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Astma je ena najpogostejSih kroni¢nih bolezni v zadnjih desetletjih, saj
prizadane okrog deset odstotkov ljudi. Na njen razvoj vpliva tako okolje, kot
genetska zasnova posameznikov. Kljub mnogim raziskavam genetsko ozadje
Se ni razjasnjeno, saj gre za vecgensko bolezen. Raziskovalci skusajo astmo
genetsko opredeliti s Studijami na velikih vzorcih in s potrjevanjem rezultatov
predhodih raziskav. Namen diplomskega dela je bil, ugotoviti ali izbrani
polimorfizmi posameznih nukleotidov vplivajo na stopnjo izraZzanja astme pri
otrocih. V raziskavo je bilo vklju¢enih 151 otrok z razli¢nimi stopnjami
izrazanja astme in 16 otrok s sumom na astmo, katera ni bila potrjena. Vsi
otroci so bili doma iz okolice Maribora. Genotipe smo posameznikom
dolo¢ili z metodo alelne diskriminacije. Ugotovili smo povezanost
polimorfizmov rs3786989 (p=0,03) in rs8113232 (p=0,02) v TBXAZR,
rs4795405 (p=0,04) v ORMDL3 in rs833058 (p=0,02) v VEGFA s stopnjo
izrazanja astme pri slovenskih otrocih. Povezave polimorfizmov rs5744247 v
IL18, rs7025417 v IL33, rs324011 v STAT6, rs2146323 v VEGFA in
rs4950928 v CHI3L1 s stopnjo izrazanja astme pri slovenskih otrocih nismo
potrdili.
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Asthma is one of the most frequent chronic diseases in last few decades. Its
incidence is about ten percent. Besides the genetic predisposition,
environmental factors play an important role in the developement of asthma.
Despite many researches in this field, genetic background is still not clarified.
That is due to many genes involved in the disease. Researchers are trying to
genetically define asthma through studies on big samples and with confirming
results obtained from different pacient samples. The aim of the present
graduate thesis was, to determinate the effect of some polymorphisms on
childhood asthma severity. We analysed 151 children with different asthma
severity and 16 children with unconfirmed asthma. All children were from
Maribor region. Genotypes were determinated with allelic discrimination
assay. We confirmed the effect of rs3786989 (p=0,03) and rs8113232
(p=0,02) in TBXAZ2R, rs4795405 (p=0,04) in ORMDL3 and rs833058 (p=0,02)
in VEGFA on asthma severity of Slovenian children. We did not confirm the
effect of polymorphisms rs5744247 in 1L18, rs7025417 in 1L33, rs324011 in
STATG, rs2146323 in VEGFA, and rs4950928 in CHI3L1 on asthma severity
of Slovenian children.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AK aminokislina

FEV1 prisiljena izdihana prostornina zraka v prvi sek izdiha (angl. forced
expiratory volume)

GWAS  asociacijska $tudija na celotnem genomu (angl. genome-wide association

study)
HWE Hardy-Weinbergovo ravnotezje (angl. Hardy—Weinberg equilibrium)
IFNy interferon gama (angl. interferon-gamma)
IgE imunoglobulin E (angl. immunoglobulin E)
IL interlevkin (angl. interleukin)
LD vezavno neravnotezje (angl. linkage disequilibrium)
NTC negativna kontrola, kjer je namesto DNA dodana voda brez nukleaz

(angl. non template control)

OMIM angl. Online Mendelian Inheritance in Man

OR razmerje obetov

p vrednost p

PCR verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)
PEF maksimalni pretok zraka v izdihu (angl. peak expiratory flow)
RR relativno tveganje

SNP polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide polymorphism)
SP stopinje prostosti

SP2 interlevkinski receptor 1 (angl. IL1 receptor-like-1)

Th celice T pomagalke (angl T helper cells)

TNF dejavnik tumorske nekroze (angl. tumor necrosis factor)

UTR neprevedljivo obmoc¢je DNA (angl. untranslated region)

YKL40  hrustanéni glikoprotein 39 (angl. cartilage glycoprotein-39)

VEGFA vaskularni endotelni rastni dejavnik A (angl. vascular endothelial growth
factor A)

TBXAZ2R receptor za tromboksan A2 (angl. thromboxane A2 receptor)

STAT signalizacijski dejavnik in aktivator prepisovanja (angl. signal
transducer and activator of transcription)

CHI3L1 hitinazi 3 podobni protein 1 (angl. chitinase 3-like 1)
ORMDL3 orozomukoidu 3 podoben protein 1 (S. cerevisiae) (angl. ORM1-like 3 (S. cerevisiae)
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SLOVARCEK

OBSTRUKCIJA Obstrukcija v pulmologiji pomeni oviranje pretoka zraka v dihalnih
poteh. Vzrok je obi¢ajno zozanje dihalnih poti, zlasti bronhiolov. Posledi¢no vdihne bolnik
z obstruktivno boleznijo dihal manj zraka in v arterijsko kri pride manj kisika.

BRONHIALNA PREODZIVNOST Zaradi bronhialne preodzivnosti se bronhiji pri
bolnikih z astmo hitreje in intenzivneje zozijo v stiku z dejavniki, Ki sicer pri zdravih
osebah le malenkostno spremenijo premer svetline bronhijev.

ASOCIACIJSKE STUDIJE Asociacijske $tudije ocenjujejo povezanost genotipa s
fenotipom. Pogosto se uporabljajo pri iskanju rizi¢nih genov, ki povzrocijo razvoj bolezni.

CELICE T POMAGALKE Po prvi spodbudi z antigenom izdelujejo celice T pomagalke
predvsem interlevkin 2. Nadaljnje antigensko spodbujanje teh celic usmeri njihovo
diferenciacijo v celice ThO, ki izdelujejo Stevilne citokine. Scasoma se celice ThO
diferencirajo v podvrste Thl ali Th2, ki imajo razmeroma omejen izbor citokinov, ki jih
izlo¢ajo. Zato tudi razli¢no vplivajo na imunski odziv.

POLIMORFIZMI POSAMEZNIH NUKLEOTIDOV (angl. single nucleotide
polymorphism; SNP-ji) SNP-ji predstavljajo ve¢ kot 90 % vseh variacij v genomu.
Definirani so kot eno nukleotidna mesta v genomski DNA, ki so lahko razlicna pri
posameznikih v eni ali vecih populacijah. SNP-ji so uporabljeni kot genetski oznacevalci
za dolocitev genov, Ki prispevajo k razvoju bolezni. Vloga SNP-jev pri razvoju bolezni je
lahko znana ali neznana.


http://sl.wikipedia.org/wiki/Pulmologija
http://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Pretok&action=edit&redlink=1
http://sl.wikipedia.org/wiki/Bronhiol
http://sl.wikipedia.org/wiki/Kri
http://sl.wikipedia.org/wiki/Kisik
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1 UVvOD

Astma je kroni¢na bolezen dihal, za katero je znacilno vnetje in preoblikovanje dihalnih
poti, ki vodi v reverzibilno obstrukcijo dihal. Astmo predstavlja spekter razli¢nih
simptomov, kot so kihanje, oteZeno dihanje, kaSelj, zatekanje ocCi ter nosu in drugo.
Simptomi se med posameznimi obolelimi razlikujejo, tako v stopnji kot pogostnosti.
Definicija astme se s ¢asom spreminja, skladno z razumevanjem etiopatologije astme. Pri
astmi prihaja do vstopanja mastocitov, bazofilcev, eozinofilcev, limfocitov, makrofagov in
drugih celic v bronhialni mukozni sloj. Zgoraj omenjene celice skupaj s celicami
respiratornega trakta, kot so epitelne celice, povzro¢ajo vnetja in preoblikovanje dihalnih
poti (Kumar in Ghosh, 2009).

Astma je najpogostejs$a resna kroni¢na bolezen otrok. Pojavlja se pri ve¢ kot 10 % otrocih
do 18. leta starosti. Astma je kompleksna kroni¢na vnetna bolezen dihalnih poti. Kot pri
vecini kompleksnih bolezni, so tudi pri patogenezi astme udelezeni tako genetski dejavniki
kot okolje. Genetsko povezanost so ugotavljali Ze v devetnajstem stoletju, na Studijah z
enojajénimi dvojéki, kjer so ugotovili 30 do 40 % skladnost za astmo. To pomeni, da okoli
60 % k pojavu astme doprinesejo okoljski dejavniki, ki lahko spodbudijo ali zavrejo njen
razvoj.

