badanej i w grupie kontrolne;j.

Wartos¢ p w tescie zgodnosci z rownowaga Hardy-Weinberga wynosita w grupie badanej
dla genotypu Argl6Gly p=0,056, dla grupy kontrolnej p=0,002 (test doktadny Fishera), a
dla genotypow GIn27Glu w grupie badanej p=0,045, dla grupy kontrolnej p=0,604. Oba

genotypy pozostawaty w czgsciowej rownowadze Hardy-Weinberga.

Zbadano rozktad czgstosci alleli dla polimorfizméw Argl6Gly 1 GIn27Glu w grupie badane;j
1 grupie kontrolnej uwzgledniajac podziat na ptec.
Zaobserwowano, ze w grupie mezczyzn obecno$¢ allelu Glu27 granicznie zwigksza ryzyko

zachorowania (OR=2,16), podczas gdy w grupie kobiet efekt ten nie zostat zaobserwowany.

Wyniki przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Rozktad czestosci alleli w grupie chorych 1 w grupie kontrolnej
z uwzglednieniem podziatu na pte¢.
(+) -oznacza wystepowanie allelu, (-) - oznacza brak allelu

OR - iloraz szans, CI - przedzial ufno$ci

Kobiety Mezczyzni

Allel Grupa Grupa OR Grupa Grupa OR
chorych | kontrolna (95%CI) chorych | kontrolna (95%C1)

Argl6 (-) | 25 (32,5%) | 10 (35,7%) 1,2 33 (50,8%) | 14 (41,2%) 0,7
Argl6 (+) | 52 (67,5%) | 18 (64,3%) 04-31) | 32(49,2%) | 20 (58,8%) | (03-17)

Glyl6 (-) | 6(7,8%) 0 0 4 (6,2%) 1 (2,9%) 0,5
Glylé(+) | 71(92,2%) | 28 (100%) (0-2.3) 61 (93,8%) | 33 (97,1%) (0-4.9)

GIn27 (-) | 50 (64,9%) | 19 (67,9%) 1,1 48 (73,8%) | 21 (61,8%) 0,6
GIn27(+) | 27 (35,1%) | 9 (32,1%) 04-33) | 17(26,2%) | 13 (38,2%) | (0.2-15)

Glu27 () | 61 (79,2%) | 23 (82,1%) 1,2 42 (64,6%) | 27 (79,4%) 2,1
Glu27(+) | 16 (20,8%) | 5 (17,9%) 04-47 | 23(35,4%) | 7(20,6%) (0.7-6.6)
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IV.2.1. Analiza sprzezen i interakcji polimortfizméw Argl6Gly 1 GIn27Glu

W grupie badanych chorych stwierdzono zwiazek pomigdzy wystgpowaniem dwoch
polimorfizméw w pozycji 27 1 16 (test y2=42,17 p<0,001). Zaobserwowano jednoczesne
wystepowanie uktadu Argl6Gly-GIn27Glu ( czgstos¢ 28,2%) oraz Gly16Gly-Glu27Glu
(21,8%), natomiast nie stwierdzono wystgpowania uktadu Argl 6Arg-Glu27Glu.
Stwierdzono wystepowanie sprzezenia genetycznego pomigdzy dwoma badanymi
polimorfizmami (/inkage disequilibrium). Wyniki analizy przedstawiono w tabeli 16.

Tabela 16. Analiza sprz¢zenia genetycznego pomiedzy polimorfizmami Argl6Gly i
GIn27Glu w grupie chorych.

Genotyp GIn27GIn GIn27Glu Glu27Glu [los¢ catkowita
Argl6Arg 8 (5,6%) 2 (1,4%) 0 10 (7,0%)
Argl6Gly 26 (18,3%) 40 (28,2%) 8 (5,6%) 74 (52,1%)
Gly16Gly 10 (7,0%) 17 (12,0%) 31(21,8%) 58 (40,8%
Tos¢é catkowita 44 (31,0%) 59 (41,5%) 39 (27,5%) 142 (100%)

W grupie kontrolnej réwniez stwierdzono wystepowanie sprze¢zenia genetycznego pomi¢dzy
badanymi polimorfizmami (test ¥2=21,34 p<0,01). Najczesciej wystepujacym uktadem byt:
Argl6Gly-GIn27Glu (37,1%) oraz Argl6Gly-GIn27GlIn (21%),

nie stwierdzono wystepowania ukladéw Argl6Arg-GIn27Glu i Argl6Arg-Glu27Glu.
Wyniki analizy przedstawia tabela 17.

Tabela 17. Analiza sprzgzenia genetycznego pomiedzy polimorfizmami Argl6Gly i
GIn27Glu w grupie kontrolne;j.

Genotyp GIn27GIn GIn27Glu Glu27Glu Ilos¢ catkowita
Argl6Arg 1 (1,6%) 0 0 1 (1,6%)
Argl6Gly 13 (21,0%) 23 (37,1%) 1 (1,6%) 37 (59,7%)
Gly16Gly 8 (12,9%) 5 (8,1%) 11 (17,7%) 24 (38,7%)
Tlos¢ catkowita 22 (35,5%) 28 (45,2%) 12 (19,4%) 62 (100%)

Istnienie sprzezenia genetycznego pomiedzy polimorfizmami Argl6Gly 1 GIn27Glu
sugeruje, ze powinny by¢ one rozpatrywane wspolnie, dlatego przeprowadzono analize
interakcji pomigdzy genotypami w grupie chorych i kontrolnej. Stwierdzono brak uktadu
Argl6Arg-Glu27Glu w obu grupach oraz uktadu Argl 6Arg-GIn27Glu w grupie kontrolne;.
Zaobserwowano znamiennie czestsze (p=0,019) wystgpowanie w grupie chorych uktadu
Gly16Gly-Glu27Glu w poréwnaniu z grupa kontrolng. Otrzymane wyniki zebrano w tabeli
181 19.
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Tabela 18. Uktady genotypdw w grupie chorych i grupie kontrolne;.
n - liczba badanych, p - poziom istotnosci

Uktad genotypoéw Grupa chorych Grupa Kontrolna

(n=142) (n=62) P
Argl6Arg-GIn27GIn 8 (5,6%) 1 (1,6%) 0,104
Argl6Arg-GIn27Glu 2 (1,4%) 0 NS
Argl6Arg-Glu27Glu 0 0 NS
Argl6Gly-GIn27GIn 26 (18,3%) 13 (21,0%) 0,326
Argl6Gly-GIn27Glu 40 (28,2%) 23 (37,1%) 0,103
Argl6Gly-Glu27Glu 8 (5,6%) 1 (1,6%) 0,104
Gly16Gly-GIn27GIn 10 (7. 0%) 8 (12,9%) 0,086
Gly16Gly-GIn27Glu 17 (12,0%) 5(8,1%) 0,205
Gly16Gly-Glu27Glu 31 (31,8%) 11 (17,7%) 0,019

Tabela 19. Uktady genotypow w podgrupach n - liczba badanych, p - poziom istotnosci

Ul oty I.Astma II.Astma+ANN | III.ANN IV Kotrola P
(n=46) (n=58) (n=38) (n=62)

Argl6Arg-GIn27GIn 2 (4.3%) 5 (8,6%) 1 (2,6%) 1 (1,6%) NS
Argl6Arg-GIn27Glu 1(2,2%) 0 1 (2,6%) 0 NS
Argl6Arg-Glu27Glu 0 0 0 0 NS
Argl6Gly-GIn27GIn | 9 (19,6%) 8 (13,8%) 9(23,7%) | 13(21,0%) | NS
Argl6Gly-GIn27Glu 16 (25,4%) 15 (23,8%) 9 (23,7%) 23 (37,1%) NS
Argl6Gly-Glu27Glu 4(8,7%) 3(5,2%) 1 (2,6%) 1(1,6%) NS
Gly16Gly-GIn27GIn 3 (6,5%) 4(6,9%) 3(7,9%) | 8(12,9%) NS
Gly16Gly-GIn27Glu | 5 (10,9%) 7(12,1%) 5(132%) | 5(8,1%) NS
Gly16Gly-Glu27Glu 6 (13,0%) 16 (27,6%) 9 (23,7%) 11 (17,7%) NS
IV.2.2. Analiza czestosci wystgpowania diplotypéw w badanych grupach

Badajac interakcje pomiedzy genotypami polimorfizmow Argl6Gly i1 GIn27Glu

przedstawiono model diplotypow, jako ukladu wystepowania po jednym allelu z kazdego
genotypu. rozktad
Argl6/GIn27, Argl6/Glu27, Glyl16/GIn27 oraz Glyl16/Glu27 w grupie chorych na astme

Badano czgstosci  wystepowania nastepujacych  diplotypow:
oskrzelowg 1/lub alergiczny niezyt nosa i porownywano z grupg kontrolna.

Stwierdzono, ze diplotyp Glyl16/GIn27 wystepuje czesciej (OR=1,98 p=0,049) w grupie
badanej w porownaniu do grupy kontrolnej. Rozktady pozostatych diplotypdéw nie rdznity
si¢ w grupie badanej w porownaniu z grupg kontrolna.

Po uwzglednieniu podziatu na pte¢ zaobserwowano, ze u me¢zczyzn obecnos¢ diplotypu
Gly16/GIn27 zwickszata ryzyko zachorowania dwukrotnie (OR=2,3 p=0,049), natomiast dla
kobiet wartos¢ ta nie byla istotna statystycznie (OR=1,84 p=NS). Rozktad diplotypéw w obu

grupach z uwzglednieniem podziatu na pte¢ przedstawia tabela 20.
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Tabela 20. Rozktad diplotypow polimorfizmow Argl6Gly, GIn27Glu z uwzglednieniem podziatu na ptec.
(+) wystepuje diplotyp, (-) brak diplotypu, OR: iloraz szans, 95%CI - przedziat ufnosci

Kobiety Mezczyzni
Diplotyp Grupa Grupa OR Grupa Grupa OR Grupa Grupa OR
chorych kontrolna (95%CI) chorych kontrolna (95%CI) chorych kontrolna (95%CI)

Argl6GIn27 (-) 66 (46,5%) 25 (40,3%) 1,285 31 (40,3%) 11 (39,3%) 1,042 35 (53,8%) 14 (41,2%) 1,667
Argl6GIn27 (+) 76 (53,5%) 37 (59,7%) (0,8-3,8) | 46(59,7%) 17 (60,7%) (0,7-2,5) | 30(46,2%) | 20(59,7%) 0,4-3,1)
Argl6Glu27 (-) 92 (64,8%) 38 (29,2%) 1,162 45 (58,4%) 16 (57,1%) 1,055 47 (72,3%) | 22 (64,7%) 1,424
Argl6Glu27 (+) 50 (35,2%) 24 (32,4%) (0,9-3,4) | 32(41,6%) 12 (42,9%) (0,8 -2.,5) 18 (27,7%) 12 (35,3%) (0,5-3,8)
Gly16GIn27 (-) 49 (34,5%) 13 (21,0%) 1,986 22 (28,6%) 5(17,9%) 1,840 27 (41,5%) 8 (23,5%) 2,309
Gly16GIn27 (+) 93 (65,5%) 49 (79,0%) (1,1-51) | 55(71,4%) | 23(82,1%) (0,5-42) | 38(58,5%) | 26(76,5%) (1,2-8,2
Gly16Glu27 (-) 46 (32,4%) 22 (35,5%) 0,871 29 (37,7%) 9 (32,1%) 1,275 17 (26,2%) 13 (38,2%) 0,572
Gly16Glu27 (+) 96 (67,6%) 40 (64,5%) (1,2-4,5) | 48(62,3%) 19 (67,9%) (0,6 -3,8) | 48(73,8%) | 21 (61,8%) (0,3-2,3)
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IV.3.Badanie zwigzku wystgpowania polimorfizmow Argl6Gly i GIn27Glu

receptora Pr-adrenergicznego z czynnos$cia uktadu oddechowego

Receptory [:-adrenergiczne wystepuja na wielu komorkach uktadu oddechowego,
mig¢dzy innymi mig$ni gladkich oskrzeli, nabtonka oddechowego, $rddbtonka naczyn
ptucnych oraz pneumocytach typu II. Efekt czynno$ciowy receptora zalezy od rodzaju
pobudzanej komorki i1 ujawnia si¢ poprzez rozkurcz migsni gladkich oskrzeli,
zmniejszenie produkcji §luzu, zmniejszenie przepuszczalnosci naczyn. Jakosciowa 1
ilosciowa ocen¢ pobudzenia receptorow [-adrenergicznych mozemy przeprowadzié
przy pomocy badan czynnosciowych uktadu oddechowego. Porownujac wyniki badan
czynnosciowych ptuc, w zaleznosci od wystepujacego polimorfizmu, mozna
przeprowadzi¢ analiz¢ wpltywu tego polimorfizmu na funkcje receptora [3-

adrenergicznego.

Wykazano réznice w warto$ciach wybranych parametrow oddechowych pomiedzy grupa
chorych a grupa kontrolna. Srednie warto$ci FEV1, FEV1/VC, MEF25, MEF50 oraz PEF
byty znamiennie wyzsze w grupie kontrolnej. Nie zaobserwowano réznic ~ w $rednich
warto$ciach VC 1 FVCEx pomigdzy grupa chorych a grupa kontrolng. Wyniki zestawiono
w tabeli 21.

Tabela 21. Srednie warto$ci parametroéw spirometrycznych w grupie chorych i w grupie

kontrolnej. x-warto$ci srednich arytmetycznych, SD - odchylenie standardowe, n - liczba
badanych, * - r6znica znamienna statystycznie (p<0,01) wzgledem grupy kontrolnej

Parametr Grupa chorych Grupa kontrolna
spirometryczny (n=142; $rednia + SD ) (n=62; $rednia £ SD )
FEV1% 88,00+19,96* 100,75+10,76

VvC 97,28+14,62 102,29+11,96
FEV1/VC 91,16+13,98%* 99,72+7.,47
MEF25 68,22+29,44* 92,91+18,90
MEF>0 71,79+28,40* 99,84+20,12
FVCEx 96,99+15,41 101,9210,83
PEF 95,6912,18* 118,59+17,44
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Analizujgc $rednie wartosci parametréw oddechowych w podgrupach zaobserwowano,
ze $rednie warto$ci FEV1, VC, FEV1/VC, MEF25, MEF50, FVCEx i PEF w podgrupie
chorych na astme¢ oskrzelowa 1 astm¢ oskrzelowg z towarzyszacym alergicznym niezytem
nosa rdznity si¢ w sposdéb wysoce znamienny statystycznie (p<0,001) w poréwnaniu
z grupg kontrolng. Wartosci wszystkich badanych parametrow oddechowych w
podgrupie chorych na alergiczny niezyt nosa nie rdznily si¢ statystycznie od wartos$ci
obserwowanych w grupie kontrolne;j.

Poréwnanie $rednich warto$ci parametrow spirometrycznych w badanych podgrupach

przedstawia tabela 22.

Tabela 22. Srednie warto$ci parametrow spirometrycznych w podgrupach:

x- §rednie arytmetyczne, SD - odchylenie standardowe, n - liczba badanych,

* - roznica znamienna statystycznie (p<0,01) wzgledem grupy kontrolnej

I II 1T v
Wartos¢ Astma Astma+ANN ANN Kontrola
spirometryczna (n=46) (n=58) (n=38) (n=62)
x=SD x+ SD x+ SD x+SD
V)
FEVI% 79,51+21,25% | 86,29+19,69* | 100,92+10,28 | 100,75+10,76
ve 96,16+15,74* | 97,64+14,91* | 101,72+11,38 | 102,29+11,96
FEVIVE 86,86+15,08* | 88,57+13,24* | 100,33+8,87 99,72+7,47

MEF25 53,95+22,48% | 61,75+2521* | 9536+25,19 | 92,91+18,90
MEF30 57,94+26,56* | 66,50+23,45* | 96,63+21,26 | 99,84+20,12
FVCEx 92,61+16,03* | 96,77+16,66* | 102,61+10,41 | 101,92+10,83
PEF 85,58+21,75* 91,99+£22.,67* | 113,60+£14,24 | 118,59+17,44
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IV.3.1.Porownanie wynikow badan czynnosciowych ukladu oddechowego w
zalezno$ci od wystepowania allelu

Poroéwnano wyniki badan czynno$ciowych pluc w zaleznosci od wystgpowania allelu
celem oceny zwigzku pomiedzy wystepowaniem allelu Argl6, Gly16, GIn27 i Glu27, a
funkcja uktadu oddechowego. Analize przeprowadzono u wszystkich badanych,

a nastepnie w grupie chorych (I+II+1II), uwzgledniajac podziat na ptec.

W kolejnym etapie zanalizowano wyniki badan czynnos$ciowych uktadu oddechowego w
poszczegdlnych podgrupach badanych.

Warto$ci parametréw spirometrycznych w catej badanej grupie bez podziatu wzgledem
plci nie r6znily si¢ znamiennie statystycznie. Po uwzglednieniu podzialu na pte¢ rowniez
nie zaobserwowano znamiennych réznic pomig¢dzy $rednimi wartosciami FEV1, VC,
FEV1/VC, stwierdzono natomiast, ze srednie wartosci MEF25 u kobiet posiadajacych
allel GIn27 wynoszace 80,13%=+31 byly znamiennie wyzsze (p<0,05)  w pordéwnaniu
do wartosci MEF25: 68,26%+28,99 u kobiet bez tego allelu. Wyniki zilustrowano na
rycinie 6.
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Ryc. 6. Porownanie $rednich wartosci MEF25 u kobiet w zalezno$ci od allelu GIn27.
(+) wystepowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono wartosci Srednie
+odchylenie standardowe, p - istotnos$¢ statystyczna
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Wyzsze wartosci MEF50 zaobserwowano u kobiet posiadajacych allel GIn27 - $rednie
warto$ci wynosity 85,33%+29,82 w poréwnaniu do $rednich wartosci MEF50 dla kobiet
bez allelu GIn27, wynoszacych 72,92%+29,07 (p<0,05).

Wyniki przedstawiono na rycinie 7.
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Ryc. 7. Poréwnanie $rednich wartosci MEF25 u kobiet w zaleznosci od allelu GIn27.
(+) oznacza wystgpowanie allelu, (-) oznacza brak allelu, przedstawiono wartosci srednie
+odchylenie standardowe, p - istotnos¢ statystyczna

Analizujgc s$rednie wartosci FVCEx oraz PEF nie zaobserwowano znamiennych
statystycznie r6znic migdzy nimi, w zaleznos$ci od allelu, u badanych kobiet.

Odwrotny zwigzek zaobserwowano migdzy obecnoscig allelu Glu27 a S$rednimi
warto§ciami spirometrycznymi MEF25 i MEF50. Srednie wartosci MEF25 dla kobiet
posiadajacych allel Glu27 wynosity 60,27%+26,78, a dla kobiet nie posiadajacych allelu
Glu27 wynosity 75,34%=30,21 (p=0,04). Srednie wartosci MEF50 wynosity 66,53%+26
1 79,84%=+30,21 odpowiednio dla kobiet posiadajacych allel Glu27 1 nie posiadajacych
allelu Glu27 (p=0,05). Wyniki te przedstawiono na rycinach 8 i 9.
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Ryc. 8. Porownanie $rednich warto§ci MEF25 u kobiet w zaleznos$ci od allelu
Glu27. (+) oznacza wystepowanie allelu, (-) oznacza brak allelu, przedstawiono
wartosci $rednie +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna
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Ryc. 9. Poréwnanie srednich wartosci MEF50 u kobiet w zaleznosci od allelu Glu27.
(+) oznacza wystgpowanie allelu, (-) oznacza brak allelu, przedstawiono wartosci srednie
+odchylenie standardowe, p - istotnos¢ statystyczna

W grupie badanych mezczyzn nie zaobserwowano wystepowania réznic w $rednich

warto$ciach parametréw oddechowych w zalezno$ci od wystepujacego allelu. Wyniki
analizy zebrano w tabelach 23-26.
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Tabela 23. Analiza zwigzku pomigdzy warto$ciami parametroOw spirometrycznych a wystepowaniem allelu Argl6.
Argl6 (-) brak allelu, Argl6 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ srednia, SD-odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci

Argl6
Parametr Allel Wszyscy badani Kobiety Megzczyzni
spirometryczny € n x+ SD p n x£SD p n x+SD p
Argl6 () 82 92.12£19,11 35 90,74+19,94 47 93.17+18,62
o,
FEV1% Argl6 (1) 122 917141833 NS 70 91.37418.60 NS 5, 92.17418.13 NS
Argl6 () 82 99,25+14,50 35 97.25£15.36 47 100,74=13,80
ve Argl6 () 122 98.51413,75 NS 70 99.70+14,94 NS 5, 96.90+11,93 NS
Argl6 () 82 92,81%13,04 35 94,94+12,78 47 012251314
o,
FEVI%/VC Argl6 () 122 94.71412,93 NS 70 95,18£12,40 NS s 93.35413,67 NS
Argl6 () 82 78.71£30.86 35 76.55£32.83 47 80.33429,57
MEF25 Argl6 (1) 122 73.71227,57 NS 70 70,2028,77 NS 5 7842425 37 NS
Argl6 () 82 80,75:30,48 35 78.59+32.22 47 823622937
MEF30 Argl6 () 122 80,02:28.33 NS 70 76,47£28,70 NS s, 84.81227,37 NS
Argl6 () 82 08.95:14,42 35 97211483 47 1002651413
FVCEx Argl6 (1) 122 98.17+14.32 NS 70 98,83+15,08 NS 5, 97341332 NS
Argl6 () 82 103,66-24 30 35 101,5225.93 47 105,56£23.18
PEF Argl6 (1) 122 1019742387 | S 70 97.45£21.99 NS s, 108,07425.13 NS
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Tabela 24. Analiza zwigzku pomiedzy warto$ciami parametroOw spirometrycznych a wystepowaniem allelu Gly16.
Gly16 (-) brak allelu, Gly16 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom istotnos$ci.

Glyl6
Parametr ATl Wszyscy badani Kobiety Megzczyzni
. e
spirometryczny n x£ SD P n x£SD p n x+SD p
Gly16 (-) 11 86,89 +£26,75 6 90,82 +£30,33 5 82,18 +24,25
FEV1% NS NS NS
Glyl16 (+) 193 92,16+10,08 99 91,18 £19,29 94 93,20 £19,90
Gly16 (-) 11 96,44421,47 6 96,34 £27,46 5 96,56 £17,48
VvC NS NS NS
Glyl16 (+) 193 98,94+13,55 99 99,04 £14,20 94 98,84 £12,92
Gly16 (-) 11 90,05+13,25 6 96,03 +8,38 5 82,86 £15,26
FEV1%/VC NS NS NS
Glyl16 (+) 193 93,97+£12,96 99 95,05 £12,70 94 92,84 £13,19
Glyl6 (-) 11 66,334+23.47 6 63,72 £25,32 5 69,45 £23,52
MEF25 NS NS NS
Glyl16 (+) 193 76,26+£29,21 99 72,85 £30,48 94 79,85 £27,52
Gly16 (-) 11 73,98+27,24 6 72,84 £33,10 5 75,35 £21,92
MEF50 NS NS NS
Glyl16 (+) 193 80,674+29,27 99 77,44 £29,73 94 84,08 £28,53
Gly16 (-) 11 96,00 £21,28 6 96,97 £28.0 5 94,84 £12,22
FVCEx NS NS NS
Glyl16 (+) 193 98,63 £13,90 99 98,37 £14,03 94 98,89 £13,82
Gly16 (-) 11 97,57 £28,35 6 95,45 £33,61 5 100,11 +£24,13
PEF NS NS NS
Glyl16 (+) 193 102,94+23,78 99 99,01 £22,79 94 107,09 +24,22
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Tabela 25. Analiza zwigzku pomiedzy warto$ciami parametrow spirometrycznych a wystepowaniem allelu GIn27.
GIn27 (-) brak allelu, GIn27 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom istotnos$ci.

Gln27
Parametr Allel Wszyscy badani Kobiety Mgzczyzni
spirometryczny ¢ N x+SD p n x+SD p n x+SD p

GIn27 (-) 138 91,58 £18,53 69 89,03 +19,63 69 94,13 £17,12

0 NS NS NS
FEVI% GIn27 (+) 66 92,50 £18,87 36 95,23 £17,14 30 89,23 £20,59

- + + +

Ve GIn27 (-) 138 98,42 +13,55 NS 69 97,63 £14,74 NS 69 99,21 £12,30 NS
GIn27 (+) 66 99,62 +£15,06 36 101,28 £15,56 30 97,62 £14,43
GIn27 (-) 138 93,47 £12,39 69 93,63 £13,31 69 93,30 +11,49

FEV1%/VC NS NS NS
° GIn27 (+) 66 94,39 +14,18 36 97,93 £10,26 30 90,12 £17,00
GIn27 (-) 138 74,87 £28.51 69 68,26 £28,99 69 81,48 £26,60

MEF25 NS 0,05 NS
GIn27 (+) 66 77,51 £30,06 36 80,13 £31,26 30 74,35 £28,76

- + + +

MEF50 GIn27 (-) 138 78,96 £28.71 NS 69 72,92 £29,07 0,042 69 84,99 +27,23 NS
GIn27 (+) 66 83,1 £30,5 36 85,33 £29,82 30 80,55 £30,62
GIn27 (-) 138 98,34 +13,73 69 97,23 £14,39 69 99,45 £13,05

NS NS NS
FVCEx GIn27 (+) 66 98,78 £15,61 36 100,32 £15,96 30 96,95 £15,25
GIn27 (-) 138 100,85 +24,16 69 96,35 +24,68 69 105,36 +22,92

PEF NS NS NS
GIn27 (+) 66 106,41 £23,40 36 103,52 +£10,0 30 109,89 +26,87
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Tabela 26. Analiza zwigzku pomigdzy warto§ciami parametrow spirometrycznych a wystegpowaniem allelu Glu27.
Glu27 (-) brak allelu, Glu27 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci

Glu27
Parametr Allel Wszyscy badani Kobiety Mgzczyzni
. e
spirometryczny n x+SD P n x£SD p n x£SD p
Glu27 (-) 153 92,95 +18,59 84 92,66 £19,25 69 93,29 £19,90
FEV1% NS NS NS
Glu27 (+) 51 88,68 +£18,43 21 85,15 +16,88 30 91,14 +19,34
Glu27 (-) 153 99,25 +£13,99 84 99,55 +15,19 69 98,90 £12,48
VC NS NS NS
Glu27 (+) 51 97,46 £14,19 21 96,23 £14,55 30 98,33 +14,11
Glu27 (-) 153 94,65 +£13,32 84 96,18 +12,41 69 92,77 £14,23
FEV1%/VC NS NS NS
Glu27 (+) 51 91,11 £11,59 21 90,79 +12,02 30 91,34 +11,47
Glu27 (-) 153 77,68 £28.87 84 75,34 +30,37 69 80,53 +26,89
MEF25 NS 0,04 NS
Glu27 (+) 51 69,84 +£28,74 21 60,27 +26,78 30 76,55 +29,57
Glu27 (-) 153 82,14 £29,24 84 79,84 +30,21 69 84,95 +27,97
MEF50 NS 0,05 NS
Glu27 (+) 51 74,83 £28.42 21 66,53 +26,00 30 80,63 +19,01
Glu27 (-) 153 98,75 +14,36 84 98,81 +£15,44 69 98,66 +13,04
FVCEx NS NS NS
Glu27 (+) 51 97,70 £14,35 21 96,20 +12,90 30 98,76 +15,41
Glu27 (-) 153 103,80 £24,55 84 99,69 +24,09 69 108,80 £24,33
PEF NS NS NS
Glu27 (+) 51 99,22 +£22.16 21 95,28 +20,18 30 101,98 £23,38
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Nastepnie poréwnano wyniki badan czynnosciowych ukiadu oddechowego w grupie
chorych w zalezno$ci od allelu. Wyniki $rednich warto$ci parametrow spirometrycznych w
catej grupie chorych nie roznity si¢ istotnie statystycznie w zaleznosci od wystepujacego
allelu. Po podziale grupy chorych wzgledem plci zaobserwowano istotne statystycznie
roznice zarOwno w grupie kobiet jak 1 mezczyzn. Stwierdzono wyzsze wartosci $rednie
FEV1%, FEV1/VC, MEF25, MEF50 w grupie kobiet, u ktérych wystgpowat allel GIn27.
Natomiast wyzsze wartosci FEV1, MEF25 i MEF50 zaobserwowano u me¢zczyzn nie

posiadajacych allelu GIn27.

Srednie wartosci FEV1 dla kobiet posiadajacych allel GIn27 wynosity 93,13%+17,97 i
byty wyzsze (p=0,05) od $rednich wartosci FEV1 dla kobiet nie posiadajacych tego allelu,
ktore wynosity 84,14%=+20.

Srednie wartosci FEV1 dla mezczyzn posiadajacych allel GIn27 wynosily 79,44%+20,82 i
byly statystycznie nizsze (p=0,026) od s$rednich wartosci dla mezczyzn bez allelu GIn27
wynoszacych 92,19%+19,40. Wyniki przedstawiono na rycinie 10.
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Ryc. 10. Poréwnanie $rednich wartosci FEV1 u kobiet i u m¢zczyzn w zaleznosci od allelu
GIn27. (+) wystepowanie allelu,(-) brak allelu, przedstawiono $rednie wartosci
+odchylenie standardowe, p - istotnos$¢ statystyczna
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Srednie warto$ci FEV1/VC dla kobiet posiadajacych allel GIn27 byly wyzsze niz dla kobiet
bez allelu GIn27 (p=0,049) i wynosity odpowiednio 97,24%+11,44 1 90,87%+14,25,

natomiast $rednie wartosci FEV1/VC dla mg¢zczyzn nie wykazywaly rdéznic istotnych

statystycznie. Wyniki przedstawiono na rycinie 11.
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Ryec. 11. Poréwnanie §rednich wartosci FEV1/VC u kobiet i u mezczyzn w zaleznosci  od
allelu GIn27. (+) wystepowanie allelu,
warto$ci +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna
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Analizujgc Srednie wartosci MEF25 stwierdzono, ze sg one wyzsze (p=0,014) u kobiet
posiadajacych allel GIn27. Srednie wartosci wynosity 77,89%+34,49 w poréwnaniu do
srednich wartosci MEF25 wynoszacych 58,48%+26,32 dla kobiet nie posiadajacych allelu
GIn27. U mezczyzn stwierdzono, ze obecno$¢ GIn27 zwigzana jest z nizsza (p=0,016)
warto§cig tego  parametru  wynoszaca 57,96%+21,01, w porownaniu do

76,56%+28,40 dla me¢zczyzn bez allelu GIn27. Wyniki przedstawia ryc. 12.
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Ryc. 12. Porownanie §rednich wartosci MEF25 u kobiet i u mezczyzn w zaleznos$ci od
allelu GIn27.(+) wystgpowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono $rednie
warto$ci +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna.

Analizujac kolejny parametr spirometryczny - MEF50 zaobserwowano, ze Srednie wartosci
dla kobiet posiadajacych allel GIn27 wynosity 79,95%+30,46, a dla kobiet bez allelu GIn27-
63,61%=+26,74 (p=0,017). Wartosci srednie tego parametru wynosilty dla mezczyzn
posiadajacych allel GIn27 i bez allelu GIn27 odpowiednio 63,87%=+24,51 1 78,51%+27,88
(p=0,05). Wyniki przedstawiono na rycinie 13.
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Ryc. 13. Poréwnanie $rednich wartosci MEF50 u kobiet i u m¢zczyzn w zaleznos$ci od
allelu GIn27. (+) wystgpowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono warto$ci
srednie +£SD, p - istotnos¢ statystyczna.
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Stwierdzono ponadto, ze obecno$¢ allelu Glu27 u kobiet zwigzana byla z nizszymi
warto$ciami wybranych parametréw spirometrycznych: FEV1/VC, MEF25, MEF50.
Srednie wartosci FEV1, VC, FVCEx oraz PEF nie roznily si¢ u pod wzgledem allelu Glu27.
Srednie wartosci FEV1/VC wynosily 87,02%+11,02 dla kobiet posiadajacych allel Glu27 i
byly nizsze (p=0,044) od S$rednich warto$ci wynoszacych 94,70%=+13,85 dla kobiet bez
allelu Glu27 (p=0,044). Wyniki przedstawiono na rycinie 14.
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Ryc. 14. Porownanie §rednich wartosci FEV1/VC u kobiet i u mezczyzn w zaleznosci  od
allelu Glu27.(+) wystgpowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono wartosci
srednie +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczng, NS - brak istotno$ci
statystycznej

Srednie wartosci MEF25 wynosity odpowiednio 49,77%+20,41 dla kobiet z allelem Glu27
169,36%=+31,72 dla kobiet bez allelu Glu27 (p=0,005), przedstawiono je na ryc.15.
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Ryec. 15. Porownanie §rednich wartosci MEF25 u kobiet i u mezczyzn w zaleznos$ci od
allelu Glu27.(+) wystepowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono wartosci $rednie
+odchylenie standardowe, p - istotnos¢ statystyczng, NS - brak istotnosci statystycznej

61



Podobnie, $rednie wartosci MEF50 wynosity odpowiednio 58,24%+23,13 dla kobiet z
allelem Glu27 1 72,25%+29,82 dla kobiet bez allelu Glu27 (p=0,05). Poréwnanie $rednich

przedstawia rycina 16.
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Ryc. 16. Porownanie §rednich wartosci MEF50 u kobiet i u mezczyzn w zaleznos$ci od
allelu  Glu27.(+) wystgpowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono warto$ci
srednie +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczng, NS - brak istotno$ci
statystycznej

W grupie me¢zczyzn nie zaobserwowano roznic w $rednich wartosciach parametrow
spirometrycznych w zalezno$ci od wystepowania allelu Glu27. Nie stwierdzono takze r6znic
w wartosciach parametrow funkcji ptuc dla alleli Argl6 i Glyl6 u kobiet imgzczyzn.
Pozostate wyniki przedstawiono w tabelach 27-30.

Uwzgledniajac podziat na podgrupy badanych nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zwigzkéw pomiegdzy wystapieniem pojedynczego allelu a jakakolwiek z analizowanych

wartos$ci spirometrycznych. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabelach 31-34.