Hiter napredek genetike v zadnjih letih je omogocil odkritje mnogih genov povezanih s
patogenezo astme. Kot ze omenjeno je astma kompleksna bolezen. To pomeni, da so
uéinki posameznih genov zelo majhni, vendar so njihovi skupni ucinki v povezavi z
okoljskimi dejavniki lahko zelo veliki. Astma je bolezen na katero vpliva vec¢ dejavnikov.
Hkrati se kaze v obliki mnogih razliénih fenotipov in se razlikuje od klasi¢nih t.i.
Mendlovih monogenskih bolezni. Bolezni te vrste so posledica mutacij enega samega
gena, medtem ko na pojav astme vpliva mnogo genov, kar pomeni tezavnejse genetske
analize. Kljub mnogim raziskavam in napredkom $e vedno niso identificirani vsi geni
vpleteni v patogenezo astme. Tudi nekateri ze znani geni niso potrjeni kot zanesljivi
vzro¢ni geni, ki bi doprinesli k razvoju astme.

Pojavljajo se tudi problemi pri ponovitvah Studij, saj se odnos med genotipom in fenotipom
med populacijami moc¢no razlikuje. Vecina do sedaj znanih z astmo povezanih genov, je
bila identificirana z ugotavljanjem povezave med polimorfizmi posameznih nukleotidov in
fenotipskimi znaki astme. Ti znaki vkljucujejo respiratorne lastnosti, na primer bronhialno
povecano odzivnost, imunoloske lastnosti, kot je prisotnost specifi¢nih IgE ali pa so to
klini¢ni znaki, na primer pojav atopijskega dermatitisa (Vercelli, 2008).

V okviru diplomske naloge smo analizirali devet SNP-jev v sedmih razli¢nih genih, ki bi
bili lahko statisticno znacilno povezani s patogenezo astme, 0ziroma natanéneje s stopnjo
izrazanja astme pri otrocih. Izbrane SNP-je smo dolo¢ili 151 otrokom z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme (huda, zmerna, blaga) in 16 otrokom, pri katerih je bila obstajal
sum na astmo, a ta ni bila kliniéno dokazana. Z namenom zmanjSanja genetske raznolikosti
so bili otroci vkljuceni v raziskavo vsi doma iz okolice Maribora. V raziskavo so bili
vkljuceni naslednji polimorfizmi: rs5744247 v 1L18 (Harada in sod., 2009); rs7025417 v
IL33 (HapMap; 2010); rs324011 v STAT6, rs3786989 in rs8113232 v TBXA2R (Daley in
sod., 2009); rs4795405 v ORMDL3 (Rogers in sod., 2009); rs833058 in rs2146323 v


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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VEGFA (Sharma in sod., 2009) in rs4950928 v CHI3L1 (Ober in sod., 2008). Vsi
analizirani polimorfizmi, razen polimorfizma v IL33, so bili izbrani iz novej$ih objav.
Polimorfizem v IL33 je bil v tej raziskavi analiziran prvi¢ in je bil izbran s pomoc¢jo baze
podatkov HapMap. Namen diplomskega dela je bil ugotoviti, ali so zgoraj navedni
polimorfizmi znacilno povezani s stopnjo izrazanja astme pri slovenskih otrocih.

Delovna hipoteza je bila, da so polimorfizmi rs5744247 v 1L18, rs7025417 v 1L33,
rs324011 v STAT6, rs3786989 in rs8113232 v TBXA2, rs4795405 v ORMDLS3, rs833058 in
rs2146323 v VEGFA in rs4950928 v CHI3L1, znacilno povezani s stopnjo izrazanja astme
pri slovenskih otrocih.
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2 PREGLED OBJAV

21 ASTMA

Astma ali naduha ni bolezen danasnje dobe, kot to mnogokrat beremo v poljudnem
slovstvu. Poznamo jo Ze tisodletja. Ze pred 3500 leti so v »Eberjevem« papirusu
egipcanski zdravniki zapisali klini¢ne znacilnosti astme, kot jih vidimo $e danes. Sama
beseda astma je grskega izvora AcOua in pomeni zadihanost. Homer jo je uporabil v svoji
Iliadi, ko je opisoval hude napore, ki so jih grski junaki dozivljali, ko so drveli v boj preko
ravnice pred Trojo. Petsto let pozneje je Hipokrat isto besedo uporabil za opis bolezenskih
znamenj pri nekaterih bolnikih. O astmi piSejo tudi rimski zdravniki. Leta 1190 slavni
zdravnik sultana Saladina Maimonides v svoji knjigi natan¢no opise klinicha znamenja
astme. Posebno poudari nenadne napade oteZzenega dihanja. V sedemnajstem in
osemnajstem stoletju so ugotovili, da je pri astmaticnem napadu posebno prizadeto
dihanje, zaradi nenadne zozitve bronhiolov, kar imenujemo obstrukcija dihal. Okoli leta
1960 je postalo jasno, da je astma vnetje, ki nastane zaradi nenavadne vzdraznosti
imunskega sistema, ki ga sprozijo dejavniki kot so pelodi, Zivalska dlaka in his$ni prah.
Astma ni redka bolezen, saj prizadene nekje med 10 in 15 % prebivalstva (Kotnik, 2005).

2.2 STOPNJA IZRAZNJA ASTME

Po klasifikaciji GINA (angl. Global Intiative for Asthma) bolnike delimo v skupine glede
na stopnjo izrazanja astme, katero doloCimo po znalilnih znakih, ki so navedeni v
preglednici 1. Stopnjo izrazanja lahko dolo¢imo glede na najhujsi simptom ali znak. Ocena
izrazanja astme je v pomo¢ pri predpisu zdravil proti astmi, predvsem pa Koristi pri
epidemioloskih in klini¢nih raziskavah, ker vsaj deloma omogoci primerjavo bolnikov po
posameznih krajih ali raziskovalnih centrih (GINA, 2003).

Preglednica 1: Klasifikacija stopnje izrazanja astme po GINA (GINA, 2003).

Noc¢na astma Razmerje Variabilnost
Simptomi  Poslabsanja (pogostost) FEV1/PEF PEF
BLAGA < 1X redka, lahko motijo . > 80% 0
ASTMA dnevno spanec > 2x mesecno normalnega 20 - 30%
" ano
ZMERNA vsak dan pogosta_, lahko motijo > 1x tedensko 60 — 80% > 30%
ASTMA spanec in telesno normalnega
aktivnost
HUDA stalni zelo pogosta veckrat nano¢ < 60% > 30%
ASTMA
Legenda:

PEF - maksimalni pretok zraka pri izdihu (angl. Peak Expiratory Flow).

FEV1 - prisiljena izdihana prostornina zraka v prvi sekundi izdiha (angl. Forced Expiratory Volume).
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2.3 GENETIKA ASTME

Ze v devetnajstem stoletju so domnevali, da sta astma in atopija genetsko pogojeni. Na
Studijah skladnosti pri enojajénih dvojckih so ugotovili 70 % skladnost za atopijo in 30 do
40 % skladnost za astmo. Vpliv dednosti je veéji pri otroSki astmi. Pomemben del
etiopatogeneze astme in atopije lahko pripiSemo vplivom okolja. Tudi hiter porast
atopijskih bolezni ne more biti posledica genetskih dejavnikov, temve¢ predvsem
sprememb v c¢lovekovem okolju in nadinu zivljenja. Aktualna higienska hipoteza
predvideva, da je vzrok porasta atopijskih bolezni v spremenjenem nacinu Zivljenja, za
katerega je znacilna manjSa izpostavljenost parazitom in nekaterim mikrobom. Nekatere
nalezljive bolezni v zgodnjem otrostvu namre¢ spodbujajo razvoj imunske tolerance preko
stimulacije regulacijskih celic, ki zavirajo imunski odziv.

Polimorfizmi posameznih nukleotidov so mesta v ¢loveskem genomu, kjer se posamezniki
pogosteje razlikujemo. Na omenjenih mestih se lahko pojavijo razli¢ni nukleotidi. V
genetiki jih uporabljamo kot oznacevalce za genetsko analizo. Z analizo genetske vezave,
asociacijskimi Studijami in Studijami ekspresije so doslej identificirali ve¢ kot 100
kandidatnih genov za astmo (Berce in sod., 2008). Identificirana obmoc¢ja na kromosomih,
Ki so najtesneje povezana z astmo so 2q, 5q, 6q, 11qg, 12q in 13g. Na teh kromosomskih
odsekih se namre¢ nahajajo kandidatni geni, ki so po dosedanjih Studijah najtesneje
povezani z astmo (Bierbaum in Heinzmann, 2007).