Nie zabserwowano réwniez zwigzkéw pojedynczego allelu z badanymi parametrami funkcji

pluc w podgrupie chorych na astme oskrzelowg (grupa I+11).
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Tabela 27. Porownanie $rednich warto$ci parametréw spirometrycznych w zalezno$ci od obecnosci allelu Argl6 w podgrupach chorych
na astm¢ oskrzelowa, astme z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa i alergiczny niezyt nosa z uwzglednieniem podziatu na pte¢.
(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci

Argl6
Parametr N Grupa chorych(I+II+I1I) Kobiety Mgzczyzni
spirometryczny n x£SD p n x£SD P n x+SD p
Argl6 (-) 58 89,45 +21,35 25 86,78 £22,01 33 91,47 £20,95
FEV1% NS NS NS
Argl6 (+) 84 87,01 £19,00 52 87,54 18,67 32 86,16 £19,81
Argl6 (-) 58 98,54 +£15,70 25 94,54 £16,55 33 101,57 £14,55
VC NS NS NS
Argl6 (+) 84 96,41 £13,85 52 97,59 £14,72 32 94,50 £12,29
Argl6 (-) 58 90,32 +13,70 25 92,68 £14,19 33 88,54 £13,26
FEV1%/VC NS NS NS
Argl6 (+) 84 91,74 £14,23 52 93,31 £13,45 32 89,19 +£15,28
Argl6 (-) 58 73,56 £33,25 25 71,12 £36,36 33 75,41 £31,15
MEF25 0,08 NS NS
Argl6 (+) 84 64,53 £26,07 52 62,48 +27.47 32 67,86 +23,66
Argl6 (-) 58 75,19 £32,21 25 73,17 £35.,36 33 76,72 £30,08
MEF50 NS NS NS
Argl6 (+) 84 69,44 £25 37 52 67,50 £25,55 32 72,59 £25,15
Argl6 (-) 58 96,22 £15,27 25 94,57 £16,13 33 100,76 £15,01
FVCEx NS NS NS
Argl6 (+) 84 98,09 £15,67 52 97,19 £15,50 32 94,66 +14,99
Argl6 (-) 58 94,05 £21,56 25 95,55 £27,40 33 99,99 +23,92
PEF NS NS NS
Argl6 (+) 84 98,07 £25,34 52 90,82 £19,10 32 99,30 +24,47
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Tabela 28. Poréwnanie srednich warto$ci wybranych parametréw spirometrycznych w zaleznosci od obecnosci allelu Glyl6 w grupie
chorych na astme oskrzelowa, astme z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa i alergiczny niezyt nosa z uwzglednieniem podziatu na

plec.
(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci
Glyl6
. Grupa chorych (I+II+111) Kobiety Megzczyzni
Parametr spirometryczny Allel N SD o 0 SD P 0 2SD o
- + + +
FEV1% Gly16 (-) 10 84,98 £27,39 NS 6 90,82 +30,33 NS 4 76,22 £23,40 NS
Glyl6 (+) 132 88,23 £19,40 71 86,99 £18,80 61 89,68 £20,14
- + + +
Ve Gly16 (-) 10 94,78 £21,87 NS 6 96,34 £27,46 NS 4 92,45 +12,92 NS
Glyl16 (+) 132 97,47 £14,02 71 96,62 14,15 61 98,46 £13,93
- + + +
FEV1%/VC Gly16 (-) 10 89,61 £13,88 NS 6 96,03 £8,38 NS 4 79,97 £15,97 NS
Glyl6 (+) 132 91,28 14,04 71 92,86 £13,97 61 89,44 £14,00
- + + +
MEF25 Gly16 (-) 10 62,99 £21,81 NS 6 63,72 £25,32 NS 4 61,89 +18.,86 NS
Glyl16 (+) 132 68,62 +29,97 71 65,42 +21,23 61 72,33 £28,24
- + + +
MEF50 Gly16 (-) 10 70,50 £26,00 NS 6 72,84 £33,10 NS 4 66,99 £13,23 NS
Glyl6 (+) 132 71,89 +28,66 71 69,05 +28,86 61 75,19 +28,30
- + + +
FVCEx Gly16 (-) 10 97,13 £14,88 NS 6 96,97 £28,00 NS 4 92,15 +12,28 NS
Glyl16 (+) 132 95,04 £22,18 71 96,28 £14,49 61 98,12 £15,38
- + + +
PEF Gly16 (-) 10 95,84 £22.90 NS 6 95,45 £33,62 NS 4 91,23 +15,80 NS
Glyl16 (+) 132 93,76 £26,75 71 92,09 £21,15 61 100,20 +24,44
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Tabela 29. Porownanie $rednich wartosci wybranych parametrow spirometrycznych w zalezno$ci od obecnosci allelu GIn27 w grupie
chorych na astme oskrzelowa, astm¢ z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa i alergiczny niezyt nosa z uwzglednieniem podziatu na
plec.

(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci

GIln27

.Parametr Allel Grupa chorych (I+II+I1I) Kobiety Mgzczyzni

Spirometryczny n x£SD p n x£SD P n x£SD p
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Tabela 30. Poréwnanie srednich warto$ci wybranych parametréw spirometrycznych w zaleznosci od obecnosci allelu Glu27 w grupie
chorych na astme oskrzelowa, astme z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa i alergiczny niezyt nosa z uwzglednieniem podziatu na
plec.

(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci

Glu27
Parametr Allel Grupa chorych (I+II+I1T) Kobiety Mgzczyzni
. e

spirometryczny N x+SD p N x+SD p n x+SD p
Glu27 (-) 103 88,61 +20,05 61 89,11 £20,30 42 87,88 £19,89

FEV1% NS NS NS
Glu27 (+) 39 86,40 £19,90 16 80,33 +15,73 23 90,62 £21,67
Glu27 (-) 103 97,14 £14,48 61 97,15 £15,47 42 97,12 £13,10

VvC NS NS NS
Glu27 (+) 39 97,66 £15,17 16 94,50 £14,93 23 99,85 £15,26
Glu27 (-) 103 92,20 £14,68 61 94,70 £13,85 42 88,58 £15,25

FEV1%/VC NS 0,044 NS
Glu27 (+) 39 88,41 £11,69 16 87,02 £11,02 23 89,37 £12,29
Glu27 (-) 103 69,81 +29,35 61 69,36 +31,72 42 70,47 £25,88

MEF25 NS 0,005 NS
Glu27 (+) 39 64,01 £29,66 16 49,77 £20,41 23 73,92 £31,39
Glu27 (-) 103 72,77 £28,32 61 72,25 £29,82 42 73,53 £26,32

MEF50 NS 0,05 NS
Glu27 (+) 39 69,18 £28,82 16 58,24 £23,13 23 76,79 £30,36
Glu27 (-) 103 96,67 £15,49 61 96,83 £16,28 42 96,51 £14,45

FVCEx NS NS NS
Glu27 (+) 39 97,75 £15,36 16 94,47 £13,26 23 100,4 £16,57
Glu27 (-) 103 96,00 £23,60 61 92,81 £22,81 42 100,64 +£24,23

PEF NS NS NS
Glu27 (+) 39 94,88 £22.31 16 90,64 +19,55 23 97,84 £24,01
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Tabela 31. Parametry spirometryczne w badanych podgrupach w zaleznosci od wystgpowania allelu Argl6.

(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe, p - poziom

istotnosci.

Argl6
Parametr spirometryczny Allel Grupa | Grupa II Grupa 111 Grupa IV
n x£SD n X+SD n x£SD n x£SD
FEV1% Argl6 (-) 14 76,52 +£29,21 27 88,05 £17,15 17 102,31 £11,30 24 98,61 +£9,70
Argl6 (+) 32 80,82 £17,09 31 84,75 +£21,83 21 99,79 +£9,52 38 102,10 £11,29
VvC Argl6 (-) 14 90,35 +20,76 27 99,91 £13,50 17 103,12 £12,16 24 100,96 +11,18
Argl6 (+) 32 94,39 +13,18 31 92,62 22,01 21 100,59 +10,87 38 103,14 +12,49
FEV1/VC Argl6 (-) 14 83,71 £15,22 27 87,69 £12,02 17 99,95 +9,89 24 98,81 £8,97
Argl6 (+) 32 88,24 £15,06 31 89,33 £14,37 21 100,63 £8,19 38 100,30 +6,41
MEF25 Argl6 (-) 14 56,39 £29,03 27 65,42 £27,13 17 100,63 +£30,16 24 91,16 £19,64
Argl6 (+) 32 52,89 +£19,39 31 58,55 423,40 21 91,10 £20,08 38 94,01 £18,60
MEF50 Argl6 (-) 14 54,97 +33,94 27 68,28 £22,06 17 102,81 +£26,84 24 94,19 £20,84
Argl6 (+) 32 59,23 +23,14 31 64,95 +24,85 21 129,71 174,62 38 103,41 +£19,08
FVCEx Argl6 (-) 14 90,21 +21,59 27 99,09 £13,68 17 102,98 +10,53 24 101,05 £10,81
Argl6 (+) 32 93,66 +13,18 31 94,75 +18,87 21 102,32 +£10,56 38 102,47 £10,95
PEF Argl6 (-) 14 82,67 £28,44 27 96,51 £24,49 17 113,25 +£14,16 24 117,17 £14,82
Argl6 (+) 32 86,85 +£18,49 31 88,06 £20,55 21 113,88 £14,65 38 119,48 +£19,05

67




Tabela 32. Parametry spirometryczne w badanych podgrupach w zaleznosci od wystepowania allelu Gly16.
(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom

istotnosci.
Glyl6
Parametr Allel Grupa I Grupa II Grupa 111 Grupa IV
spirometryczny n x£SD n x£SD n x£SD n x£SD
FEV1% Glyl6 (-) 3 85,70 £36,32 5 75,83 +25,08 2 106,76 1 106,02
Glyl16 (+) 43 79,08 +20,45 53 87,27 £19,11 36 100,59 +10,16 61 100,66 +10,83
VC Glyl16 (-) 3 100,69 £21,24 5 84,80 £23,15 2 110,89 1 113,01
Glyl16 (+) 43 92,63 +£17,48 53 97,07 +18,19 36 10,21 £11,31 61 102,12 £11,98
FEV1/VC Glyl16 (-) 3 84,15 £24,07 5 90,14 £9,11 2 96,48 1 94,41
Glyl16 (+) 43 87,05 £14,68 53 88,42 +13,62 36 100,54 +8,98 61 99,81 +£7,50
MEF25 Glyl16 (-) 3 73,89 £8,75 5 46,87 £18,07 2 86,92 1 99,72
Gly16 (+) 43 52,56 £22,52 53 63,15 +25,47 36 95,83 £25,81 61 92,80 £19,04
MEF50 Glyl6 (-) 3 84,62 +£20,43 5 53,21 +22,19 2 92,54 1 108,79
Glyl16 (+) 43 56,08 £26,11 53 67,75 +23,37 36 119,07 +£133,80 61 999,70 £20,26
FVCEx Glyl6 (-) 3 99,58 +£20,79 5 86,76 £25,55 2 108,94 1 105,62
Glyl16 (+) 43 92,12 £15,84 53 97,71 £15,60 36 102,26 +10,37 61 101,86 10,91
PEV Glyl6 (-) 3 93,22 +20,37 5 83,67 +30,21 2 119,79 1 135,66
Glyl16 (+) 43 85,04 £21,97 53 92,77 £22,04 36 113,26 +14,47 61 118,31 17,45
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Tabela 33. Parametry spirometryczne w badanych podgrupach w zaleznosci od wystepowania allelu Gln27.

(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom

istotnosci.

Gin27
Parametr spirometryczny Allel Grupa | Grupa I1 Grupa IIT Grupa IV
n x£SD n x£SD n x£SD n x£SD

FEV1% GIn27 (-) 32 77,07 £21,42 41 88,41 +£18,60 25 101,64 £9,88 40 100,15 £10,15
GIn27 (+) 14 85,09 £20,53 17 81,17 £21,84 13 99,52 11,31 22 101,83 £11,96
vC GIn27 (-) 32 90,98 +15,96 41 96,26 £19,21 25 103,13 £10,21 40 101,27 £11,13
GIn27 (+) 14 98,14 £14,55 17 95,42 +£18,16 13 99,03 £13,38 22 104,16 £13,41

FEV1/VC GIn27 (-) 32 86,15 15,12 41 89,66 £12,20 25 98,49 +8,24 40 100,06 +6,59

GIn27 (+) 14 88,45 £15,44 17 85,91 £15,54 13 103,87 £9,29 22 99,11 £8,99

MEF25 GIn27 (-) 32 50,99 +24,34 41 64,61 £25,89 25 92,72 £20,11 40 93,33 £17,74
GIn27 (+) 14 60,72 £15,29 17 54,85 £22,75 13 100,45 £33,24 22 92,15 421,28

MEF50 GIn27 (-) 32 53,43 +25,81 41 68,65 £23,12 25 96,99 +18,54 40 98,67 £18,95
GIn27 (+) 14 68,23 £26,26 17 64,32 £24,11 13 157,47 £221,53 22 101,98 £22.42
FVCEx GIn27 (-) 32 90,61 +15,32 41 98,09 +£14,20 25 104,32 £9,32 40 101,05 £10,52
GIn27 (+) 14 97,18 £14,91 17 93,59 +£21,66 13 99,34 +11,95 22 103,49 £11,45
PEV GIn27 (-) 32 81,35 +19,96 41 93,40 £22.41 25 113,17 £13,70 40 116,41 £19,68
GIn27 (+) 14 95,24 £23,30 17 88,59 £23,61 13 114,44 £15,77 22 122,56 £11,88
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Tabela 34. Parametry spirometryczne w badanych podgrupach w zaleznosci od wystepowania allelu Glu27.

(+) oznacza obecnos¢ allelu, (-)-oznacza brak allelu, n - liczba badanych, x-warto$¢ srednia + odchylenie standardowe, p - poziom

istotnosci.
Glu27
Parametr Allel Grupa | Grupa II Grupa 111 Grupa IV
spirometryczny n x£SD n x£SD n x£SD N x+SD
FEV1% Glu27 (-) 36 80,44 +20,67 39 86,62 +20,48 28 101,90 +9,80 50 101,87 £10,74
Glu27 (+) 10 76,15 +£24,13 19 85,61 +18,48 10 98,16 £11,63 12 96,07 £9,93
vC Glu27 (-) 36 93,03 +14,54 39 95,48 £21,25 28 101,35 £10,65 50 103,61 £11,92
Glu27 (+) 10 93,63 +20,39 19 97,09 +12,59 10 102,76 £13,81 12 96,83 +10,94
FEV1/VC Glu27 (-) 36 88,37 £15,72 39 88,58 14,22 28 102,18 £8,17 50 99,68 £7,96
Glu27 (+) 10 81,43 +11,59 19 88,54 +11,32 10 95,13 £9,08 12 99,92 +5,20
MEF25 Glu27 (-) 36 54,24 £20,95 39 63,74 £24,43 28 98,29 £25,05 50 93,90 +£19,96
Glu27 (+) 10 52,91 £28,59 19 57,68 +26,97 10 87,16 £25,01 12 88,79 £14,21
MEF50 Glu27 (-) 36 59,31 £26,51 39 67,54 £23,14 28 125,94 £151,12 50 101,44 £20,45
Glu27 (+) 10 52,98 +27,59 19 64,35 £24,56 10 95,55 £21,95 12 93,17 £17,97
FVCEx Glu27 (-) 36 92,70 £15,21 39 96,19 +17,86 28 102,54 £10,02 50 102,96 +£10,64
Glu27 (+) 10 92,30 £19,63 19 97,95 +14,24 10 102,82 £12,00 12 97,56 +10,96
PEV Glu27 (-) 36 87,02 +£23,77 39 90,68 +21,26 28 114,98 £14,63 50 119,85 £17,85
Glu27 (+) 10 80,37 +11,35 19 94,69 +25,72 10 109,76 £13,02 12 113,33 £15,16
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IV.3.2. Poréwnanie wynikow badan czynnosciowych ukladu oddechowego w
zaleznosci od diplotypu

Poréwnujac warto$ci parametrow spirometrycznych w zalezno$ci od wystepujacego
diplotypu: Argl6/GIn27, Argl6/Glu27, Gly16/GIn27, Gly16/Glu27 nie stwierdzono r6znic
pomigdzy srednimi wartosciami FEV1, VC, FEV1/VC, MEF25, MEF50, FVCEx, PEF w
catej grupie chorych (I+II+I1I).

Dopiero po podziale wzglgdem pici stwierdzono statystycznie istotne roéznice pomiedzy
srednimi warto$ciami FEV1, MEF25 1 MEF50 a wystepowaniem diplotypu Gly16/Glu27
zaré6wno u mezczyzn jak i u kobiet. Ponadto u kobiet zaobserwowano réznice w §rednich
wartosciach FEV1/VC, PEF ale nie VC 1 FVCEx.