Pri astmi gre torej za vecgensko bolezen, kar pomeni da na njen razvoj vpliva ve¢
razli¢nih genov. Rezultati asociacijskih $tudij se med populacijami moé¢no razlikujejo, kar
kaze na razline vzro¢ne kandidatne gene za astmo. Pomembno je razumeti, da se
populacije po genetskih ozadjih razlikujejo, zato lahko enaki polimorfizmi razli¢no
vplivajo na razvoj astme. Najve¢ kandidatnih genov se nahaja na petem kromosomu, in
sicer na lokusih, ki kodirajo pomembne citokine (interlevkine) alergijskega vnetja.
Pomembni so tudi lokusi na Sestem kromosomu, kjer se nahajajo geni glavnega
histokompatibilnostnega kompleksa (angl. major histocompatibility complex; MHC). Ta
kodira proteine, ki so udelezene v patogenezo alergijskega vnetja, in sicer pri predstavitvi
in prepoznavanju antigenov. Tudi razlike v odgovoru na zdravljenje astme so moc¢no
genetsko pogojene in povezane s polimorfizmi v genih receptorjev za zdravila (Berce in
sod., 2008).

Mnogo Studij je pokazalo mocan vpliv genov na razvoj astme, zato je razumevanje
genetike astme klju¢no pri postavljanju natan¢nih diagnoz, preventivi in zdravljenju astme.
Ze samo dejstvo, da standardna natan¢na definicija astme ne obstaja, otezuje Studije
genetskega ozadja. Poskusi definiranja astme so obi¢ajno opisne narave in ni kvantitativnih
kriterijev, ki bi omogoc€ili standardizacijo za klini¢ne, epidemioloske ali genetske
aplikacije. Veckrat se kot kvantitativni znaki uporabljajo stopnje specifi¢nih protiteles IgE
(angl. Immunoglobulin E) ali podobne mere, ki dejansko ne predstavljajo celotnega stanja
astmatika.

Genetske Studije otezuje tudi dejstvo, da je astma tipi¢na vecenska bolezen, kar pomeni da
ve¢ genov Vv interakcijah povzroci nek fenotip. Znacilna je genetska heterogenost, saj so
lahko pri razliénih posameznikih rizi¢ni razli¢ni aleli.
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Do sedaj je bilo objavljenih preko 600 asociacijskih $tudij astme v katerih je bilo 120
genov povezanih z astmo, 54 od teh je bilo ponovljenih v dveh do petih neodvisnih vzorcih
in deset v 410 neodvisnih vzorcih (Szalai in sod., 2008).

Polimorfizmi lahko na patogenezo astme vplivajo na razlicne nacine. Polimorfizem lahko
spremeni funkcijo gena s spremembo aminokislinskega (AK) zaporedja proteina, ki ga
kodira ali vpliva na prepisovanje genov. Lahko se zgodi, da polimorfizem katerega smo
povezali z astmo dejansko sam ne vpliva na bolezen, ampak je ta polimorfizem le dedovan
skupaj s pravim vzro¢nim polimorfizmom. Ta pojav imenujemo vezavno neravnotezje
(angl. Linkage Disequilibrium; LD). Ta se lahko razteza celo do 1000 baznih parov. V tem
primeru bi bilo zelo tezko definirati kateri je res pravi vzro¢ni polimorfizem, ki doprinese k
razvoju astme. V takem primeru so nujne funkcionalne Studije. Ne nazadnje se lahko
zgodi, da je povezava, ki smo jo odkrili lazno pozitivna. To je lahko posledica napak pri
genotipiziranju, stratifikacije populacije ali drugo.

Vercelli (2008) kandidatne gene, ki so povezani z patogenezo astme razvrsti v §tiri glavne
skupine:

1. Geni prirojene imunosti in imunoregulacije.
Sem sodijo geni, ki so vpleteni v sprozenje imunskega odziva. Na alergijsko vnetje in
regulacijo nastajanja IgE mo¢no vplivajo polimorfizmi v genih, ki kodirajo receptorje. Sem
sodijo: CD14, TLR2, TLR4, TLR10, NODI1, NOD2, IL10, STAT3, ...

2. Geni povezani z razvojem celic T pomagalk tipa 2 (angl. T helper cells 2; Th2) in
njihovimi efektorskimi funkcijami.

V to skupino uvrS€amo gene, ki regulirajo diferenciacijo naivnih CD4+ Th celic v Th2
efektorsko celico. To so: GATAS3, STAT6, ILARBX21, IL13, IL4, IL4RA,...

3. Geni povezani z biologijo epitelija in mukozno imunostjo.
Geni v tej skupini so izrazeni v epitelnih celicah. Sem sodijo: CCL5, DEFB1, CC16,
SPINKS5, FLG,...

4. Geni povezani s funkcijo pljuc¢, dihalnih poti in stopnjo izraZanja astme.
Geni povezani s funkcijo plju¢ so bolj heterogeni. Ta skupina vklju¢uje: ADRB2 in
TBXAZR.

2.4 MUTACIE, KI POVZROCIJO RAZVOJ BOLEZNI

Dedne bolezni so posledica mutacij genov. Vsaka mutacija genov ne pomeni nujno razvoja
neke bolezni. Pomembno je, da je ucinek mutacij dovolj velik, da povzro¢i razvoj
doloc¢enih patoloskih znakov, ki so ovrednoteni kot dolo¢ena bolezen. To pomeni, da so
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mnoge mutacije potencialno bolezenske, vendar je njihov uc¢inek premajhen, da bi bistveno
vplival na fenotip bolezni. Mutacije, ki povzrocijo razvoj razli¢nih dednih bolezni se lahko
nahajajo v najrazli¢nejSih delih genoma. Te mutacije lahko nastanejo v zaporedjih, ki

kodirajo proteine, v intronih, prepisihn z neznano funkcijo, mobilnih elementih,
neprevedljivih regijah, regulatornih zaporedjih in genih RNA (Cooper in sod., 2010), kar je

prikazano na sliki 1.

Nekodirajoca Psevdogeni Prepisi z
DNA 1% neznano
19 % J— funkcijo

Zaporedja, ki
kodirajo eprevedljiva
proteine obmoc¢ja DNA
1,2% 0,7 %

Slika 1: Vrste funkcionalnih zaporedij v katerih lahko nastanejo bolezenske mutacije.
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2.5 RAZISKOVANJE GENETIKE ASTMATIKOV
2.5.1 Studije vezanega dedovanja na podlagi vzorcev oseb v sorodu

Pri Studijah vezanih genov preucujemo osebe, ki so bolezensko prizadete in so v sorodu.
Druzinskim ¢lanom dolo¢imo genotipe na enakomerno razmaknjenih genetskih
oznacevalcih, ki pokrivajo vse kromosome. Nato is¢emo genomska obmocja, Kjer se
doloc¢eni genetski oznacevalci pojavljajo pogosteje kot je bilo pricakovano. Taka obmocja
se pogosto razprostirajo ¢ez 20 do 30 milijonov baznih parov DNA in vsebujejo stotine
genov. Nekje znotraj takega genomskega obmocja se nahaja rizi¢ni gen. Takemu obmocju
reCemo da je vezano, saj se deduje skupaj z genetskim oznaéevalcem, ki ga analiziramo.
Ta obmoc¢ja nato ozimo dokler ne preidemo do vzro¢nega gena. Te Studije so zanimive
predvsem za identifikacijo novih genov, ker ne zahtevajo predhodne hipoteze. Slabost je
predvsem ta, da na tak nacin lahko identificiramo le gene z velikimi fenotipskimi ucinki
(Vercelli, 2008).

2.5.2 Asociacijske Studije

Asociacijske $tudije se osredotocajo na gene, ki jih izberemo na glede na njihovo vlogo v
patogenezi bolezni. Primerjajo se pogostnosti alelov ali genotipov v kandidatnih genih
bolnikov in zdravih kontrol. V primerjavi z druzinski Studijami lahko na ta nacin lazje
zberemo vecje Stevilo vzorcev, kar pomeni mocnejSo statisticno podporo rezultatov
(Vercelli, 2008).

Zgoraj opisan naCin analize za ugotavljanje vzro¢nih mutacij, ki povzrocijo nastanek
bolezni smo uporabili v nasi raziskavi. Uporabili smo vzorec bolnikov, pri katerih smo
ugotavljali alele SNP-jev in njihovo znacilno pogostnost pojavljanja pri bolnikih z
razli¢nimi stopnjami izraZanja astme.

2.5.3 Asociacijske Studije na celotnem genomu

Asociacijske S$tudije na celotnem genomu (angl. Genome-wide association studies;
GWAS) so trenutno najobetavnej$a metoda za Studije genetike astmatikov. GWAS
omogoca pregled stotine vzorcev, pri ¢emer vsakemu lahko dolo¢imo tisoce oznacevalcev
SNP, ki se nahajajo v celotnem ¢loveskem genomu. Na voljo so algoritmi s katerimi lahko
obdelamo mnoZico rezultatov. Z GWAS lahko dolo¢imo majhna obmo¢ja na kromosomibh,
ki omogocajo hitro detekcijo rizicnih genov. Hkrati pa je pomembna prednost Studij
GWAS tudi v tem, da lahko zaznamo gene, ki imajo na pove€anje tveganja za nastanek
bolezni le majhen vpliv (Szalai in sod., 2008).
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2.6 1ZBRANI GENI ZA ANALIZO
2.6.1 Interlevkin 18

Interlevkin 18 (angl. interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor; IL18)) kodira
interferon gama spodbujajoci faktor, ki sodi v druzino citokinov IL1. IL18 deluje kot
spodbujevalec na celice T in na celice naravne ubijalke, da pri¢nejo proizvajati interferon
gama (angl. interferon gamma; IFNy). Ob odsotnosti I1L12 pa naj bi usmerjal imunski
odziv v smer celic Th2. Ti dve vlogi nakazujeta imunomodulatorno vliogo 1L18. Pri vnetjih
prihaja do prekomernega nastajanja IL18 (Muhl in Pfeilschifter, 2004).

IL18 ima pomembne vloge pri kroni¢nih vnetjih in Stevilnih infekcijah, saj ojaci prirojen
imunski odziv ter stimulira pridobljen imunski odziv, in sicer poveca delovanje celic Thl
in Th2 (Harada in sod., 2009). Po prvi spodbudi z antigenom izdelujejo celice T
pomagalke predvsem IL2. Nadaljnje antigensko spodbujanje teh celic usmeri njihovo
diferenciacijo v celice ThO, ki izdelujejo Stevilne citokine. Scasoma se celice ThO
diferencirajo v podvrste Thl ali Th2, ki imajo razmeroma omejen izbor citokinov, ki jih
izlo¢ajo. Zato tudi razli¢no vplivajo na imunski odziv (Gushchinin sod., 1994). Celice Th2
proizvajajo IL4, IL5 in IL13, Celice Thl pa IFNy in IL2. IL18 proizvajajo imunske in
druge celice, kot so monociti in bronhialne epitelne celice. Sprva so mu pripisovali le
vlogo spodbujanja nastajanja IFNy v celicah Thl, zadnje raziskave pa mu pripisujejo tudi
spodbujanje nastajanja IL4 in 1L13 (Harada in sod., 2009).

Na misjih modelih so pokazali, da vnos antigena in IL18 stimulira celice Th1, kar povzroci
resna vnetja dihalnih poti preko IFNy in IL13. Pri ljudeh je povefano nastajanje IFNy
povezano z resnostjo astme. Porocali so tudi o povefanem izrazanju in serumskih
koncentracijah 1L18 pri alergijskih boleznih (Harada in sod., 2009).

Harada in sod. (2009) so pokazali, da alel G v rs5744247 poveca aktivnost prepisovanja
mRNA v normalnih humanih bronhialnih celicah, ¢emur pravimo alelno specificen uc¢inek
na prepisovanje mRNA. Po izpostavljenosti lipopolisaharidom so osebe homozigotne za
alel G kazale povecano izrazanje mRNA IL18 v monocitih. Genetske razli¢ice v genu 1L18
torej vplivajo na serumske koncentracije IL18. V raziskavi so odkrili tudi pozitivno
soodvisnost med genotipom rs5744247 in stopnjo izrazanja astme (p=0,036).

Gen IL18 obsega Sest eksonov in se razteza preko 19,5 kb (Kalina in sod., 2000). Lociran
je na 11922.2-q22.3 (OMIM; 2010). SNP rs5744247 C>G se nahaja v intronu in je
transverzijska zamenjava (Applied Biosystems, 2010). Odsek zaporedja z rs5744247 v
IL18 in genska organizacija so prikazani na sliki 2.
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13574424

IL18

CTAATCGTGCCCTTTAGGAAGGACT[C=G]GCTTCATCCTTCTCTTACAACCAGT

+
e
23]

Slika 2: Lega preucevanega SNP-ja rs5744247 v IL18 (Applied Biosystems, 2010).

2.6.2 Interlevkin 33

IL33 sodi v druzino IL1 in je izrazen po pred-vnetnem drazljaju v mnogih celicah. V
okolico naj bi se sprostil po celi¢ni lizi. Receptor za IL33 je sestavljen iz membransko
vezanega receptorja ST2 (angl. interleukin 1 receptor-like 1; ST2) in receptorskega
proteina IL1. ST2 sodi v druzino Toll-u podobnih receptorjev. Ta receptor je izraZen
predvsem na povrsini celic Th2 in na mastocitih. IL33 $¢iti pred helmintskimi okuzbami in
vzpodbuja imunski odziv Th2 in na ta nacin povecuje tveganje za nastanek astme.

MRNA IL33 je izrazena v mnogih organih in celicah. IL33 je najbolj izrazen v fibroblastih,
epitelnih in endotelnih celicah. Ob odstotnosti pred-vnetnega drazljaja se 1L33 nahaja v
jedru, kar omogoda zaporedje aminoterminalnega konca proteina. Sele celi¢na nekroza
omogoca sproscanje IL33, vendar mehanizmi S$e niso znani. Nekroza, kot posledica
prisotnosti toksinov, stresa ali poSkodbe celice vkljucuje izgubo integritete celi¢ne
membrane in posledi¢no zlitje vsebine celice v okolje. Ta oblika celi¢ne smrti se obic¢ajno
pojavi kot posledica vnetij (Liew in sod., 2010).

IL33 wvpliva na celice, ki izrazajo ST2. To so celice Th2, medtem ko celice Thl tega
receptorja ne izrazajo (Xu in sod., 1998). Izpostavljanje celic Th2 IL33, je povzrocilo
povecano nastajanje IL5 in IL13, poleg tega pa izpostavljanje prekurzorskih celic T 1L33
polarizira te celice tako, da pri¢nejo proizvajati ILS in IL13 brez prisotnosti 1L4
(Kurowska-Stolarska in sod., 2008). IL33 je pomemben kemoatraktant, saj privla¢i celice
Th2, tako in vivo kot in vitro. Ne nazadnje 1L33 poveca nastajanje citokinov celic Th2 in
Th1l (Smithgall in sod., 2008). IL33 ojaci nastajanje dejavnika tumorske nekroze (angl.
Tumor Necrosis Factor; TNF) v makrofagih po izpostavljanju lipopolisaharidom
(Espinassous in sod., 2009). I1L33 z vplivanjem na povecano nastajanje IL13 polarizira
alternativno aktivirane makrofage, da proizvajajo ve¢ CCL17 (angl. Chemokine (C-C
motif) ligand 17 ) in CCL24 (angl. Chemokine (C-C motif) ligand 24), kar poveca tveganje
za vnetje dihalnih poti (Kurowska-Stolarska in sod., 2009).

Pri astmatikih so odkrili povecano izraZzanje IL33 v primerjavi z zdravimi kontrolami
(Prefontaine in sod., 2009). Na misjih modelih z astmo so opazili eozinofilno vnetje in
prekomerno odzivnost dihal po vnosu IL33 neporedno v plju¢a (Kondo in sod., 2008).
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Gen L33 obsega sedem eksonov in se razteza preko 16 kb. Lociran je na 9p24.1 (OMIM,
2010). SNP 157025417 C>T se nahaja v intergenskem obmocju in je tranzicijska
zamenjava (Applied Biosystems, 2010). Odsek zaporedja s polimorfizmom rs7025427 in
genska organizacija 1L33 je prikazana na sliki 3.

l r37025417

LR

AAGTATAACAAAACAGTCTCAGAAC[C=T]TCAGTACCAGTATTTCCACTATCT

Slika 3: Lega preucevanega SNP-ja rs7025417 v 1L33 (Applied Biosystems, 2010).