Srednie wartosci FEV1 u kobiet posiadajacych diplotyp Glyl6/Glu27 wynosily
82,97%=+19,52 1 byly nizsze (p=0,012) od $rednich wartosci FEV1 u kobiet bez diplotypu
Glyl16/Glu27, ktére wynosity 94,44%+18,05. Dla mezczyzn posiadajacych diplotyp
Gly16/Glu27 $rednie warto$ci FEV1 wynosity 92,19%+19,40 i byly wyzsze (p=0,026) od
srednich warto$§ci FEV1 u megzczyzn bez diplotypu Glyl16/Glu27, ktére wynosity
79,44%+20,82. Wyniki przedstawiono na rycinie 17.
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Ryc. 17. Poréwnanie $rednich wartosci FEV1 u kobiet i u mgzczyzn w zaleznosci od
diplotypu Gly16/Glu27.(+) wystepuje diplotyp, (-) brak diplotypu, przedstawiono $rednie
wartosci +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna.
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Srednie wartoéci FEV1/VC przedstawialy si¢ nastgpujaco: u kobiet z diplotypem
Gly16/Glu27 byty nizsze (p=0,028) i wynosity 90,47%+14,41, au kobiet bez tego diplotypu-
97,46%+11,06, natomiast u mezczyzn nie zaobserwowano roznic miedzy $rednimi

wartosciami FEV1/VC. Wyniki przedstawiono na rycinie 18.
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Ryec. 18. Poréwnanie $rednich wartosci FEV1/VC u kobieti u mezczyzn w zalezno$ci od
diplotypu Gly16/Glu27. (+) wystepowanie diplotypu, (-) brak diplotypu, przedstawiono
srednie wartosci +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna.

Podobnie $rednie wartosci MEF25 u kobiet posiadajacych diplotyp Gly16/Glu27 wynosity
57,56%=+26,39 byly wiec znaczaco nizsze (p=0,004) w poréwnaniu do $rednich warto$ci
MEF25 u kobiet bez tego diplotypu wynoszacych 78,08%+33,34. Zaobserwowano roOwniez
roéznice w srednich wartosciach MEF25, u me¢zczyzn posiadajacych diplotyp Gly16/Glu27
byly one wyzsze (p=0,016) i wynosity 76,56%+28,40, w poréwnaniu do wartosci MEF25 u
mezezyzn bez diplotypu Gly16/Glu27, wynoszacych 57,95%+21,01. Wyniki przedstawiono

na rycinie 19.
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Ryc. 19. Porownanie $rednich wartosci MEF25 u kobiet 1 u m¢zczyzn w zalezno$ci od
diplotypu Gly16/Glu27. (+) wystepowanie diplotypu, (-) brak diplotypu, przedstawiono
Srednie wartos$ci +odchylenie standardowe, p - istotno$¢ statystyczna.
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Stwierdzono takze znaczne roéznice w $rednich wartosciach MEF50 (p=0,006), ktoére dla
kobiet z diplotypem Gly16/Glu27 wynosity 62,40%+26,53 w porownaniu do S$rednich
warto$ci u kobiet bez tego diplotypu, wynoszacych 80,83%+29,66.

Srednie wartosci MEF50 dla mezczyzn posiadajacych diplotyp Gly16/Glu27 wynosity
78,51%=+27,88 1 byly statystycznie wyzsze (p=0,05) w poréwnaniu do §rednich wartosci u
me¢zezyzn bez tego diplotypu, wynoszacych 53,87%+24,51 (rycina 20).
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Ryc. 20. Poréwnanie $rednich wartosci MEF50 u kobiet i u m¢zczyzn w zaleznos$ci od

obecnosci diplotypu Glyl6/Glu27.(+) wystepouje diplotyp, (-) brak diplotypu,
przedstawiono $rednie wartos$ci =odchylenie standardowe, p - istotnos¢ statystyczna.
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Zaobserwowano ponadto, ze Srednie wartosci PEF dla kobiet posiadajacych diplotyp
Gly16/Glu27 wynosity 62,40%+88,53 i1 byly znaczaco nizsze (p=0,049) od s$rednich
warto$ci PEF u kobiet bez tego diplotypu, wynoszacych 80,83%+98,70.

Nie zaobserwowano podobnych réznic u m¢zczyzn. Powyzsze wyniki przedstawia rycina21.

Pozostate wyniki zebrano w tabelach 35-38.
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Ryc. 21. Poréwnanie $rednich wartosci PEF u kobiet i u m¢zczyzn w zaleznosci od
obecnosci diplotypu Gly16/Glu27. (+) wystepuje diplotyp, (-) brak diplotypu, przedstawiono
srednie warto$ci +odchylenie standardowe, p - istotnos$¢ statystyczna.
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Tabela 35. Parametry spirometryczne w grupie badanej w zalezno$ci od wystgpowania diplotypu Argl6/Gln27

(+) oznacza obecnos¢ diplotypu, (-) brak diplotypu, n - liczba badanych, x-warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnos$ci.

Argl6/Gin27
Parametr Diblot Grupa chorych (I+II+I1I) Kobiety Mezczyzni
spirometryczny plotyp n x£SD p n x£SD p n x£SD p
Argl6/GIn27 (-) | 66 88,29 £20,67 31 84,96 £20,37 35 91,23 £20,77
o
FEVI% Argl6/GIn27 (+) | 76 87,76 £19,46 NS 46 88,86 £19,26 NS 30 86,08 £19,97 NS
Argl6/GIn27 (-) | 66 98,55 +14,85 31 95,41 £15,08 35 101,33 +£14,29
ve Argl6/GIn27 (+) | 76 96,18 £14,42 NS 46 97,41 £15,55 NS 30 94,31 +12,51 0,041
Argl6/GIn27 (-) | 66 89,48 +£13,43 31 90,51 £13,93 35 88,57 £13,11
o,
FEVI%/VC Argl6/GIn27 (+) | 76 92,62 +14,37 NS 46 94,85 £13,25 NS 30 89,20 £15,56 NS
Argl6/GIn27 (-) | 66 70,20 +£33,50 31 65,28 +£35,42 35 74,56 £31,57
MEF25 Argl6/GIn27 (+) | 76 66,50 £25,51 NS 46 65,29 £27,42 NS 30 68,35 +£22,59 NS
Argl6/GIn27 (-) | 66 72,71 £32,22 31 68,79 +£34,50 35 76,18 £30,12
MEF30 Argl6/GIn27 (+) | 76 70,98 +£24,80 NS 46 69,72 £25,00 NS 30 72,93 £24,79 NS
Argl6/GIn27 (-) | 66 98,08 £14,79 31 94,94 +£14,51 35 100,87 £14,67
FVCEx Argl6/GIn27 (+) | 76 69,03 £15,96 NS 46 97,28 £16,47 NS 30 94,12 £15,23 0,074
PEF Argl6/GIn27 (-) | 66 96,17 £24,42 NS 31 92,46 £25,47 NS 35 99,45 +£23,32 NS
Argl6/GIn27 (+) | 76 95,29+ 2221 46 92,29+19,75 30 99,88 £25,18
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Tabela 36. Parametry spirometryczne w grupie badanej w zaleznosci od wystepowania diplotypu Argl6/Glu27.
(+) oznacza obecnos$¢ diplotypu, (-) brak diplotypu, n - liczba badanych, x-warto$¢ $rednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci.

Argl6/Glu27
Parametr Divlot Grupa chorych (I+II+111) Kobiety Megzczyzni
. iplo
spirometryczny plotyp n x£SD p n x£=SD p N x£SD P
Argl6/Glu27 (-) | 92 87,67 £21,08 45 | 88,24+20,31 47 87,12 £22,00
FEV1% NS NS NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 88,62 £17,90 32 | 85,95+18,98 18 93,37 +15,14
Argl6/Glu27 (-) | 92 97,26 £15,76 45 | 96,40 £16,75 47 98,09 +14,89
VC% NS NS NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 97,32 £12,39 32 | 96,89 +13,24 18 98,09 £11,0
Argl6/Glu27 (-) | 92 90,45 £14,52 45 | 93,86+12,95 47 87,18 £15,31
FEV1%/VC NS NS 0,064
Argl6/Glu27 (+) | 50 92,47 £12,98 32 | 92,03 +14,63 18 93,25+9,71
Argl6/Glu27 (-) | 92 70,54 £31,18 45 | 71,02 +32,89 47 70,07 £29,80
MEF25 NS 0,05 NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 63,95 +£25,70 32 | 57,23 £25,61 18 75,92 £21,72
Argl6/Glu27 (-) | 92 72,82 £29,65 45 | 73,06 +£30,56 47 72,60 £29,08
MEF50 NS NS NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 69,88 £26,11 32 | 64,12+26,19 18 80,13 £23,27
Argl6/Glu27 (-) | 92 96,56 £16,45 45 | 95,95+16,82 47 97,15 £16,24
FVCEx NS NS NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 97,76 £13,41 32 | 96,88 +£14,09 18 99,33 £12,33
Argl6/Glu27 (-) | 92 96,88 £24,68 45 | 95,45+ 24,06 47 98,26+ 25,46
PEF NS NS NS
Argl6/Glu27 (+) | 50 93,51 £20,17 32 | 88,01+ 18,41 18 103,28+ 19,92
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Tabela 37.Parametry spirometryczne w grupie badanej w zaleznos$ci od wystepowania diplotypu Gly16/GIn27.

(+) oznacza obecnos¢ diplotypu, (-) brak diplotypu, n - liczba badanych, x-warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnos$ci.

Gly16/Gin27
Parametr Diblot Grupa chorych (I+II+I1T) Kobiety Mezczyzni
spirometryczny 'plotyp n x£SD p n x£SD P n x£SD p
Gly16/GIn27 (-) 49 86,11 £21,32 22 83,19 £20,46 27 88,49 +£22,09
o
FEVI% Gly16/GIn27 (+) 93 89,00 £19,25 NS 55 88,93 £19,30 NS 38 89,11 +19,44 NS
Ve Gly16/GIn27 (-) 49 97,07 £16,53 NS 22 95,00 +18,42 NS 27 98,76 +14,95 NS
Gly16/GIn27 (+) 93 97,39 +13,60 55 97,24 £14,00 38 97,62 +£13,19
Gly16/GIn27 (-) 49 88,65 +£12,03 22 89,48 £10,97 27 87,98 £12,99
o
FEVI%/VC Gly16/GIn27 (+) 93 92,48 +14,80 NS 55 94,55 +14,36 NS 38 89,48 £15,11 NS
Gly16/GIn27 (-) 49 63,81 £28,03 22 53,58 £22,15 27 72,14 £29,90
MEF25 Gly16/GIn27 (+) 93 70,54 £30,05 NS 55 69,97 +32,48 0,014 38 71,37 £26,54 NS
Gly16/GIn27 (-) 49 69,45 £28,01 22 62,22 £26,22 27 75,34 £28,51
MEF30 Gly16/GIn27 (+) 93 73,02 £28,67 NS 55 72,19 £29,77 NS 38 74,22 £27,35 NS
Gly16/GIn27 (-) 49 97,20 +16,74 22 95,15 +17,71 27 98,87 £16,06
FVCEx Gly16/GIn27 (+) 93 96,87 £14,75 NS 55 96,81 +14,90 NS 38 96,97 £14,73 NS
- + + +
PEF Gly16/GIn27 (-) 49 94,65 £22,98 NS 22 31,95 £23,39 NS 27 96,86 £22.86 NS
Gly16/GIn27 (+) 93 96,24 £23,39 55 92,52 +21,74 38 101,63 £24,90




Tabela 38. Parametry spirometryczne w grupie badanej w zaleznos$ci od wystepowania diplotypu Gly16/Glu27.

(+) oznacza obecnos¢ diplotypu, (-) brak diplotypu, n - liczba badanych, x-warto$¢ §rednia + odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci.

Gly16/Glu27
Parametr Diblot Grupa chorych (I+II+I1I) Kobiety Mgzczyzni
spirometryczny plotyp n x+SD p n x+SD P n x£SD p
Gly16/Glu27 (-) 46 88,90 +£20,26 29 94,44 £18,05 17 79,44 £20,82
0 NS 0,012 0,026
FEVI% Gly16/Glu27 (+) 96 87,58 £19,91 48 82,97 £19,52 ’ 48 92,19 £19,40 ’
- + + +
Ve Gly16/Glu27 (-) 46 98,14 £15,60 NS 29 101,01 £16,13 0.06 17 93,25 +13,74 NS
Gly16/Glu27 (+) 96 96,87 £14,19 48 93,94 +£14,29 48 99,80 £13,62
Gly16/Glu27 (-) 46 92,39 £15,47 29 97,46 £11,06 17 83,74 £18,25
o
FEVI%/VE Gly16/Glu27 (+) 96 90,57 £13,26 NS 48 90,47 +14,41 0,028 48 90,67 £12,15 NS
Gly16/Glu27 (-) 46 70,64 £30,74 29 78,08 +33,34 17 57,95 £21,01
4 1
MEF25 Gly16/Glu27 (+) 96 67,06 £28,89 NS 48 57,56 +26,39 0,00 48 76,56 +28.,40 0,016
Gly16/Glu27 (-) 46 74,56 +28.80 29 80,83 +29,66 17 53,87 £24,51
NS 0,006 0,05
MEFS0 Gly16/Glu27 (+) 96 70,46 £28,25 48 62,40 £26,53 ’ 48 78,51 £27,88 ’
Gly16/Glu27 (-) 46 97,19 £16,98 29 80,83 +100,33 17 91,83 +£16,42
FVCEx Gly16/Glu27 (+) 96 96,89 +£14,69 NS 48 62,40 £93,92 NS 48 99,85 +14,34 0,061
Gly16/Glu27 (-) 46 98,76 +23,55 29 80,83 +98,70 17 98,86 £29.,43
4
PEF Gly16/Glu27 (+) 96 94,23 £22 .98 NS 48 62,40 +88,53 0,049 48 99,93 £22,12 NS
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IV.3.3. Badanie zwiazku wystgpowania polimorfizméw Argl6Gly i GIn27Glu z
reakcja oskrzeli na kréotkodziatajacy lek Bo-adrenergiczny

Analiza obejmowata 102 chorych, u ktérych wyjsciowe warto$ci parametrow
spirometrycznych wynosity ponizej 80% wartosci naleznej. Badang grupe podzielono ze
wzgledu na wystepowanie pojedynczego allelu i diplotypow polimorfizméw Argl6Gly 1
GIn27Glu i uwzgledniono podzial na ptec.

Wartosci odwracalnosci dla FEV1, FEV1/VC, FVCEx oraz PEF nie rdznily si¢ w sposob
istotny statystycznie w zalezno$ci od allelu w catej grupie oraz uwzgledniajac podziat na
pte¢ badanych.

Zaobserwowano réznice w srednich wartosciach MEF25 u badanych kobiet w zalezno$ci od
allelu Argl6. U kobiet, u ktérych wystepowat allel Argl6 zaobserwowano wyzszy stopien
odwracalnosci  oskrzeli dla  MEF25  (p=0,017) wynoszacy  129,23+243 w
poréwnaniu do wartosci obserwowanych u kobiet bez tego allelu, ktére wynosity 112,9
+25,2.

U mezczyzn, u ktorych wystepowat allel Glyl6 zaobserwowano wyzszy stopien
odwracalnosci oskrzeli dla MEF50 (p=0,001), w poréwnaniu do warto$ci obserwowanych u
mezczyzn bez tego allelu, a §rednie wartosci odwracalnos$ci wynosity odpowiednio: 135,59
+29,3 oraz 115,03 £20,7. Roéwniez u me¢zczyzn obecno$¢ allelu Glu27 zwigzana byla z
nizszymi warto$ciami odwracalnosci (p=0,04) dla FEV1/VC, natomiast wyzsze wartos$ci
MEF50 zaobserwowano u me¢zczyzn posiadajacych allel Glu27.

Srednie wartosci FEV1/VC po podaniu leku wynosity 105,72+7,6 dla mezczyzn z allelem
Glu27, a 112,56+13,4 bez allelu Glu27. Wartosci MEF50 po podaniu leku u me¢zczyzn  z
allelem Glu27 wynosity odpowiednio 147,29+41,9 a bez tego allelu 127,5+18,9.

Wyniki przedstawiono w tabelach 39-42.

Analizujac wartosci parametrow oddechowych po podaniu P2-sympatykomimetyku w
zaleznos$ci od diplotypu zaobserwowano nastepujace réznice (p=0,05): dla kobiet nie
posiadajacych diplotypu Argl6/GIn27 wartosci MEF25 byly nizsze 1 wynosity 116,23+27,
a dla kobiet posiadajacych diplotyp Argl6/GIn27 wynosity129,094+23,5. Odwrotnie, dla
mezezyzn posiadajacych diplotyp Argl6/GIn27 wartosci MEF25 byly nizsze 1 wynosily
117,8+21,1, a dla tych bez diplotypu Argl6/GIn27, warto$ci wynosity 132,22+36,9 (dane

nie prezentowane).
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Tabela 39. Por6wnanie zmian parametrow spirometrycznych po podaniu krétko dziatajacego B2-sympatykomimetyku w zaleznos$ci

od allelu Arglé6.
Argl6 (-) brak allelu, Argl6 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - warto$¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom
istotnos$ci
Argl6
Zmiana . . .
parametru N Grupa chorych Kobiety Megzczyzni
spirometrycznego ¢
(%) n x+SD P n x+SD p N x+SD p
Argl6 () 39 113,06 £16.3 21 113 £17.6 B 11520 £14.9
FEVI Argl6 (1) 63 11433 £18.6 NS =35 113,51 1202 NS =73 115,66 £15.9 NS
Argl6 () 39 107,30 £10.9 21 108,13 £12.5 B 106,51 £8,0
A Argl6 (1) 63 105,95 29,8 NS 39 107,46 £11.3 NS = 1035562 NS
Argl6 () 39 105,73 £8,8 21 103,71 £8,6 B 108,00 £8,7
FEVI%/VC Argl6 (1) 63 108.1412.7 NS 39 105,58 £11.1 NS > 112,20 £14.28 NS
Argl6 () 39 120,36 28,7 21 112,09 4252 8 129,07 30,8
MEF25 Aral6 (1) 63 126.23 £26.7 NS 7335 1292322436 | 2017 3 121,36 230,01 NS
Argl6 () 39 129,64 £32.9 21 118,65 £27.0 B 142,46 £34.4
MEF50 Argl6 (1) 63 129,01 228 NS 735 130,25 £31 NS 1272228 NS
Argl6 () 39 106,57 £8.8 21 106,84 £10.5 B 106,25 26,6
FVCEX Argl6 (1) 63 106.5 12,6 NS =35 105,99 £14.2 NS =73 107.33 19.8 NS
Argl6 () 39 114,12 £28,7 21 113,56 £25.1 B 114,76 332
PEF Argl6 (4) 63 111,56 223 NS 39 111,37 18,1 NS = 111,86 £28,3 NS
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Tabela 40. Porownanie zmian parametrow spirometrycznych po podaniu krétko dziatajacego P2-sympatykomimetyku w zalezno$ci
od allelu Gly16

Gly16 (-) brak allelu, Gly16 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ $rednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom
istotnosci.