Polimorfizem v 1L33 je bil izbran na podlagi pogostnosti alelov v zbirki podatkov
HapMap, saj predhodno $e ni bilo objavljene nobene genetske analize tega gena, kljub
mnogim ¢lankom, ki omenjajo povezavo IL33 z astmo. V bazi podatkov HapMap najdemo
mnogo razlicnih SNP-jev odkritih pri genomskih analizah pri razli¢nih populacijah ljudi.
Prikazane so pogostnosti genotipov in alelov posameznih polimorfizmov, ki so znacilne za
posamezno populacijo. Alel rs7025417 smo izmed mnogih za analizo izbrali zaradi visoke
stopnje heterozigostnosti, ki pomeni visjo informativnost. Pogostnosti alelov in genotipov
rs7025417 razli¢nih populacij so prikazane v preglednici 2.

Preglednica 2: Pogostnosti genotipov in alelov rs7025417 v razli¢nih populacijah iz baze podatkov HapMap.

Populacija Pogostnosti genotipov Pogostnosti alelov
SW (A) TT 0,62 CT 0,36 CC 0,02|T 0,802 C 0,198
CEU(C) |TT 0553 CT 0,42 CC 0,05|T 0,739 C 0,261
CHB(H) |TT 0,31 CT 044 CC 025|T 053 C 047
CHD (D) |TT 0,35 CT 0,44 CC 0,21|T 0,571 C 0,429
GIH(G) |TT 057 CT 0,36 CC 0,07|T 0,75 C 0,25
JPT (J) TT 0,24 CT 0,44 CC 0,31|T 0,465 C 0,535
LWK (L) |TT 0,73 CT 0,24 CC 0,02|T 0,856 C 0,144
MEX (M) |TT 0,72 CT 028 CC 0 |T 086 C 0,14
MKK (K) |TT 0,62 CT 0,34 CC 0,04|T 0,79 C 0,21
TSI (T) TT 0,67 CT 0,28 CC 0,05|T 0,812 C 0,188
YRI(Y) |TT 0,65 CT 0,32 CC 0,04|T 0,805 C 0,195

Legenda:

SW (A)  Prebivalci z afriskimi predniki v jugozahodni ZDA

CEU (C) Prebivalci Utaha, ki imajo prednike iz severene in zahodne Evrope
CHB (H) Kitajci iz Pekinga

CHD (D) Kitajci iz Denverja

GIH (G) Indijanci iz Houstona

JPT (J) Japonci iz Tokia
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LWK (L) Kenijci iz Webuya

MEX (M) Prebivalci z mehiskimi predniki iz Los angelesa
MKK (K) Masaji iz Kinyawe

TSI(T)  Prebivalci Toskane

YRI (Y)  Prebivalci iz Ibdaba

2.6.3 Signalizacijski dejavnik in aktivator prepisovanja 6

Signalizacijski dejavniki in aktivatorji prepisovanja (angl. signal transducer and activator
of transcription; STAT) so proteini, ki delujejo kot transkripcijski dejavniki. Signal
prenasajo iz izvencelicnega okolja v jedro. Motnje regulacije signaliziranja proteinov
STAT povzrocajo alergijske bolezni. Proteini STAT se aktivirajo s fosforilacijo
ohranjenega tirozinskega ostanka, kar povzroci spremembo v tridimenzionalni strukturi,
kar omogoc¢i dimerizacijo in prenos dimera v jedro. Ta v jedru deluje kot transkripcijski
dejavnik. Signal za fosforilacijo je obi¢ajno vezava citokinov na receptorje na povrsini
celice. STAT6 poleg fosforilacije zahteva Se sodelovanje nedavno odkritega kofaktorja
imenovanega CoaSt6. Prehod proteinov STAT iz citoplazme v jedro je kljuc¢en za njihovo
funkcijo. Ker je aktivacija proteinov STAT vpletena v mnoge poti pri razvoju alergijskih
bolezni in vnetij bi ta prehod lahko izrabili kot taro za zdravljenje (Weiguo in Hersey,
2007).

STATG6 oziroma signalizacijski dejavnik in aktivator prepisovanja 6 je kljuéni regulator z
alergenom induciranih vnetij dihalnih poti, saj ima pomembne vloge pri uravnavanju Th2
mehanizmov, nastajanju kemokinov in povecani odzivnosti dihalnih poti. STAT6 namrec
spodbuja stevilne gene vpletene v alergijsko vnetne procese, kamor sodita arginaza | in P-
selektin. STAT6 regulatorne mehanizme uravnavata predvsem IL4 in IL13, medtem ko
IFNy zavira STAT6 odvisno izrazanje genov (Chen in Hershey, 2007). IL4 in IL13 se
vezeta na receptor na povrsini celic T in inducirata aktivacijo Janusove tirozin kinaze. Le-
ta nato fosforilira znotrajceliéni STAT6, kar povzro¢i tvorbo homodimera STAT6. Ta
lahko potuje v jedro, kjer se veze na specifi¢na genska obmocja promotorjev induciranih z
IL4 in IL13. Tako so aktivirane klju¢ne tarce za sintezo IgE.

Na misjih modelih so dokazali, da je STAT6 kljucen za razvoj alergijskega vnetja dihalnih
poti ob akutni izpostavljenosti alergenu, medtem ko kroni¢na vnetja uravnava le delno
(Trifilieff in sod., 2000). Studije na misjih modelih katerim je manjkal gen STAT6 so
pokazale, da so bile te misi nesposobne preklopa v IgE in niso bile sposobne diferenciacije
prekurzorskih celic T v celice Th2 (Schedel in sod., 2004).

Schedel in sod. (2009) so pokazali, da polimorfizem v intronu gena STAT6 deluje kot
regulatorni element. Polimorfni alel T v rs324011, ki je bil ze v prejsnjih Studijah povezan
s poviSanimi stopnjami IgE, poveca aktivnost promotorja STAT6 in vitro v primerjavi z
alelom C. Ta efekt kaze na to, da se s prisotnostjo alela T tvori vezavno mesto za
transkripcijski dejavnik t.i. jedrni faktor kB v celicah T. Posledi¢no so bile zaznane
povisane stopnje IgE. Povezavo alela T z astmo so potrdili tudi Kabesch in sod. (2006).
Polimorfizem rs324011 gena STAT6 je bil v Studijah astmatikov povezan s poviSanimi
stopnjami IgE. Kot rizien alel se navaja alel T (Weidinger in sod., 2004).
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Gen STAT6 se razteza skozi 19 kb, obsega 23 eksonov in se nahaja na 1293 (OMIM,
2010). SNP rs324011 C>T se nahaja v intronu in je tranzicijska zamenjava (Applied
Biosystems, 2010). Odsek zaporedja DNA z rs324011 in genska organizacija STAT6 je
prikazana na sliki 4.

| =

TCCCATAGATAGCCCTCCTAGGGAC[C=>T]GTCCCCACCACCACTCATGGCCAG

Slika 4: Lega preucevanega SNP-ja rs324011 v genu STAT6 (Applied Biosystems, 2010).
2.6.4 Receptor za tromboksan A2

Tromboksan A2 (angl. thromboxane A2; TBXA2) se tvori iz arahidonske kisline, ob
sodelovanju ciklogenaznih encimov. TBXA2 vpliva na kréenje bronhialnih gladkih misic,
spodbuja delitve celic bronhialnih gladkih miSic in povecuje pritrjanje in zdruzevanje
trombocitov (Rolin in sod., 2006).

Receptorji za tromboksan A2 (angl. thromboxane A2 receptor; TBXAZ2R) se nahajajo na
celicnih membranah in na znotrajceli¢nih strukturah. So transmembranski G-protein
vezavni receptorji. Receptorji TBXA2R se lahko vezejo z razlicnimi G-proteini iz vsaj
Stirth druZin in so posledicno udeleZzeni v mnogih celicnih odzivih. Sodelujejo pri
organizaciji citoskeleta, aktivaciji integrinov in kinaz, vpleteni pa naj bi bili tudi v sintezo
DNA, celi¢ne delitve in celicno smrt. Aktivacija vseh teh poti je posledica drazenja
receptorjev TBXAZ2R, vendar je aktivacija posamezne poti tkivno in celi¢no specifi¢na.
Obstajata dve izoformi receptorjev TBXAZ2R. a-izoforma je sestavljena iz 343 AK in f-
izoforma, ki ima podalj$ano C-terminalno citoplazemsko domeno in je sestavljena iz 407
AK. Obe izoformi imata enakih prvih 329 AK. Izrazanje posamezne oblike je celi¢no
specificno (Huang in sod., 2003).

Receptorje TBXA2R najdemo v razlicnih tkivih in celicah. Nekatera tkiva izraZajo
povecano Stevilo le-teh, na primer pljuca, moZgani, timus, ledvice, uterus in placenta
(Halushka, 2000). TBXA2 in TBXA2R sta vpletena v kr¢enje dihalnih gladkih miSic in v
nastajanje acetilholina, zato imata pomembno vlogo pri bronhialnem vnetju in povecani
odzivnosti (Hong, 2004). TBXA2 naj bi bil vpleten v patogenezo razli¢nih bolezni,
vkljuéno z bronhialno astmo (OMIM, 2010). TBXAZ2R je vkljucen tudi v prostaglandinsko
in leukotriensko sintezo in ima razlicne fizioloSke oziroma patofizioloske vplive v
alergijah, imunskem odgovoru, aterosklerozi in neovaskularizaciji (Nakahata, 2008).

Wenzel in sod. (1991) so odkrili povisane stopnje TBXAZ2 v dihalih astmatikov po
izpostavljenosti alergenu. Nekaj drugih Studij je pokazalo poviSane koncentracije tega
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metabolita tudi v bronhoalveolarni tekocini, urinu in plazmi astmatikov (Kumlin in sod.,
1992). Aktivacija receptorjev s TBXA2 vodi do vstopanja kalcija v celice, kar povzroci
kréenje dihalnih poti (Hall, 2000). Receptor TBXA2R doprinese tudi k nenormalnemu
povecanju Stevila celic bronhialnih gladkih miSic in preoblikovanju dihalnih poti, ki se
pojavi kot odziv na kroni¢no vnetje dihalnih poti pri astmi (Vignola in sod., 2003).
Zdravljenje z antagonisti TBXA2R se je pokazalo kot uspeSno, saj se je zmanjSala

bronhialna povecana odzivnost, hkrati pa se je dalo uspe$no uravnavati simptome astme
(Hoshino in sod., 1999).

TBXAZR je bil proucevan v japonski in korejski populaciji, kjer so odkrili da so nekateri
SNP-ji mo¢no povezani z astmo in s koncentracijami IgE v krvi (Ober in Hoffjan, 2006;
Kim in sod., 2008). Ravno tako so odkrili povezavo nekaterih polimorfizmov z astmo v
kavkaski populaciji (Daley in sod., 2009).

Gen TBXAZ2R je v genomu prisoten v eni kopiji in se razteza preko 15 kb. Obsega tri
eksone, ki so razdeljeni z dvema intronoma in se nahaja na 19p3.3 (OMIM, 2010). SNP
rs3786989 C>G se nahaja v intronu in je transverzijska zamenjava SNP rs8113232 A>G se
nahaja v eksonu, je tranzicijska zamenjava in je sinonimna zamenjava oziroma tiha
mutacija (Applied Biosystems, 2010). Odsek zaporedja s polimorfizmom rs3786989 in
rs8113232 in genska organizacija v TBXAZR je prikazana na sliki 5.

| =)

TGGGGAGAGGTGTGGACCCAAGATC[C=G]CTTTTCGATGTTGAATAACTCCAG

|

(- -

ACAAAGTGGACATGCAGAAGCTCCT[A=G]GGGGGTCAGATAGGCCTGGAGG

Slika 5: Lega preucevanih SNP-jev rs3786989 in rs8113232 v TBXA2R (Applied Biosystems, 2010).

2.6.5 Orozomukoidu 1 podoben protein 3 (S. cerevisiae)

Orozomukoidu 1 (ORM1) podobni proteini 3 (S. cerevisiae) (angl. ORM1-like 3 (S.
cerevisiae); ORMDL3) kodirajo transmembranske proteine endoplazmatskega retikuluma,
ki so visoko izrazeni v limfocitih, kar bi lahko nakazovalo na imunoloski aspekt povezan z
astmo (Tavendale, 2008). Sicer funkcija ORMDL3 do sedaj Se ni znana.

ORMDL3, kot rizi¢ni gen za nastanek astme so odkrili Moffatt in sod. (2007) z analizo
GWAS, Kkjer so preucevali ve¢ kot 317000 SNP-jev pri 994 astmatikih in 1243 zdravih
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kontrolah. Potrdili so visoko povezanost genskega odseka 17921 z astmo pri otrocih.
Povezavo z astmo so potrdili Se na dveh neodvisnih populacijah otrok. Medtem pa Wjst
(2008) dvomi, da je podatkov dovolj, da lahko zagotovo trdimo, da je ravno ORMDLS3 tisti
gen, ki naj bi bil povezan z astmo. Opozarja tudi na to, da se nobeden od SNP-jev iz
Moffattove Studije dejansko ne nahaja v genu ORMDL3. Rogers in sod. (2009) so pri
prouc¢evanju SNP-jev v ORMDL3, odkrili rizi¢en alel C za pojav astme (p=0,04) v SNP-ju
rs4795405.

Gen ORMDL3 obsega tri eksone in se razteza vsaj preko 2kb. Nahaja se na 17¢g21.1
(OMIM, 2010). SNP rs4795405 C>T se nahaja v intergenskem obmocju in je tranzicijska

zamenjava (Applied Biosystems, 2010). Odsek zaporedja s polimorfizmom rs47954052 in
genska organizacija v ORMDLS je prikazana na sliki 6.

l 34795405

CTCTGTGCTTCAGTTACCTCGTTGC[C-T]AAAAGAATTGGCAAGTGACACTGG

Slika 6: Lega preudevanega SNP-ja rs4795405 v ORMDLS3 (Applied Biosystems, 2010).
2.6.6 Vaskularni endotelni rastni dejavik A

Vaskularni endotelni rastni dejavnik A (angl. vascular endothelial growth factor A;
VEGFA) je regulator vaskularne angiogeneze oziroma oziljanja in vaskularne
permeabilnosti za vodo in proteine. Ena od znacilnosti astmatikov je rast in tvorba novih
veziklov. Pri bolnikih so odkrili povisane stopnje VEGFA v primerjavi z zdravimi
kontrolami. Povecana vaskularizacija bronhialne mukoze astmatikov je povezana s
povecano koli¢cino VEGFA pozitivnih celic, kar nakazuje na vlogo VEGFA v patogenezi
astme. Glavni producenti VEGFA so makrofagi, celice CD34+ in eozinofilci. PoviSane
stopnje VEGFA so v negativni korelaciji s stopnjo obstrukcije dihalnih poti in v pozitivni
korelaciji z vaskularno permeabilnostjo. Povecana permeabilnost naj bi bila povezana tudi
s povecanim kréenjem dihalnih poti astmatikov ob naporu. VEGFA naj bi bil povezan tudi
s preoblikovanjem dihalnih poti (Chetta in sod., 2005; Papaioannou in sod., 2006). Studije
so pokazale, da je odstotek veziklov v bronhialni mukozi vi$ji pri astmatikih v primerjavi z
zdravimi kontrolami (Li in Wilson, 1997). Izrazanje VEGFA je regulirano z mnogimi
faktorji, kot so: lipopolisaharidi, rastni faktorji, hipoksijo, citokini in drugimi (Lachheb in
sod., 2008). VEGFA proizvajajo epitelne celice in celice Th2, kar spet nakazuje na kljucno
vlogo celic Th2 pri vnetjih (Lee in sod., 2004).

Sharma in sod. (2009) so odkrili statisticno znacilno povezavo gena VEGFA oziroma
natancneje SNP-ja rs833058 z astmo. Kot rizi¢en se je izkazal alel T. To so potrdili v dveh
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neodvisnih populacijah. Ta SNP je bil povezan Se s pove¢ano odzivnostjo dihal, kjer so
nosilci alela T v obeh preuevanih populacijah kazali poveCano odzivnost. Pri
polimorfizmu rs2146362 so ugotovili razlicno odzivnost bolnikov na zdravljenje s
kortikosteroidi glede na alelno razli¢ico. Nosilci alela A so se na zdravljenje odzivali bolje
v primerjavi z tistimi, Ki niso nosilci alela A.