Glyl6
Zmiana Grupa chorych Kobiety Mezczyzni
parametru Allel
spirometrycznego n x£SD P n x+SD P n x£+SD P
(%)
1y16 (- 117.82 422 4 115.38 £20.02 4 120,26 +2
FEVL Gly16 (-) 8 7824223 NS 538 £20,0 NS 0.26 27,3 NS
Glyl6 (+) 94 113,50 £17.3 56 112,49 £193 38 115414
1y16 (- 109.34 +14 4 115.39420.4 4 103.29 42.1
ve Gly16 (-) 8 0934 £14.9 NS 53920, NS 03,29 2, NS
Gly16 (+) 94 106,26 £9.7 56 107.15+10.8 38 104,95 £7.9
Gly16 (- 8 109.3 18,6 4 100.1 £4.2 4 118,49 £23 .8
FEV1%/VC yl6 &) 2 =% NS i NS ’ ’ NS
Glyl6 (+) 94 107,02 £10.7 56 105.27 £10.5 38 109.59 £10.6
Gly16 (- 8 115.18 +27.5 4 125.72 428.5 4 104.64 +25.7
MEF25 y16 () ’ ’ NS : : NS : : NS
Glyl16 (+) 94 124.74 275 56 123.36£25.7 38 126,77 £30.2
Gly16 (- 8 126,74 422.8 4 138.44 1204 4 115.03 20,7
MEF50 y16 ©) ’ ’ NS ’ ’ NS ’ ’ 0,001
Glyl16 (+) 94 129.47 £30.4 56 125,31 £30.7 38 135,59 £293
Gly16 (- 8 108.27+12.02 4 110,39 £17.5 4 106,14 +4.5
FVCEx yl6 &) NS NS NS
Gly16 (+) 94 106,38 £11.2 56 105,99 £12.7 38 106,94 £8.9
Gly16 (- 8 110,16 =145 4 111,67 +17.9 4 108,65 £12.9
PEF y ( ) b b NS b b NS b b NS
Glyl16 (+) 94 112.73£25.6 56 112.17420.9 38 113,57 31,5
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Tabela 41.Poréwnanie zmian parametréw spirometrycznych po podaniu krotko dziatajacego B2-sympatykomimetyku w zaleznos$ci

od allelu GIn27
GIn27 (-) brak allelu, GIn27 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - wartos$¢ $rednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom
istotnosci.
GIn27
Zmiana . . , -
parametru Allel Grupa chorych Kobiety Mezczyzni
spirometrycznego
(%) n x£SD n x£SD P n x£SD p
GIn27 () 63 14,18 18,8 41 114,46 21,6 27 113,75:13,8
FEVI GIn27 (+) 34 113,16 £15.5 NS 19 108.84 £12.1 NS 15 118.6417.9 NS
GIn27 () 68 10732 11,1 41 108.50 £12.1 27 105,5249.1
ve GIn27 (+) 3 104,87 8,1 NS 9 105,96 £10,5 NS 5 103,4822,9 NS
GIn27 () 68 106,6510,4 41 105,83 21,8 27 107,77 28,01
1)
FEV1%/VC GIn27 (4) 3 1083951322 NS 19 102.97 £5.6 NS 5 11525 2167 NS
GIn27 () 63 125.11 30,1 41 123.67 2287 27 127.28532.6
MEF25 GIn27 (4) 34 121,75 121.6 NS 19 123,18 £18.4 NS 15 110.95:25.8 NS
GIn27 () 68 130.84533.4 41 12723 134.4 27 136,31 2317
MEF50 GIn27 (+) 34 126084211 NS 19 123.94 119,03 NS 15 128,79 £23.7 NS
GIn27 () 68 106,86 <12 41 107.50 £14,1 27 105,898,
FVCEx GIn27 (4) 3 105,86 9.7 NS 19 103,68 £9.8 NS 5 108,6359.1 NS
GIn27 () 63 113.82227.0 41 114,59 123 4 27 112,66£34.2
PEF GIn27 (4) 34 109,95 £17.1 NS 19 106,83 11,7 NS 15 113.91221.9 NS
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Tabela 42. Por6wnanie zmian parametréw spirometrycznych po podaniu krotko dziatajacego Bo-sympatykomimetyku w zaleznosci od

allelu Glu27
Glu27 (-) brak allelu, Glu27 (+) obecnos¢ allelu, n - liczba badanych, x - warto$¢ srednia, SD - odchylenie standardowe, p - poziom istotnosci
Glu27
Zmiana Grupa chorych Kobiety Megzczyzni
parametru Allel
spirometrycznego n x£SD p n x£+SD p n x£SD p
(%)
- + + +
FEV1 Glu27 (-) 74 114,63+19,3 NS 4 113,75+21,6 NS 29 115,98+15,1 NS
Glu27 (+) 28 111,77£12,7 15 109,45+8,1 13 114,45+16,4
- + + +
Ve Glu27 (-) 74 106,25+10,3 NS 45 108,09+11,9 NS 29 103,4+6,3 NS
Glu27 (+) 28 107,16+10,1 15 106,53+11,1 13 107,949,2
Glu27 (- 74 107,86+12,6 45 104,84+11,1 29 112,56+13,4
FEV1%/VC w27 () S NS 2 NS ki 0,04
Glu27 (+) 28 105,43+7,3 15 105,19+£7,4 13 105,72+7,6
w27 (- 4 123,18+22 4 125,284+24,1 2 11 +20,2
MEF25 Glu27 (-) 7 3,18+22,6 NS 5 5,28+24, NS 9 9,93+20, NS
Glu27 (+) 28 126,13+£37,9 15 118,23+30,3 13 135,24+44.,6
w27 (- 4 12 +2 4 129,27+32,4 2 127,51
MEF50 Glu27 (-) 7 8,58+27,8 NS 5 9,27+32, NS 9 7,5+18,9 0,04
Glu27 (+) 28 131,03+35,2 15 116,94+20,6 13 147,29+41,9
Glu27 (-) 74 107,06+12,7 45 106,48+14,7 29 107,96+9,04
FVCEx NS NS NS
Glu27 (+) 28 105,12+5,6 15 105,714+4,5 13 104,43+6,9
- + =+ +
PEF Glu27 (-) 74 112,64+24,6 NS 45 113,50+23,1 NS 29 111,3+27,1 NS
Glu27 (+) 28 112,27+26,1 15 108,04+10,02 13 117,14+36,9
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IV.4. Badanie zwiazku wystepowania polimorfizméw Argl6Gly i Gln27Glu receptora
B2-adrenergicznego z catkowitym stezeniem IgE

Calkowite stgzenie IgE oraz wynik punktowych testoéw skornych swiadcza o predyspozycji
do wystgpienia chordb alergicznych. Dlatego ponizsza analiza miala na celu zbadanie
wystepowania zwigzku pomiedzy polimorfizmem Argl6Gly i GIn27Glu a sktonnos$cia do
wystgpienia alergii. Badaniem obje¢to 136 chorych u ktérych wykonano pomiar catkowitego
stezenia IgE. Stwierdzono, najwyzsze wartosci stezenia IgE w grupie chorych na astme
oskrzelowg z towarzyszacym alergicznym niezytem nosa: 671,3499,2 U/ml, w grupie
chorych na astme¢ oskrzelowg te wartosci byly najnizsze: 115+177,5 U/ml, natomiast w
grupie chorych na alergiczny niezyt nosa S$rednie wartosci IgE catkowitego wynosity
268,6+£268,6. Wartosci catkowitego IgE w poszczegdlnych podgrupach i liczebnosé

grup przedstawiono w tabeli 43.

Tabela 43. Porownanie $rednich wartosci catkowitego IgE w podgrupach chorych.
n - liczba badanych, x-warto$ci srednie, SD - odchylenie standardowe

G N IgE (U/ml)
136 X SD
I. Chorzy na astmg¢ oskrzelowa 42 115,2 177,5
II. Chorzy na astme; .oskrzelowq 1 57 6713 99.2
alergiczny niezyt nosa
III. Chorzy naneg:erlglczny niezyt 37 268.6 202.6
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W analizie stosowano logarytm dziesi¢tny IgE.

Srednie wartosci loglgE catkowitego byly najwyzsze u chorych na astme z towarzyszacym
alergicznym niezytem nosa i wynosity: 2,51+ 0,53, natomiast Srednie warto$ci logIgE

w grupie chorych na astm¢ oskrzelowa wynosity 1,66+ 0,59. Roznica ta byta istotna
statystycznie (p<0,01). W grupie chorych na alergiczny niezyt nosa $rednie wartosci nie
roznily si¢ od wartos$ci obserwowanych u chorych na astme z alergicznym niezytem nosa

1 wynosity 2,19+ 0,48. Poréwnanie przedstawiono na rycinie 22.

3,5 -
p<0,01 NS

2,5

1,5 4

loglgE

0,5 -

Astma Astma i ANN ANN

Ryc. 22. Poréwnanie wartosci srednich loglgE catkowitego w podgrupach chorych
przedstawiono wartosci §rednie=SD,p - istotnos¢ statystyczna, NS-nieistotne statystycznie.

IV.4.1. Badanie zwigzku allelu ze st¢zeniem IgE

Nie zaobserwowano roznic pomigdzy S$rednimi warto$ciami logIgE catkowitego w
zalezno$ci od wystgpowania allelu Argl6, Gly16, GIn27 i Glu27.

Srednie warto$ci log IgE dla chorych z allelem Argl6 wynosity 2,14+0,67, a dla chorych
bez tego allelu 2,18+0,67, $§rednie wartos$ci dla chorych z allelem Gly16 wynosity 2,16+0,64
a dla chorych bez tego allelu wynosity 2,14+0,69, dla pacjentéw posiadajacych allel GIn27
wynosity 2,14+0,61 natomiast dla chorych bez tego allelu 2,17+0,67. Z kolei dla chorych z
allelem Glu27 $rednie wartosci logIgE wynosity 2,24+0,71, a dla chorych bez tego allelu
2,13+0,62. Wyniki przedstawiono na rycinie 23.
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Ryc. 23. Poréwnanie $rednich wartos$ci logIgE catkowitego w zalezno$ci od allelu. (+)
oznacza wystepowanie allelu, (-) brak allelu, przedstawiono wartosci §rednie £SD, p -
istotno$¢ statystyczna.

IV.4.2. Badanie zwigzku genotypow i diplotypdéw ze stezeniem IgE.

W badanej grupie nie zaobserwowano roznic w wartosciach catkowitego stezenia IgE~ w
zaleznosci od wystepujacego genotypu polimorfizmu Argl6Gly 1 GIn27Gly.

Wartos$ci srednie loglgE w badanych grupach byty nastepujace: dla homozygot Argl6Arg:
2,15+ 0,67, dla heterozygot Argl6Gly 2,24+ 0,67, dla homozygot Gly16Gly 2,12+ 0,60. Z
kolei $rednie wartosci dla homozygot GIn27GIn wynosity 2,149+ 0,61, dla heterozygot
GIn27Glu 2,13+ 0,63, dla homozygot Glu27Glu 2,23 + 0,71. Wyniki przedstawiono

na rycinie 24.
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Ryc. 24. Poréwnanie $rednich wartosci loglgE w zalezno$ci od wystepujacego
polimorfizmu Argl6Gly (A), GIn27Glu (B).

przedstawiono wartosci $rednie loglgE+odchylenie standardowe, na osi odcietych
wystepujacy polimorfizm, NS - brak istotno$ci statystyczne;.

Analizujac diplotypy, rowniez nie zaobserwowano réznic znamiennych statystycznie

pomiedzy srednimi warto$ciami logIgE catkowitego, a wystepowaniem diplotypu.
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1V.4.3 Badanie zwigzku polimorfizméw z podwyzszonym st¢zeniem IgE

Analize przeprowadzono w grupie chorych z podwyzszonym catkowitym st¢zeniem IgE
>100U/ml, poré6wnywano ich do chorych ze stezeniem IgE <100U/ml oraz u pacjentow z
catkowitym st¢zeniem IgE>200U/ml w poroéwnaniu do chorych u ktoérych pomiary IgE

catkowitego nie przekraczaty 200.

Obserwujac rozktad wartosci podwyzszonego IgE u chorych podzielonych na grupy pod
wzgledem wystepowania allelu nie stwierdzono istotnych statystycznie zwigzkdéw pomigdzy
podwyzszonym poziomem IgE>100U/ml a wystgpieniem allelu Argl6, Glyl6, GIn27 i
Glu27, réwniez nie stwierdzono istotnych zwigzkéw pomigdzy podwyzszonym poziomem

IgE>200U/ml a obecnoscig allelu. Wyniki przedstawiono na rycinie 25.

701 NS
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OF  O® O® 6 ®
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Ryc. 25. Porownanie $rednich wartosci catkowitego IgE>100U/ml w zaleznosci od
wystepowania allelu. (+) wystepowanie allelu, (-) brak allelu, na wykresach przedstawiono
odsetek 0sob z wartoscig IgE powyzej 100 IU/ml, NS- nieistotne statystycznie.
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IV.4.4. Badanie zwigzku polimorfizméw z dodatnim wynikiem alergicznych testow
skornych

Badanie wykonano u 106 os6b z grupy chorych, u ktoérych stwierdzono dodatni wynik
punktowych testow skérnych 1 porownano do oséb z testami ujemnymi.

Nie zaobserwowano roznic w procentowych rozkladach dodatnich testow skornych w
zalezno$ci od wystepujacego allelu. Wyniki przedstawiono na rycinie 26.

Przeprowadzono rdéwniez analize wieloczynnikowa ANOVA dotyczaca wptywu
polimorfizmu Argl6Gly i GIn27Glu na dodatni wynik testéw skoérnych 1 podwyzszony
poziom IgE jako wyktadnikéw alergii. W analizie wariancji ANOVA nie stwierdzono
zalezno$ci pomiedzy genotypem a dodatnim wynikiem testow skérnych, genotypem a IgE i

interakcji pomigdzy nimi.

707 NS
60+

507
40
304
20+

Dodatnie testy skorne (%)

10

o-F=

) (+) () () () (+) () ()
Arg16 Gly16 GIn27 Glu27

Ryec. 26. Poréwnanie wystepowania dodatnich testow skornych w zaleznosci od allelu. (+)
wystepowanie allelu, (-) brak allelu; przedstawiono odsetek osdb z dodatnimi testami
skornymi, NS-brak istotno$ci statystyczne;.
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IV.5. Badanie zwigzku wystgpowania polimorfizmow Argl6Gly 1 GIn27Glu receptora

2-adrenergicznego z wybranymi parametrami klinicznymi

Przeprowadzono analiz¢ zwigzku pomigdzy wystepowaniem polimorfizmu Argl6Gly i1
GIn27Glu a nastgpujacymi parametrami klinicznymi: stopien cigzko$ci astmy, zglaszane
przez pacjenta objawy jak napadowy, suchy kaszel, duszno$¢ nocna, $wiszczacy oddech,

dodatni wywiad rodzinny w kierunku astmy oskrzelowej i alergicznego niezytu nosa.

IV.5.1. Badanie zwigzku polimorfizméw ze stopniem ci¢zko$ci astmy

Do badania zakwalifikowano chorych na astme¢ oskrzelowag stopnia lekkiego
1 umiarkowanego 1 porownano do chorych na ciezka astme. Badang grupe podzielono pod
wzgledem wystepujacego allelu.

U 60 chorych stwierdzono astme oskrzelowg umiarkowang (42,3%), u 26 sredniego stopnia
(18,3%), natomiast na astme¢ ci¢zka chorowato 150s6b (10,6%). Poréwnujac procentowy
rozktad chorych w stopniu umiarkowanym i $rednim do chorych na astme W stopniu
cigzkim, w zalezno$ci od wystepujacego allelu, nie stwierdzono istotnych réznic w
rozktadzie, tym samym nie stwierdzono aby stopien ci¢zkosci astmy okrzelowej byt
zwigzany z wystepowaniem polimorfizmu Argl6Gly 1 GIn27Glu w badanej grupie chorych.

Wyniki przedstawiono na rycinie 27.

NS
[0 Stopien astmy2-3
B Stopien astmy 4

Arg16 Gly16 GIn27 Glu27

Ryc. 27 Poréwnanie stopnia ci¢zkosci astmy oskrzelowej (2-3 oraz 4) w zaleznosci
od wystepujacego allelu.

Na osi rzgdnych przedstawiono wystepowanie allelu Argl6, Gly16, GIn27, Glu27.