Gen VEGFA obsega osem eksonov in se nahaja na 6p12 (OMIM, 2010). SNP rs833058
C>T se nahaja v intergenskem obmocju in je tranzicijska zamenjava. SNP rs2146362 A>C
se nahaja v intronu in je transverzijska zamenjava (Applied Biosystems, 2010). Odsek
zaporedja s polimorfizmom rs833058 in rs2146323 in genska organizacija v VEGFA je
prikazana na sliki 7.

l r3833038 l r32146323

el
.
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EY
B

TGGTGCTGAGCCCCAGATTTCACCA[C-TITAGTGCTAGATTTCTTTGAGTTAA
GGACTTACGTTAGATTTTGGAAGGA[A=CITTGCCTGATTCGGAAGCTCCAAA

Slika 7: Lega preucevanih SNP-jev rs833058 in rs2146362 v VEGFA (Applied Biosystems, 2010).

2.6.7 Hitinazi 3 podoben protein 1

Hitinazi 3 podobni protein 1 YKL40 (angl. human cartilage glycoprotein-39), katerega
kodira CHI3L1 (ang. Chitinase 3-like 1; CHI3L1) nima hitinazne aktivnosti, vendar se
veze na hitin in je povezan z vnetji in preoblikovanjem tkiva (Johansen, 2006). Pri
astmatikih so odkrili poviSane stopnje serumskega YKL40, ki so v korelaciji s stopnjo
izrazanja astme in pljuéno funkcijo (Chupp in sod., 2007). Ober in sod. (2008) so v
rs4790928 gena CHI3L1 opazili znacilno povezavo alela C s fenotipom astmatika
(p=0,047) in povecano bronhialno obcutljivostjo (p=0,002).

Gen CHI3L1 obsega deset eksonov in se razteza preko osem kb. Lociran je na 1g32.1
(OMIM, 2010). SNP rs4950928 C>G se nahaja v 5' neprevedljivi regiji (UTR; angl.
untranslated region) in je transverzijska zamenjava (Applied Biosystems, 2010). Odsek
zaporedja s polimorfizmom rs4950928 in genska organizacija v CHI3L1 je prikazana na
sliki 8.
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l 4950628
R ¥ i

CHIZLI

ATATACCTGTCCCACTCCACTCCCC[C=GJACGCGGCAAACCAGCCCTTITTATG

Slika 8: Lega preucevanega SNP-ja rs4950928 v CHI3L1(Applied Biosystems, 2010).
2.7 VERIZNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM CASU

Za izvedbo verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢asu TagMan® potrebujemo poleg
dveh zacetnih oligonukleotidov Se fluorescentno oznaceno alelno specificno sondo. Sonda
je enoverizni oligonukleotidni odsek DNA, ki se komplementarno prilega tarcni sekvenci,
ki jo pomnozujemo. Na 5" koncu je oznacena z reporterskim fluorescentnim barvilom
(FAM, VIC, JOE), na 3" koncu pa z duSilcem. Uporabljamo lahko sonde oznacene s
TAMRA fluorescentnim dusilecem in sonde oznacene z MGB (angl. minor groove binder)
nefluorescentnim dusilcem. Sonde MGB vsebujejo dodatno molekulo, ki stabilizira zadnjih
pet do Sest baznih parov na 3' koncu sonde. TAMRA sonde so dolge med 20 in 30 baznih
parov, sonde MGB so do deset nukleotidov krajSe. Zaradi krajSe dolzine sond MGB in
posledi¢no krajSih pomnozkov, z njimi dosezemo boljSo ucinkovitost pomnozevanja.
Sonde MGB imajo sedem do deset °C vi§je temperature prileganja od zacetnih
oligonukleotidov in so zato bolj specificne (Valasek in Repa, 2005).

Ko je sonda intaktna prihaja do fluorescentnega resonancnega prenosa energije i1z
reporterskega barvila na dusilec. Po prileganju in zacetku podaljSevanja 5 eksonukleazna
aktivnost polimeraze povzroci hidrolizo sonde, obe barvili pa se sprostita v raztopino. Ko
sta barvili loCeni pride do ireverzibilnega porasta fluorescence reporterja. Fluorescenca
reporterja tako naras¢a sorazmerno z nastajanjem produkta PCR (Arko, 2004; Heid in

sod., 1996).

Kopicenje produkta PCR zaznamo neposredno s spremljanjem povecanja fluorescence
reporterja samo e je taréno zaporedje komplementarno sondi. V nasprotnem primeru ne
pride do hidrolize in tako ostaneta reporter in dusilec blizu in posledi¢no ni signala
(Germer in Russell, 2008).

2.7.1 Test alelne diskriminacije

Test alelne diskriminacije je hkratna reakcija PCR, saj v eni reakciji potrebujemo par
zacetnih oligonukleotidov in par sond. Prisotnost dveh zacetnih oligonukleotidov in dveh
sond nam omogoca dolocitev dveh razliénih nukleotidov na dolo¢enem mestu tarnega
zaporedja, kar oznacujemo kot SNP. Rezultate pridobimo po koncani reakciji PCR.

Za vsak vzorec v testu alelne diskriminacije potrebujemo par sond oznaenih z razlicnima
fluorescentnima reporterjema, ki se prilegata na taréno sekvenco, ki vklju¢uje SNP. Ce



Balanti¢ M. Vpliv izbranih polimorfizmov na stopnjo izrazanja astme pri otrocih. 17
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

zelimo loc¢iti med dvema aleloma potrebujemo dve sondi, od katerih se ena ujema z prvim
alelom in druga z drugim alelom. Sondi sta oznadeni z razli¢nimi barvili, ena z VIC® in
druga s FAM ™ z merjenjem povecanja intenzitete fluorescence posameznega barvila
pridobimo informacije o homozigotnosti oziroma heterozigotnosti SNP-ja. Ce se poveéa le
fluorescenca barvila VIC® je vzorec homozigot za prvi alel, e se poveta le fluorescenca
barvila. FAM ™ je vzorec homozigot za drugi alel. V primeru da narasteta oba
fluorescencéna signala je vzorec heterozigot za preiskovana alela. Osnova reakcije alelne
diskriminacije je prikazana na sliki 9.
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Slika 9: Shematski prikaz poteka reakcije alelne diskriminacije (Allelic Discrimination..., 2007).

Za izvedbo alelne diskriminacije potrebujemo tar¢no DNA, kjer zelimo dolociti alelno
razli¢ico nekega SNP-ja. DNA mora biti ustrezne kvalitete, in sicer A260/A280 mora biti
visja od 1,7 in ne sme vsebovati inhibitorjev PCR. Koncentracija DNA mora biti okrog 10
ng/ul. Potrebujemo tudi negativno kontrolo (angl. Non Template Control; NTC), kjer je
namesto DNA v enaki koli¢ini dodana voda. NTC kaze signal ozadja, hkrati pa omogoca
zaznavanje morebitne kontaminacije, ki bi lahko dala lazno pozitiven signal. Za izvedbo
potrebujemo $e TagMan® Universal PCR Master Mix in SNP Genotyping Assay (Allelic
Discrimination..., 2007).

Po koncani reakciji se nam rezultati izrisejo v obliki prikazani na sliki 10.
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Slika 10: Prikaz rezultatov alelne diskriminacije.
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 POPULACIA OTROK ASTMATIKOV

Analizirali smo 167 otrok iz okolice Maribora. Vsi otroci prihajajo iz enakega okolja, kar
omogoca zmanjSanje genetske raznolikosti in na ta nacin izboljSa kvaliteto Studije. V
raziskavo je bilo vklju¢enih 151 otrok z razlicnimi stopnjami izrazanja astme in 16 otrok
pri katerih je obstajal sum na astmo, a ta ni bila dokazana. 37 otrok ima hudo obliko astme,
68 zmerno, 46 blago obliko. Pri 16 otrocih je obstajal sum na astmo, a ta ni bila klini¢no
dokazana. 54 % preucevanih otrok je bilo moskega spola in 45 % Zenskega spola.
Povprecna starost otrok je bila 13,4 + 2.9 let.

3.2 1ZOLACIA DNA

DNA smo izolirali iz krvi s kompletom QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Nemcija) po
sledecem protokolu. Postopek izolacije DNA je prikazan na sliki 12.

V 1,5 ml mikrocentrifugirko smo odpipetirali 200 pl vzorca krvi.

Dodali smo 20 pl proteinaze K in 15 s mesali na vibracijskem mesalniku (angl. vortex).

Dodali smo 200 pl pufra AL in 15 s mesali na vibracijskem mesalniku.