Na osi odcigtych zaznaczono procentowy rozktad chorych o ré6znym stopniu ci¢zko$ci
astmy, NS-brak istotnosci statystyczne;.
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IV.5.2. Analiza zwigzku polimorfizméw z objawami choroby

Pod uwage brano nastepujace objawy zglaszane przez chorych: napadowy suchy kaszel,
$wiszczacy oddech oraz duszno$¢ wystepujaca w godzinach nocnych.

Istotny statystycznie zwigzek miedzy polimorfizmem a wystepowaniem objawdéw choroby
zaobserwowano dla polimorfizmu GIn27Glu i objawow duszno$ci w nocy.

W grupie badanej 86 0so6b zglaszalo duszno$¢ w nocy (60,6%). Porownujac $rednie w
grupie z dusznos$cig i bez duszno$ci w zalezno$ci od wystgpowania allelu, stwierdzono
znamiennie rzadsze wystepowanie dusznosci u chorych posiadajacych allel GIn27
(p=0,039), natomiast u o0sOb posiadajagcych allelu Glu27 nieznamiennie czg¢sciej
obserwowano duszno$¢ w nocy (p=0,07). Nie zaobserwowano znamiennych zwigzkéw
pomig¢dzy wystepowaniem polimorfizmu Argl6Gly a objawami duszno$ci w nocy.

Powyzszg zalezno$¢ zilustrowano na rycinie 28.

B Dusznos$¢ nocna
p=0,039 O Brak dusznosci nocnej

% p=0,070

GIn27 Glu27

Ryc. 28. Zwigzek miedzy wystepowaniem allelu GIn27 1 Glu 27 a dusznos$cig w nocy.
Na osi rzednych przedstawiono wystgpowanie allelu GIn27 1 Glu27.

Na osi odcigtych zaznaczono procentowy rozktad chorych zgtaszajacych dusznos¢ lub jej
brak, p - poziom istotnosci.

Nastepnie zbadano czy wystgpuje zwigzek pomiedzy zgtaszang przez pacjentdw duszno$cia
w nocy a genotypem polimorfizmu GIn27Glu. Zaobserwowano, ze najrzadziej te objawy
zglaszaly osoby z genotypem GIn27GIn-§rednio 31,3%, czgsciej osoby z genotypem
GIn27Glu-$rednio 43,6%, a najczesciej objawy duszno$ci w nocy zglaszaly osoby z
genotypem Glu27Glu-52,9% roznice te nie byly znamienne statystycznie (p=0,06). Wyniki

przedstawiono na rycinie 29.
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p=0,060
66 52,9

GIn27GIn GIn27Glu Glu27Glu

Ryc. 29 Wystepowanie objawow dusznosci w nocy w zaleznosci od genotypu polimorfizmu
GIn27Glu. Na osi rzednych przedstawiono wystepowanie homozygot GIn27Gln,
heterozygot GIn27Glu 1 homozygot Glu27Glu. Na osi odcigtych zaznaczono odsetek
chorych zgtaszajacych duszno$é, p - poziom istotnosci.

Zbadano réwniez wystgpowanie objawoéw dusznosci w nocy, w zalezno$ci od
wystepowania diplotypoéw. Zaobserwowano u 0s6b z diplotypem Gly16/Glu27 znamiennie
czestsze (p=0,025) wystepowanie dusznosci w nocy w poréwnaniu do o0sOb nie
posiadajacych tego diplotypu. Dla pozostatych diplotypdéw nie zaobserwowano podobnych

zwigzkoéw. Wynik analizy przedstawiono na rycinie 30.

W Dusznos¢ nocna
0 Brak dusznosci nocnej

%

p=0,025

80

60 _

40 -

20

Gly16/Glu27(-) Gly16/GIu27(+)

Ryc. 30. Wystgpowanie objawow dusznosci w nocy w zaleznosci od diplotypu
Gly16/Glu27. Na osi rzgdnych przedstawiono wystepowanie diplotypu Gly16/Glu27(+) lub
jego brak(-). Na osi odcigtych zaznaczono odsetek chorych zgtaszajacych duszno$¢, p -
poziom istotnosci.
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IV.6. Podsumowanie wynikow

Przeprowadzone badania przedstawiaja zwigzki zmienno$ci genetycznej receptora [32-

adrenergicznego z parametrami czynnos$ci uktadu oddechowego oraz objawami klinicznymi

1 calkowitym st¢zeniem IgE w surowicy, w grupie chorych na astme oskrzelowa i alergiczny

niezyt nosa.

Na podstawie przeprowadzonych badan i analiz statystycznych otrzymano nastepujace

wyniki:

L.

Czestosci genotypowe 1 alleliczne badanych polimorfizméw Argl6Gly i GIn27Glu
receptora Pz-adrenergicznego nie roéznig si¢ pomig¢dzy grupa chorych a kontrolna,
podobnie w podgrupach chorych na astme¢ oskrzelowa, astm¢ z towarzyszacym
alergicznym niezytem nosa i chorych na alergiczny niezyt nosa w poroéwnaniu do
grupy kontrolne;j.

Pomigdzy dwoma badanymi polimorfizmami stwierdzono wystepowanie sprzezenia
(linkage disequilibrium). Obraz kliniczny choroby ma zwigzek nie tylez
pojedynczym polimorfizmem co ich uktadem. Analiza haplotypdw przyczynia si¢ do
doktadniejszego poznania wzajemnego oddzialywania badanych polimorfizmow.

W grupie chorych znamiennie czgséciej wystepowal uktad Glyl16Gly-Glu27Glu oraz
diplotyp Gly16/GIn27, zalezno$¢ t¢ zaobserwowano réwniez w grupie badanych
mezczyzn, ale nie u kobiet. W grupie chorych i w grupie kontrolnej nie stwierdzono
wystepowania uktadow Argl6Arg-Glu27Glu.

Obecnos¢ allelu GIn27 w grupie kobiet zwigzana byla z wyzszymi warto§ciami
parametréw oddechowych: FEV1, FEV1/VC, MEF25, MEF50.

W grupie mezczyzn zaobserwano natomiast, ze obecnos¢ allelu GIn27 wigzata si¢  z
nizszymi wartosciami spirometrycznymi: FEV1, MEF25 i MEF50.

W grupie badanych kobiet obecnos¢ allelu Glu27 zwigzana byta z nizszymi
warto$ciami parametréw oddechowych: FEV1/VC, MEF25 i MEF 50.

Obecnos¢ diplotypu Glyl16/Glu27 zwigzana byta z nizszymi wartosciami
spirometrycznymi: FEV1, FEV1/VC, MEF25, MEF50, PEF u kobiet, natomiast u
mezezyzn obecnos$¢ tego diplotypu zwigzana byla z wyzszymi warto§ciami FEV1,

MEF25, MEF50.
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10.

11.

Zaobserwowano wyzsze wartosci MEF25 po podaniu krétkodziatajacego leku f-
adrenergicznego u kobiet posiadajacych allel Argl6 w pordwnaniu do kobiet bez tego
allelu. Jednocze$nie u kobiet wykazujacych diplotyp Argl6/GIn27 wartosci MEF25 po
podaniu leku byty wyzsze niz u kobiet bez tego diplotypu. Natomiast u mezczyzn
z diplotypem Argl6/GIn27 wartosci MEF25 byly nizsze niz u me¢zczyzn bez tego
diplotypu.

Nie stwierdzono powigzania pomiedzy polimorfizmem Argl6Gly i GIn27Glu a
catkowitym st¢zeniem IgE w surowicy, w badanej grupie chorych.

W badanej grupie polimorfizm Argl6Gly i GIn27Glu nie byl zwigzany z dodatnim
wynikiem alergicznych punktowych testoéw skornych.

Obecnos¢ diplotypu Glyl16/Glu27 zwigzana byla z czgstszym wystepowaniem
objawéw duszno$ci w nocy, natomiast obecno$¢ allelu GIn27 zwigzana byta z

rzadszym wystepowaniem tych objawow.
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V. DYSKUSJA

Choroby alergiczne, w tym astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa, stanowig istotny
problem epidemiologiczny w populacji swiatowej [12, 98], dlatego wciaz poszukuje si¢
metod ich skuteczniejszego diagnozowania i leczenia.

Astma oskrzelowa jest przewlekta choroba o charakterze zapalnym, ktorej ztozony obraz
kliniczny wynika z uwarunkowan genetycznych oraz czynnikow $rodowiskowych
wzajemnie na siebie oddziatujacych [48]. Do tego dolacza si¢ takze zmienna odpowiedz na
stosowane leczenie u poszczegdlnych pacjentéw, co jeszcze bardziej utrudnia poznanie
patomechanizmoéw tej choroby [139].

Roéznice w indywidualnej odpowiedzi na zastosowane leczenie w astmie mogg wynikaé ze
stopnia cigzkosci choroby, wieku pacjenta, wspoétistniejacych schorzen, stosowania innych
lekow, a takze niekorzystnych czynnikéw $rodowiska [139]. Uwaza si¢ ze czynniki
genetyczne w okoto 80% przyczyniaja si¢ do zmiennej odpowiedzi na leczenie u 0sob rasy
biatej [140], dlatego analiza zwigzkéw pomigdzy wystepowaniem polimorfizmu
genetycznego a fenotypem choroby ma szczegdlne znaczenie w diagnostyce i leczeniu astmy
jak réwniez innych chordb alergicznych. Postgp technologiczny w dziedzinie biologii
molekularnej umozliwil rozpowszechnienie badan dotyczacych genetycznego podloza
czestych chordb i diagnostyki choréb dziedzicznych wywotlanych pojedyncza mutacia.
Przetomowym momentem w badaniach genetycznych bylo odkrycie w 1983 przez Kary
Mullisa metody PCR, dzigki ktorej w krotkim czasie, nawet z matej iloSci materialu
genetycznego mozna przy pomocy technik takich jak RFLP czy Southern blot zlokalizowaé
wystepujacy polimorfizm. Obecnie genetyka zajmuje si¢ nie tylko lokalizacja zmian w
genotypie, ale przede wszystkim badaniem wpltywu zmienno$ci genetycznej na fenotyp.
Praca miata na celu zbadanie wptywu zmienno$ci genetycznej receptora 32-adrenergicznego
na czynno$¢ ukladu oddechowego i wybrane parametry kliniczne u chorych na astme
oskrzelowg 1 alergiczny niezyt nosa.

Metoda RFLP, po uprzedniej amplifikacji fragmentu DNA, analizowano dwa polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP) wystepujace w obregbie sekwencji kodujacej genu dla
receptora P2-adrenergicznego: polimorfizm A=>G w kodonie 46, z ktérego wynika zamiana
aminokwasow Arg=>Gly w pozycji 16 tancucha polipeptydowego oraz C=>G w kodonie 79

1 wynikajgca z tego zamiana GIn=>Glu w pozycji 27.
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Polimorfizmy te wystepuja z dos¢ duzg czgstoscig w populacji (czestos¢ wystepownia alleli
polimorficznych >0.15) [141].

Obecnie naukowcy sktaniajg si¢ do stwierdzenia, ze astma oskrzelowa i alergiczny niezyt
nosa stanowig t¢ samg jednostke chorobowa o réznej lokalizacji, traktujac je jako
,continuum zmian zapalnych toczacych si¢ w jednych drogach oddechowych” [4, 9, 36],
dlatego w pracy analizowano uzyskane wyniki wspdlnie z zaznaczeniem wystepujacych

roznic pomiedzy badanymi.

V.1. Wptyw polimorfizméw Argl6Gly i GIn27Glu na wystgpienie astmy oskrzelowej 1

alergicznego niezytu nosa

Czestos¢ wystgpowania poszczegolnych alleli byta podobna do czestosci alleli opisywanych
dla innych badanych populacji [104, 108, 113, 128, 142, 143], w tym

populacji polskiej [82, 131].

W przeprowadzonej analizie zwraca uwag¢ mniejsza niz opisywano czgstos¢ allelu Arglo6,
szczeg6lnie formy homozygotycznej Argl 6Arg, natomiast wyniki otrzymane przez Hall
1 wsp. sg podobne do otrzymanych w naszym badaniu [112]. Zbyt mata w stosunku do
oczekiwanej liczba homozygot Argl6Arg daje w efekcie czeSciowa zgodno$e z
rownowaga Hardy-Weinberga. Wyjasnieniem dla ograniczonej liczby homozygot pod
wzgledem allelu Argl6 moga by¢ réznice w rozktadach genotypow w roznych populacjach,
tak jak to podaje Santillan w przypadku populacji meksykanskiej, gdzie czestos¢ allelu
Glu27 (formy homozygotycznej Glu27Glu) byta znacznie nizsza niz w opisywanych
populacjach [118]. Mozna przyja¢ takze hipotez¢ o bardzo jednorodnej grupie chorych
zakwalifikowanych do badania.

W przeprowadzonym badaniu nie zaobserwowano zwiazkdw migdzy zadnym z badanych
polimorfizméw a wystapieniem astmy oskrzelowej lub alergicznego niezytu nosa co
pozwala wnioskowac, ze badane polimorfizmy Argl6Gly 1 GIn27Glu nie sg pierwotng
przyczyng astmy lub alergicznego niezytu nosa. Wyniki te potwierdza wigkszo$¢ autorow
[63, 86, 104, 108, 111, 112, 117, 144, 145], natomiast w kilku pracach stwierdzono
wystepowanie zaleznosci pomigdzy polimorfizmem receptora [2-adrenergicznego a
rozpoznaniem astmy oskrzelowej [118, 119, 120].

Jak wynika z wczesniejszych obserwacji polimorfizmy Argl6Gly 1 GIn27Glu receptora 32-
adrenergicznego pozostaja w nierdwnowadze sprzezen [108, 111, 117, 118, 124], otrzymane
wyniki potwierdzaja ten zwigzek: homozygoty Gly16Gly czesciej byly homozygotami w
pozycji Glu27Glu, heterozygoty Argl6Gly czesciej byly réwniez
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heterozygotami w pozycji GIn27Glu, w obu grupie chorych i1 grupie kontrolnej nie
stwierdzono wystgpowania homozygot w pozycji Argl6Arg i Glu27Glu, podobnie jak
podaja inni autorzy [118, 124, 146].

Na podstawie istniejagcych pomiedzy tymi dwoma polimorfizmami powigzan genetycznych
mozna przypuszczac¢, ze na obraz kliniczny choroby wptywa nie pojedynczy allel, ale
raczej uklad alleli na jednym chromosomie tworzacy haplotyp.

Badanie dotyczace haplotypow opierajg si¢ przede wszystkim na badaniu rodzin [109, 121,
145, 147]. Istniejg rowniez modele posredniego oznaczania haplotypow przy wykorzystaniu
technik cyfrowych [143, 148].

W pracy analizowano dipotypy opierajac si¢ na prawdopodobienstwie wystapienia uktadu
alleli z dwoch badanych polimorfizméw. Model ten nie byt dotychczas opisywany w
literaturze, chociaz podobne proby wspolnego analizowania dwoéch polimorfizméw
przedstawiaja w swoich pracach Barr [149], Santillan [118] 1 Lee [146].

Podkresli¢ nalezy rowniez, ze w prezentowanej pracy zastosowano podzial badanych pod
wzgledem pici, otrzymujac ciekawe i1 dotychczas nie opisywane wyniki. Obserwacje
wynikajace z uwzglednienia czynnika jakim jest pte¢ badanych, podajg w swoich pracach
Ulbrecht [143] i Santillan [118], natomiast D’ Amato analizowat tylko populacje m¢zczyzn
[109], a w badaniu Barr i wsp. uczestniczyty wytacznie kobiety [149].

W niniejszym badaniu zaobserwowano, czgstsze wystgpowanie astmy oskrzelowe;j i
alergicznego niezytu nosa w grupie osOb noszacych diplotyp Gly16/GIn27 (OR=1,986;
p=0,05) w porownaniu do grupy kontrolnej, podobne zwigzki zaobserwowano w grupie
mezezyzn (OR=2,309; p=0,05), natomiast u kobiet zalezno$¢ ta nie byla istotna
statystycznie.

Interesujace zwiagzki pomiedzy wystgpowaniem ,allelu Glyl6 bez allelu Glu27” a
wystepowaniem astmy u me¢zczyzn (p=0,003), ale nie u kobiet, zaobserwowat w swoich
badaniach Santillan, natomiast odwrotng zalezno$¢ migdzy astma a ,,allelem Gly16-Glu27”
zaobserwowat u kobiet ale nie u me¢zczyzn.

Jednoczesnie allele Glyl16-Glu27 wydawaty si¢ uktadem chronigcym przed wystgpieniem
astmy zarowno dla m¢zczyzn jak i dla kobiet [118]. Podobne zwigzki podaje w swojej pracy
Barr: u kobiet noszacych allele Glyl6-Glu27, ktore prowadzity siedzacy styl zycia,
zaobserwowal zwigkszone ryzyko wystapienia astmy w poréwnaniu do kobiet

prowadzacych aktywny styl zycia [149].
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V.2. Wplyw polimorfizméw Argl6Gly i GIn27Glu receptora Bz-adrenergicznego na
funkcje uktadu oddechowego.

W przedstawionej pracy poroOwnywano $rednie warto$ci parametrow oddechowych w
zalezno$ci od wystepowania alleli Argl6, Glyl6, GIn27, Glu27; genotypow Argl6Arg,
Argl6Gly, Glyl6Gly, GIn27GIn, GIn27Glu, Glu27Glu oraz diplotypéw Argl6/GIn27,
Argl6/Glu27, Gly16/GIn27, Gly16/Glu27 receptora Br-adrenergicznego.

Analizujagc wszystkich badanych zaobserwowano znamienng réznic¢ pomig¢dzy $rednimi
warto$ciami wybranych parametréw spirometrycznych w grupie kobiet w zalezno$ci od
obecnosci allelu GIn27 1 Glu27. Obecnos¢ allelu GIn27 zwigzana byta z wyzszymi Srednimi
wartosciami MEF25 1 MEF50, natomiast obecnos¢ allelu Glu27 wigzala si¢ z nizszymi
warto$ciami tych parametrow.

Przeprowadzajac analiz¢ w grupie chorych, zaobserwowano u kobiet z allelem GIn27
wyzsze wartosci FEV1, FEV1/VC, MEF25, MEF50 niz u kobiet bez tego allelu.
Zaobserwowano natomiast, ze u mezczyzn obecno$¢ allelu GIn27 wigzala si¢ z nizszymi
$rednimi warto$ciami spirometrycznymi FEV1, MEF25, MEFS50.

Obecnos¢ allelu Glu27 u kobiet wigzata si¢ z nizszymi warto§ciami parametrow FEV1/VC,
MEF25 oraz MEF50 w poréwnaniu do kobiet nieposiadajacych tego allelu.

Analizujagc zwigzek czynnos$ci uktadu oddechowego z diplotypem, potwierdzono
zroznicowanie wynikow wartosci spirometrycznych wzgledem pici. Kobiety posiadajace
diplotyp Glyl6/Glu27 wykazywaty nizsze $rednie wartosci FEV1, FEV1/VC, MEF2S5,
MEF50, PEF w poréwnaniu do kobiet nieposiadajacych tego diplotypu, co potwierdzito
wczesniejsze obserwacje dotyczace roznic w zalezno$ci od wystepowania allelu Glu27  w
niektorych parametrach oddechowych u badanych kobiet.

U mezczyzn posiadajacych diplotyp Gly16/Glu27 zaobserwowano wyzsze warto$ci FEV1,
MEF25, MEF50, w poréwnaniu do mezczyzn bez tego diplotypu.

Wyniki r6znig si¢ od opisywanych w literaturze, np. Summerhil [145] zaobserwowat wyzsze
warto$ci parametréw spirometrycznych FEV1 1 FVC u os6b dorostych posiadajacych allel
Glyl6 (najwyzsze wartosci spirometryczne zaobserwowano uhomozygot Glyl6Gly),
natomiast jego wyniki réznig si¢ od opisywanych przez Silvermana i wsp., ktorzy w
populacji dzieciecej opisujg wyzsze wartosci FEV1 1 FVC dla homozygot Argl6Arg [147].
W swoich badaniach, zar6wno Martinez [124] jak 1 Ramsay [108] nie stwierdzili zwiazku
pomigdzy wystepowaniem allelu polimorfizmu Argl6Gly i GIn27Glu a podstawowa

czynno$cig uktadu oddechowego w badaniu spirometrycznym.
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Na uwage zastuguje fakt, niewielkiej liczby prac, w ktérych zwracano uwage na zwigzek
migdzy polimorfizmem Argl6Gly i1 GIn27Glu receptora [P-adrenergicznego, a
podstawowg czynno$cig ptuc w badaniu spirometrycznym, jak réwniez nie opisywano
roznic, ktore wynikajg z podziatu badanej grupy na kobiety i m¢zczyzn.

Nalezy zada¢ pytanie, jakie zwigzki zaobserwowano pomi¢dzy polimorfizmem Argl6Gly 1
GIn27Glu receptora [2-adrenergicznego, a reakcja oskrzeli na krotkodziatajace [»-
sympatykomimetyki?

W przedstawionej pracy zaobserwowano rdznice w niektorych parametrach oddechowych
po podaniu krétkodziatajacego B2-sympatykomimetyku: u kobiet, u ktorych wystgpowat
allel Argl6 obserwowano wyzszy stopien odwracalnosci oskrzeli w MEF25, w
poréwnaniu do kobiet bez tego allelu, natomiast u mezczyzn, u ktorych wystepowat allel
Gly16, zaobserwowano wyzszy stopien odwracalnosci oskrzeli w MEF50 w poréwnaniu do
mezczyzn u ktorych nie stwierdzono allelu Gly16. Analizujac diplotypy stwierdzono réznice
wsrdd kobiet i mgzezyzn w $rednich warto$ciach MEF25 po podaniu leku, w zalezno$ci
od wystepowania diplotypu Argl6/GIn27.

Weczesniejsze prace dotyczace wplywu polimorfizmu na reakcje oskrzeli po podaniu 2-
sympatykomimetykow daty rozbiezne wyniki. W swoich badaniach Hancox 1 wsp. nie
opisuja zwigzku pomiedzy polimorfizmem Argl6Gly i GIn27Glu, a odpowiedzig oskrzeli
na dlugodziatajace Bo-sympatykomimetyki [125]. Israel w badaniu 190 chorych na astme
zaobserwowal nastepujace zwigzki miedzy polimorfizmem a odpowiedzig oskrzeli na
stosowany albuterol: pacjenci bedacy homozygotami Argl6Arg, przewlekle stosujacy
albuterol wykazywali nizsze warto$ci porannego PEF w poréwnaniu z pacjentami z
wariantem Argl6Arg stosujacymi albuterol tylko ,,na zadanie”, dla polimorfizmu GIn27Glu
nie stwierdzili podobnych zwigzkow [128]. W 2004 roku ta grupa badaczy opublikowata
wyniki badan klinicznych u chorych na astme oskrzelowa z grupa kontrolng, w ktorym
podzielili badanych wzglgdem genotypu na osoby bgdace homozygotami Argl6Arg i
homozygotami Gly16Gly. Pacjenci w kilkutygodniowym badaniu stosowali albuterol lub
placebo. Badacze zaobserwowali wystepowanie nizszych wartosci PEFR u osob
bedacych homozygotami Argl 6Arg w czasie stosowania albuterolu w porownaniu do okresu
stosowania placebo. Z kolei osoby, bedace homozygotami Gly16Gly, wykazywaty wyzsze
wartosci PEFR stosujac regularnie albuterol w porownaniu do czasu stosowania placebo
[122, 150]. W przeciwienstwie do tych danych pozostaje badanie Martineza w populacji
dziecigcej [124], w ktérym stwierdzono nastepujacy zwigzek miedzy wystepowaniem allelu

Argl6 a odpowiedzig na albuterol: u oséb bedacych
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homozygotami Argl6Arg wywolana albuterolem wartos¢ FEV1 byla wyzsza
w porownaniu do heterozygot Argl6Gly i homozygot Gly16Gly. Badania Limy
potwierdzity te obserwacje w grupie 16 dorostych chorych na umiarkowang astme
oskrzelowa [127]. W badaniach czynnos$ciowych ptuc po podaniu salbutamolu Lima i wsp.
zaobserwowali, ze zmiana FEV1 byla wyzZsza 1 szybsza u chorych bedacych
homozygotami Argl6Arg w poréwnaniu do chorych bedacych homozygotami Gly16Gly.
Rowniez Kowalski 1 wsp. zaobserwowali wyzszg odpowiedZz rozkurczowg oskrzeli
w badaniu FEV1 na podang dawke salbutamolu u pacjentéw bedacych homozygotami
Argl6Arg w poréwnaniu do heterozygot i homozygot Gly16Gly [122].

Tan 1 wsp. opisujag w swojej pracy zwigzek mi¢dzy polimorfizmem Argl6Gly i GIn27Glu
receptora Po-adrenergicznego, a zjawiskiem uniewrazliwienia (desensytyzacji) po
przewlektym stosowaniu formoterolu u chorych na astme¢ umiarkowang i ci¢zka.

Nie zaobserwowali oni réznic w podstawowej czynnos$ci oskrzeli biorge pod uwage FEV1 1
FEF25-75 u chorych, w zaleznosci od wystepujacego polimorfizmu. Stopien desensytyzacji
po regularnym stosowaniu formoterolu byt okreslony przy pomocy krzywej dawka-
odpowiedz (DRC). Tan 1 wsp. stwierdzili, ze dla polimorfizmu Argl6Gly pacjenci bedacy
homozygotami Gly16Gly, byli bardziej wrazliwi na zjawisko desensytyzacji niz pacjenci z
genotypem Argl6Arg [111]. Te obserwacje sa zgodne z wynikami uzyskanymi in vitro
[116] 1 autorzy sugeruja, ze forma Glyl6 receptora moze predysponowa¢ do
zmniejszonej reakcji na dlugotrwale stosowane 2-sympatykomimetyki.

Badania Drysdale [148] oraz Silvermana [147] potwierdzaja zwigzek miedzy
wystepowaniem halpotypow czyli uktadu roéznych polimorfizméw receptora [o-
adrenergicznego a odpowiedzia rozkurczowa oskrzeli po zastosowaniu lekow [»-
sympatykomimetycznych.

Drysdale 1 wsp. opisujg zmniejszong odpowiedz rozkurczowg oskrzeli po zastosowanym
albuterolu u chorych, u ktérych wystepuje haplotyp Argl6/GIn27 w przeciwienstwie do
chorych z haplotypem Glyl6/Glu27, u ktorych zaobserwowano wyzsze warto$ci
spirometryczne po podaniu albuterolu. Jednoczesnie autorzy nie stwierdzili wystepowania
zwigzku pomigdzy pojedynczym polimorfizmem, a odpowiedzig  oskrzeli na
krotkodziatajacy B2-sympatykomimetyk [148].

W przedstawionej pracy, stwierdzono wystepowanie réznic w S$rednich warto$ciach
odwracalnosci MEF25 u kobiet i me¢zczyzn, w zaleznosci od obecnosci diplotypu
Argl6/GIn27. Kobiety posiadajace ten diplotyp, wykazywaty wyzszy stopien odwracalnosci

oskrzeli po B2-sympatykomimetyku, natomiast m¢zczyzni nizszy.
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V.3. Wplyw polimorfizmow Argl6Gly i GIn27Glu receptora Bz-adrenergicznego na
fenotyp astmy

Polimorfizm receptora Pr-adrenergicznego byt réwniez badany pod katem jego zwigzku
z fenotypem astmy np. astmg nocng, nadreaktywnoscig oskrzeli, podwyzszonym stezeniem
IgE czy wynikiem punktowych testow skornych.

W prezentowanej pracy nie zaobserwowano zwigzku pomigdzy poziomem catkowitego IgE
w surowicy a wystepowaniem polimorfizmu Argl6Gly 1 GIn27Glu B-adrenoreceptora,
podobnie jak wynika z obserwacji Ramsay [108], D’Amato [109] i Deichmana [123].
Natomiast Dewar 1 wsp. w badaniach populacji dziecigcej zaobserwowali wystepowanie
zwiazku pomiedzy allelem GIn27 a podwyzszonym poziomem IgE w surowicy[113]. W
pozniejszych badaniach populacji 630 oséb dorostych nie  zaobserwowali oni
wystepowania zwigzku pomie¢dzy badanym polimorfizmem a st¢zeniem catkowitych i
swoistych IgE [117]. Zwiazek pomigedzy wystgpowaniem alleli Argl6é 1 GIn27 a
podwyzszonym catkowitym stezeniem IgE u dorostych chorych z pytkowica opisuje
w swoich badaniach Woszczek [151]. Drugim, obok poziomu IgE, badaniem wykazujacym
obecno$¢ alergii jest dodatni wynik alergicznych testoéw skornych. W przeprowadzonym
badaniu nie zaobserwowano zwigzkéw pomie¢dzy polimorfizmem, a dodatnim wynikiem
testow skornych podobnie jak Dewar [117] i Ramsay [108].

W kilku pracach opisywano zwigzek polimorfizmoéw genetycznych receptora [3-
adrenergicznego ze stopniem ci¢zkosci astmy i wystepowaniem klinicznych fenotypow
astmy np. z ,,astma nocng”. Liggett w 1995 opublikowat [86] wyniki badan dotyczacych
polimorfizméw receptora [r-adrenergicznego, w ktorych zaobserwowat, ze wariant
alleliczny Gly16 znacznie czg$ciej wystepuje u chorych z objawami astmy nocnej (u
ktorych pogorszenie czynno$ci pluc i objawy obturacji wystepuja w nocy i godzinach
wczesno-rannych) w poréwnaniu do chorych, ktérzy nie maja tych objawdéw. Kolejne
badania przeprowadzone w 1997 roku potwierdzity te zaleznos¢ [110]. Podobne zwigzki
dotyczace wystgpowania wariantu allelicznego Glyl6 z objawami astmy nocnej
zaobserwowali Turki 1 wsp. [63]. W badaniach prowadzonych przez Santillana rowniez
stwierdzono zwigzek migdzy obecnoscig allelu Glyl6, a wystgpowaniem objawow astmy
nocnej [118].

W prezentowanej pracy stwierdzono znamiennie rzadsze wystgpowanie objawdw dusznosci
w nocy u chorych, u ktérych wystepuje allel GIn27 w poréwnaniu do chorych z allelem
Glu27, natomiast u chorych z diplotypem Gly16/Glu27 znamiennie czg¢$ciej
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wystepowaly objawy duszno$ci w nocy. Sugeruje to addycyjny efekt dziatania
polimorfizméw Gly16 i1 Glu27 w ksztaltowaniu obrazu klinicznego choroby.

Badania Liggeta wykazaly zalezno$¢ pomigdzy wystepowaniem wariantu Gly16, a cigzka
postacig astmy (astma sterydozalezna) [86], natomiast Turki [63] oraz Weir [121] nie
wykazali zalezno$ci migdzy polimorfizmem receptora P2-adrenergicznego, a cigzkg postacia
astmy. Weir 1 wsp. opisuja w swojej pracy czestsze wystepowanie haplotypu Gly16/GIn27
u chorych na umiarkowang astm¢ w poréwnaniu do chorych na astme lekka [121]. W
badanej przez nas grupie nie zaobserwowano zwigzkow pomigdzy wystepowaniem
polimorfizmu Argl6Gly 1 GIn27Glu receptora [2-adrenergicznego, a stopniem cig¢zkosci
astmy. By¢ moze przyczyna tego jest zbyt jednorodny charakter badanej grupy, do ktorej
kwalifikowano chorych na astm¢ sporadyczng, lekka iumiarkowang, a obserwowane
przez innych autorow zalezno$ci dotyczyly w wigkszosci chorych na astme ciezka. Inng
przyczyng moze by¢ rowniez zbyt mata ilos¢ homozygot Argl 6Arg wsrdd badanych osob w
stosunku do ilo$ci oczekiwane;.

Z obserwacji wynika, ze wplyw polimorfizmow 16 i 27 receptora P2-adrenergicznego na
czynno$¢ uktadu oddechowego nalezy rozpatrywa¢ po uwzglednieniu podziatu badanej
grupy na kobiety i m¢zczyzn. Jak podaje Europejskie Towarzystwo Pulmonologiczne[137]
pomiary spirometryczne nalezy odnosi¢ do wartosci naleznych, obliczanych w
oparciu o parametry antropometryczne, jak wiek, wzrost i pte¢, co thumaczy istniejace
roznice w wynikach badan czynnos$ci uktadu oddechowego pomiedzy kobietami 1
mezczyznami [152]. By¢ moze nalezy wigc potencjalny wpltyw polimorfizmow
genetycznych na czynno$¢ uktadu oddechowego rozpatrywaé oddzielnie w tych dwoch
grupach. Innym wyjasnieniem powyzszych obserwacji moze by¢ wplyw hormonow
ptciowych na czynno$¢ uktadu oddechowego. Zaobserwowano, ze ptuca plodow pici
meskiej 1 zenskiej r6znig si¢ miedzy sobg. Pluca ptodow pici zenskiej sg wigksze 1 bardziej
dojrzate w tym samym tygodniu cigzy w poréwnaniu do ptuc ptodéw pici meskiej [153].
Istnieja hipotezy, ze hormony plciowe moga wplywaé réwniez na odpowiedz
immunologiczng. Jednym ze sposobow wyjasnienia wigkszej zachorowalno$ci na choroby
autoimmunologiczne u kobiet moze by¢ wptyw hormonow pitciowych [154]. Ta hipoteza
moze rowniez dotyczy¢ alergicznego procesu zapalnego w astmie, a w modelu zwierzecym
potwierdzono przeciwzapalne dzialanie estrogenéw [155]. W innym badaniu
zaobserwowano, ze podanie estrogenéw wptywa na zwigkszenie gestosci receptora -
adrenergicznego w tkance ptucnej krolika, efekt ten byt odwracany podaniem progesteronu

[156]. Badania wptywu hormondw piciowych na astme dotyczyty procesow
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zwigzanych z cyklem menstruacyjnym, dojrzewaniem plciowym czy suplementacja
hormonalng w okresie menopauzy [157, 158]. Interesujace wyniki badan przedstawit Villa
w badaniu kobiet z zespotem Turnera i nadreaktywnoscig oskrzeli, ktora ustegpowata po
leczeniu estrogenami [159]. Z kolei Tan 1 wsp. w swoich badaniach sugeruja, ze hormony
plciowe moga wptywac na regulacje receptoréw Po-adrenergicznych u chorych na astme
[160]. Z licznych badan wynika, ze hormony ptciowe moga mie¢ wptyw na wystepowanie
r6znych fenotypdéw astmy, czy tez zmiany w poziomie hormondéw moga zaostrza¢ objawy
choroby [161]. Czy jednak r6znice w czynnosci uktadu oddechowego u chorych na astm¢ w
zaleznosci od ptci mozna thumaczy¢ wptywem hormondéw piciowych na funkcje Bo-
adrenoreceptora? To pytanie pozostaje otwarte.

Polimorfizmy Argl6Gly 1 GIn27Glu receptora [o-adrenergicznego nie s3g
bezposrednig przyczyna astmy 1 alergicznego niezytu nosa, moga jednak wptywac na
czynno$¢ uktadu oddechowego. Pozostajac w nieréwnowadze sprzgzen, te dwa
polimorfizmy wspoétdziatajg ze sobg w ksztaltowaniu genetycznego podtoza choroby dlatego
nalezy efekty ich dzialania rozwaza¢ wspdlnie.

Obszar 5’ poprzedzajacy sekwencje kodujaca genu zawiera szereg elmentow wptywajacych
na ekspresj¢ genu poza strukturg klasycznego promotora. Jednym z nich jest 5’-leader
cistron, ktory uczestniczy w regulacji ekspresji receptora. W ramach sekwencji 5’-leader
cistron zlokalizowany jest tak zwany peptyd peptyd BUP (beta upstream peptide). Drysdale
1 wsp. wykazali, ze polimorfizm -47 C=>T indukuje niekonserwatywng

zmian¢ aminokwaséw Cys=> Arg w pozycji 19 BUP i co wazniejsze dwa ostatnie badania
wykazaty jego funkcjonalny wplyw na ekspresje genu [106, 107].

Polimorfizm ten znajduje si¢ bardzo blisko regionu kodujacego genu. Zachodzi mi¢dzy nimi
nierownowaga sprzezen. Moze wigc okazac sie, ze efekty dziatania uprzednio przypisywane
polimorfizmom Argl6Gly i GIn27Glu B2- adrenoreceptora moga by¢ w rzeczywistosci
zalezne od polimorfizmu wystepujacego w tym regionie. Wykryto réwniez nowe
polimorfizmy w regionie 5’genu dla receptora P-adrenergicznego w pozycjach
-20,-47, -367, -468, -654, -1023, -1343, -1429 [107, 162, 163]. Pomigdzy nimi,
a badanymi w pracy polimorfizmami zachodzi nierownowaga sprzezen, dlatego efekty
czynno$ciowe przypisywane poprzednio polimorfizmom Argl6Gly i GIn27Glu receptora
B2-adrenergicznego moga w rzeczywistosci zaleze¢ od wzajemnego uktadu i powigzan
roznych polimorfizmédw tego genu. Ponadto D’ Amato w swoich badaniach sugeruje zwigzek

nie tyle pojedynczego polimorfizmu receptora Po-adrenergicznego, jak uktadu
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polimorfizmoéw-czyli haplotypu [109] z obrazem astmy oskrzelowej, co potwierdzaja w
badaniach klinicznych Drysdale i wsp. [148].

Jak wynika z wielu badan dotyczacych polimorfizméw receptora 32-adrenergicznego ma on
istotne znaczenie w ksztattowaniu fenotypu astmy i innych chordb alergicznych, jednak
wcigz wiele pytan dotyczacych klinicznych i farmakologicznych aspektéw tego zagadnienia
pozostaje niewyjasnionych. Rosngce zainteresowanie badaniami genetycznymi w chorobach
wieloczynnikowych wymaga precyzyjnych obliczen statystycznych. Z prowadzonych analiz
wynika, ze istotne statystycznie zalezno$ci dotyczace polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu wymagaja badania duzych populacji (900 oséb dla p<0,05). W badaniach
asocjacji zbyt mata liczebno$¢ grupy moze uniemozliwi¢ wykrycie nawet duzej zaleznosci
zwigzanej z pojedynczym polimorfizmem. Sugeruje to potrzeb¢ wykonywania badan w
populacjach znacznie wigkszych niz dotychczas [141].

Rozw¢j biologii molekularnej stworzyt nowe mozliwosci dostosowania leczenia do
indywidualnego pacjenta. Dobor leku bedzie mogt odbywaé si¢ na podstawie genotypu,
wzgledem ktorego dokona si¢ podziatu na osoby wykazujace réznego rodzaju reakcje na
dany lek. Perspektywy takiego leczenia astmy oskrzelowej przedstawili w swoich badaniach
Israel 1 wsp. [150] i -by¢ moze- w niedalekiej przysztosci bedziemy mogli takie badania

wykonywac rutynowo, aby skutecznie leczy¢ przewlekte choroby wspolczesnej cywilizacji.
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VI. WNIOSKI

1. Czestosci genotypowe i alleliczne polimorfizmow Argl6Gly i GIn27Glu receptora
B>-adrenergicznego nie r6znig si¢ pomiedzy grupa chorych, a grupa kontrolna, co
pozwala wyciggna¢ wniosek, ze badane polimorfizmy nie sg najprawdopodobniej
bezposrednio zwigzane patogenetycznie z wystgpowaniem astmy oskrzelowej i
alergicznego niezytu nosa.

2. Badane polimorfizmy receptora Pz-adrenergicznego pozostaja w nierownowadze
sprzgzen, dlatego efekt czynnos$ciowy zalezy od ich interakcji. Obraz kliniczny astmy
oskrzelowej 1 alergicznego niezytu nosa jest zwigzany nie z pojedynczym allelem,
lecz uktadem alleli na chromosomie tworzacym haplotyp.

3. Polimorfizmy Argl6Gly i GIn27Glu receptora B2-adrenergicznego majg wplyw na
czynno$¢ uktadu oddechowego. Wplyw ten jest znamiennie r6zny dla kobiet i
mezezyzn, co moze wskazywa¢ na znaczenie hormonow  plciowych w
genetycznej regulacji funkcji ptuc 1 obrazu klinicznego astmy oskrzelowej i
alergicznego niezytu nosa. Obecno$¢ diplotypu Glyl6/Glu27 u mezczyzn jest
zwigzana z wyzszymi warto$ciami parametrow oddechowych, natomiast obecnos¢
tego diplotypu u kobiet, jak réwniez obecno$¢ allelu Glu27 jest zwigzana z
nizszymi wartosciami badanych parametrow.

4. Obecno$¢ diplotypu Glyl6/Glu27 ma zwiazek z czestszym wystgpowaniem u
chorych objawow duszno$ci w nocy, natomiast chorzy z allelem GIn27 rzadziej
zglaszaja te objawy.

5. Polimorfizmy Argl6Gly i GIn27Glu receptora 2-adrenergicznego nie majg zwigzku
z catkowitym stezeniem IgE w surowicy ani z dodatnim wynikiem punktowych

testow skornych.
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VII. STRESZCZENIE
Astma oskrzelowa i alergiczny niezyt nosa naleza do jednych z najczgsciej wystepujacych
chorob przewlektych wspolczesnej cywilizacji. Wyniki prac badawczych z dziedziny
genetyki umozliwiajg identyfikacje genow predysponujacych do rozwoju chordb
alergicznych, ich wzajemnego wptywu, okre§lenie wystepowania zmiennosci w obrgbie
genow oraz oddziatywania gen-Srodowisko. W badaniach nad podtozem genetycznym astmy
oskrzelowej wiele uwagi poswiecono polimorfizmom receptora [-adrenergicznego i jego
zwigzkom z wystgpowaniem astmy oskrzelowej i atopii, reakcja uktadu oddechowego na
zastosowane B2-sympatykomimetyki, czy obrazem klinicznym choroby. Wyniki tych badan
sg jednak niejednoznaczne, co moze wynika¢ z roznic mi¢dzy badanymi populacjami lub
zastosowaniu réznych kryteriow diagnostycznych w rozpoznawaniu choroby. Niewiele
prac dotyczy zwigzku polimorfizméw receptora Pr-adrenergicznego z wystgpowaniem
alergicznego niezytu nosa.
Celem prezentowanej pracy bylo zbadanie zaleznos$ci pomiedzy wystgpieniem
polimorfizmu Argl6Gly i GIn27Glu receptora B2-adrenergicznego a rozpoznaniem astmy
oskrzelowej 1 alergicznego niezytu nosa oraz okreslenie zwigzku migdzy tymi
polimorfizmami a czynnoscig uktadu oddechowego u chorych, catkowitym stezeniem IgE
oraz obrazem klinicznym choroby.
Badanie przeprowadzono u 142 chorych na astm¢ oskrzelowa i/lub alergiczny niezyt nosa i
u 62 osob zdrowych. Identyfikacj¢ badanych polimorfizméw wykonano metodg RFLP.
Badania czynnos$ciowe uktadu oddechowego prowadzono stosujac badanie spirometryczne.
Nie zaobserwowano roznic w rozktadzie polimorfizméw pomiedzy grupg chorych a grupg
kontrolng. Stwierdzono nierdwnowage sprz¢zen pomi¢dzy badanymi polimorfizmami
Argl6Gly i GIn27Glu dlatego efekty ich dzialania nalezy rozpatrywa¢ wspolnie, nie
stwierdzono réwniez wystegpowania uktadu Argl6Arg-Glu27Glu w badanej grupie.
W badaniach czynnos$ciowych uktadu oddechowego zaobserwowano roznice miedzy
wystepowaniem badanych polimorfizméw a warto§ciami parametréow oddechowych dla
kobiet i mezczyzn. Obecno$¢ diplotypu Glyl6/Glu27 u mezczyzn jest zwigzana z
wyzszymi warto$ciami parametrow oddechowych, natomiast obecno$¢ tego diplotypu u
kobiet, jak rowniez obecnos¢ allelu Glu27 jest zwigzana z nizszymi wartosciami badanych

parametrow.
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Obecnos¢ wariantu polimorficznego GIn27 ma zwigzek z rzadszym wystgpieniem u
chorych objawow dusznosci w nocy, natomiast u chorych z diplotypem Gly16/Glu27
czgscie] wystepujg te objawy. Nie zaobserwowano zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem
polimorfizmoéw Argl6Gly 1 GIn27Glu a stezeniem IgE catkowitym u badanych chorych oraz

dodatnim wynikiem testow skornych.

Whioski: Badane polimorfizmy nie sg bezposrednig przyczyna astmy oskrzelowej i
alergicznego niezytu nosa. Pomiedzy polimorfizmami Argl6Gly i GIn27Glu receptora [3»-
adrenergicznego wystepuje nierownowaga sprzezen i efekty czynnosciowe zaleza od ich
interakcji. Polimorfizmy Argl6Gly i GIn27Glu receptora Pz-adrenergicznego maja wpltyw
na czynno$¢ uktadu oddechowego, wplyw ten jest znaczaco rdézny u kobiet iu
me¢zczyzn co moze wskazywaé na znaczenie hormonéw plciowych w ksztattowaniu
genetycznego podioza i regulacji funkcji ptuc w astmie oskrzelowej 1 alergicznym niezycie

nosa.
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VII. SUMMARY

Bronchial asthma and allergic rhinitis belong to the most frequent chronic diseases of
modern civilisation. The genetic predisposition to the development of asthma and allergic
rhinitis has been confirmed by numerous studies. They belong to the “complex diseases” in
which multiplie genes and gene-gene interaction as well as enviromental exposure play
important role. Much attention in the studies concerning the genetic background of bronchial
asthma has been given to the P2-adrenergic receptor polymorphisms and their relationship
with asthma and alergic rhinitis diagnosis, the response of the respiratory system
response to the f2-sympathomimetics, or the clinical phenotype of the disease. However, the
results of these studies are inconsistents, which may be attributed to the differences between
the study populations or the use of difference diagnostic criteria of the diseases. Only few
studies pertain to the relationship of 2- adrenoreceptor polymorphisms and allergic rhinitis.
The objective of this study was to investigate the relationship of 2-adrenoreceptor
polymorphisms Argl6Gly and GIn27Glu and the diagnosis of asthma and allergic rhinitis,
as well as determination of the relationship between these polymorphisms and respiratory
system function, total IgE level and the clinical presentation of the disease.

The study group included 142 patients with asthma and/or allergic rhinitis and in 62 healthy
subjects. The identification of the evaluated polymorphisms was carried out with the RFLP
method. Functional studies of the respiratory system were carried out with the use of
spirometry. No differences in the distribution of polymorphisms were observed between the
study group and the control group. The studied polymorphisms Argl6Gly and GIn27Glu
were found to be in linkage disequilibrium, therefore their effects should be evaluated
collectively; the Argl 6Arg-Glu27Glu combination was not observed in the study group. In
functional tests of the respiratory system, differences between genders were observed for
the GIn27Glu polymorphism and spirometry values.

Similarly, the diplotype analysis showed differences in the observed spirometry values
depending on diplotype and between males and females. The presence of Glyl16/Glu27
diplotype was associated with higher spirometry values in men and lower spiromety values
in women, as the Glu27 allel presence.

No relationship was observed between the occurrence of Argl6Gly and GIn27Glu

polymorphisms and total IgE level in the study group. Nocturnal dyspnoea was less
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frequent in patients with the GIn27 allele and more frequent in patients with Gly16/Glu27
diplotype.

Conclusions: The two analysed polimorphisms are not considered as a major cause of
bronchial asthma and allergic rhinitis. The Argl6Gly and GIn27Glu Bz-adrenoreceptor
polymorphisms are in linkage disequilibrium and their functional effects depend on their
interaction.

These polymorphisms can influence the function of pulmonary system. This effect
significantly differs between men and women possibly indicating the effect of sexual

hormones on genetic expresion and regulation of pulmonary function.
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IX. INDEKS SKROTOW
A46 - adenina w pozycji 46
ADRB2 - receptor r-adrenergiczny
AmbAS - alergen ambrozji
AmbAG - alergen ambrozji
AMP - monofosforan adenozyny
ANN - alergiczny niezyt nosa
ANOVA - analiza wariancji
Argl6 - arginina w pozycji 16(allel kodujacy)
ATP - trojfosforan adenozyny
BUP - beta upstream peptide
G46 - guanina w pozycji 46
G79 - guanina w pozycji 79
C79 - cytozyna w pozycji 79
cAMP - cykliczny monofosforan adenozyny
CC - chemokiny typu CC,
CC16 - biatko swoiste dla komoérek Clara
CCR — receptor dla chemokin typu CC;
CD - antygen roznicowania komorek,
CGRP - neuropeptyd zalezny od genu kalcytoniny
CSF - czynnik stymulujacy kolonie
DNA - kwas dezoksyrybonukleinowy
dNTP - mieszanina syntetycznych trifosforanow dezoksynukleotydow
EAF - czynnik aktywujacy eozynofile
ECF-A - czynnik chemotaktyczny dla eozynofilow
ECP - eozynofilowe biatko kationowe
EPO - prekursor peroksydazy eozynofilowe;j
EPX - biatko eozynofilowe X
FceRI - receptor dla IgE o duzym powinowactwie
FceRII - receptor dla IgE o duzym powinowactwie
FCERI1B - tancuchfreceptoralgE o wysokim powinowactwie

FGF3 - czynnik wzrostu fibroblastow
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G46 - guanina w pozycji 46

G79 - guanina w pozycji 79

GDP - difosforan guanozyny

GIn27 - glutamina w pozycji 27(allel kodujacy)

Glu27 - kwas glutaminowy w pozycji 27(allel kodujacy)
Glyl16 - glicyna w pozycji 16 (allel kodujacy)

GMCSF - czynnik pobudzajacy tworzenie koloni granulocytow 1 makrofagow
GTP - tréjfosforan guanozyny

GRL - receptor dla glukokortykosteroidéw

HLA - gtéwny uktad zgodnosci tkankowej

HNMT - N-metylotransferaza histaminy;

IgE - immunoglobulina E

IL - interleukina

ILR - receptor dla interleukiny

IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu-1

INFG (y) - interferon vy

IU - jednostka migdzynarodowa

LTAA4H - hydrolaza leukotrienu A4;

LTB4 - leukotrien B4

LTC4 - leukotrien C4

LTCS - syntaza leukotrienu C4

MBP - gtéwne biatko zasadowe eozynofilow

MHC - gléwny kompleks zgodnosci tkankowe;j

NANC - uktad nieadrenergiczny, niecholinergiczny
NKA - neurokinina A

NCF - czynnik chemotaktyczny dla neutrofilow

NFYB - jadrowy czynnik transkrypcyjny, podjednostka 3
NFKB - 1 — inhibitor naturalnych komoérek cytotoksycznych
NOSI - 1 syntaza tlenku azotu

OR - iloraz szans

PAF - czynnik aktywujacy plytki

PCR - polimerazowa reakcja fancuchowa

PGD?2 - prostaglandyna D2

PGF - prostaglandyna F
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PKA - kinaza biatkowa A

pz- par zasad

RANTES - chemokina produkowana przez limfocyty T
RFLP - polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych
SCF - czynnik wzrostowy komoérek macierzystych

SD - odchylenie standardowe

SNP - polimorfizm pojedynczych nukleotydow
SPINKS - 5 inhibitor proteazy serynowej typu Kazal
STATG6 - czynnik transkrypcyjny

TCR - receptor limfocytow T

Th - subpopulacja limfocytéw pomocniczych

TNFA - czynnik martwicy nowotworow o

TRIS - (tris)hydroksymetyloaminometan

TXA — tromboksan A

UV- ultrafiolet

VIP - naczynioaktywny peptyd jelitowy
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