Nato smo 10 min inkubirali pri 56 °C in kratko centrifugirali, s ¢cimer smo odstranili

kapljice na pokrovcku.

5. Dodali smo 200 pl 100 % etanola in 15 s mesali na vibracijskem mesalniku in nato Se
kratko centrifugirali.

6. 500 pl meSanice smo nanesli na QIAamp Mini kolono in namestili na zbiralno
mikrocentrifugirko ter nato centrifugirali pri 6000xg 1 min. Kolono smo nato namestili
na Cisto zbiralno mikrocentrifugirko.

7. Na kolono smo dodali 500 ul pufra AWI in centrifugirali pri 6000xg 1 min. Kolono
smo nato namestili na ¢isto zbiralno mikrocentrifugirko.

8. Na kolono smo nanesli 500 pl pufra AW2 in centrifugirali pri 14000xg 3 min. Kolono
smo nato namestili na ¢isto zbiralno mikrocentrifugirko in centrifugirali 1 min pri polni
hitrosti.

9. Kolono smo namestili na ¢isto zbiralno mikrocentrifugirko in dodali 100 ul pufra AE.

10. Na koncu smo vzorce inkubirali 1 min pri sobni temperaturi in nato pri 6000xg

centrifugirali 1 min.

NS

Vzorce izolirane DNA smo shranili pri —30 °C (QIAamp®.. ., 2007).
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Slika 11: Protokol za izolacijo DNA.
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3.3 PRIPRAVA REAKCIJSKE MESANICE ZA ANALIZO
3.3.1 Material

TagMan® Universal PCR Master Mix (2%)

SNP Genotyping Assay Mix (20%)

Voda brez nukleaz (Nuclease free water)

Mikrotitrska plosca, centrifuga, pipete, nastavki za pipete, vibracijski mesalnik.

3.3.2 Postopek dela

Izolirano DNA smo 25x redc¢ili, ker za izvedbo reakcije potrebujemo DNA s koncentracijo
okrog 10 ng/ul. 4 ul DNA smo red¢ili v 96 ul sterilne vode brez nukleaz in jo premesali na
vibracijskem mesSalniku. Nato smo si pripravili reakcijsko meSanico. Ta je bila sestavljena
iz 2x TagMan® Universal osnovne zmesi PCR (Applied Biosystems) in zmesi 20x SNP
Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems), ki je bil specifi€¢en za dolocanje tarcnega
alela. V preglednici 3 je navedena sestava reakcijske meSanice.

Preglednica 3: Sestava rekacijske meSanice za reakcijo alelne diskriminacije.

Reagenti Ena reakcija | Reakcijska meSanica
TagMan® Universal PCR Master Mix S5ul 500 pl
20x SNP Genotyping Assay Mix 0,5 ul 50 ul

To smo premesali na vibracijskem mesalniku in nanesli v vdolbinice mikrotitrske plosce.V
vsako vdolbinico smo nanesli 5,5 pul reakcijske mesanice in 4,5 pl ustrezno redéene DNA.
Vse analize smo delali v dveh ponovitvah. Dodali smo $e negativno kontrolo NTC, kjer
smo namesto DNA v dveh ponovitvah nanesli vodo brez nukleaz. Plos¢o smo prelepili z
zaSCitno folijo, ki preprecuje izhlapevanje vzorcev. PloS€o smo stresali v stresalniku
Eppendorf Mix Mate pri 500 obratih/min 1 min. Nato smo plos¢o centrifugirali v aparatu
Eppendorf 5810R pri 515xg 2 min.

Tako pripravljeno plos¢o smo vstavili v napravo ABI PRISM 7500 Real Time PCR
System (Sequence Detection System opremljen s programsko opremo SDS version 1.3.0),
ki je prikazan na sliki 12.
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Slika 12: ABI PRISM 7500 Real time PCR System.

3.4 IMENA GENOV

Imena genov so bila v diplomski nalogi poenotena v skladu z veljavno nomenklaturo, ki jo
predpisuje Hugo Gene Nomenclature Comitte (Hugo Gene Nomenclature Comitte, 2010).
Poenotenje je bilo potrebno, ker se v objavah pogosto uporabljajo razlicna stara imena
genov.

3.5 OBDELAVA PODATKOV
3.5.1 Hardy-Weinbergovo ravnotezje

V odsotnosti migracij, mutacij, nenakljunega parjenja in selekcije so pogostnosti
genotipov funkcija pogostnosti alelov. Ta pojav imenujemo Hardy-Weinbergovo
ravnotezje (angl. Hardy-Weinberg equilibrium; HWE) in je bil prvi¢ opisan v zadetku
dvajsetega stoletja. Takrat je bil to pomemben mejnik v zgodovini populacijskih $tudij.
Danes je doloCevanje, ali opazovane pogostnosti genotipov ustrezajo pri¢akovanim, eden
osnovnih korakov pri analizi populacij. Pri¢akovane pogostnosti drzijo za vecino populacij,
vendar lahko prihaja tudi do odstopanj.

Ce je p pogostnost alela A in g pogostnost alela a za bialelni lokus, potem je v skladu z
HWE pricakovana pogostnost za AA genotip p? za Aa genotip 2pq in za aa genotip g°.
Vsota delezev vseh treh genotipov mora biti torej ena.



Balanti¢ M. Vpliv izbranih polimorfizmov na stopnjo izrazanja astme pri otrocih. 23
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

Ocenjevanje HWE je pogosto prvi pomemben korak pri preverjanju kakovosti genetskih

studij. Test HWE predvideva, da so genotipi oseb v Studiji vzoréeni naklju¢no iz splosne
populacije (Li M. in Li C., 2008).

3.5.2 Statisti¢na analiza
3.5.2.1 Test y-kvadrat

Kadar zelimo vedeti, ali se ugotovljene pogostnosti razlikujejo od pogostnosti, ki bi jih
pricakovali na temelju hipoteze, pri statisti¢ni analizi uporabljamo test y-kvadrat. Oblika
porazdelitve je odvisna od stopinj prostosti (SP), ki so doloCene s Stevilom neodvisnih
pogostnosti v kontingen¢ni tabeli. Osnovni domnevi priredimo ni¢elno domnevo.
Posledica zavrnitve ni¢elne domneve je sprejetje osnovne domneve. Pri analizi dolo¢imo
Se interval zaupanja in kriticne meje intervala zaupanja (Adami¢, 1989). V naSem primeru
smo test x-kvadrat uporabili za izracun HWE. Izbrali smo 5 % stopnjo tveganja, torej je
interval zaupanja 95 %. Kriticna meja intervala je 3,84 pri SP = 1.

3.5.2.2 Relativno tveganje in razmerje obetov

V medicini pogosto govorimo o binarnem izidu, zato je potrebno ugotoviti e koliks$na je
povezava. Pri tem uporabljamo relativno tveganje (RR) in razmerje obetov (OR).
Relativno tveganje je razmerje tveganj v dveh skupinah, kjer je P, tveganje v prvi skupini

in P, tveganje v drugi skupini. Tveganju za nek izid p dolo¢imo vrednost za nasprotni izid

(1-p), iz razmerja teh dveh $tevil pa izracunamo obete p/(1-p). Razmerje obetov je kvocient
obetov v dveh skupinah. Pri vrednostih 1<®<w, so obeti za nek dogodek v prvi skupini
vedji kot v drugi skupini (Stare, 1998).

Razmerje obetov, intervale zaupanja in vrednosti p smo izracunali s Fisherjevim ekzaktnim
testom s pomocjo programa GraphPad Prism 5.

3.6 OZNACEVANIJE GENOV NA KARIOTIPU

Za preglednejSo predstavitev analiziranih genov, smo jih vrisali v kromosomsko karto s
pomoc¢jo aplikacije v Ensemblu (Ensembl, 2010). To smo storili po naslednjih korakih.
Najprej smo poiskali polozaj genov na kromosomih. Ti podatki so na voljo v razlicnih
podatkovnih zbirkah, mi smo jih pridobili iz zbirke Ensembl. Te podatke smo zapisali v
naslednji obliki:
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Polozaj gena (bp) Ime gena
11 112013976 112034840 IL18
12 57489195 57505161 STAT6
19 3594504 3606658 TBXA2R
17 38077294 38083854 ORMDL3
6 43737921 43754224 VEGFA
9 6215809 6257983 IL33
1 203148059 203155922 CHI3L1

Nato smo v internetnem iskalniku odprli Ensemblovo domaco stran. Izbrali smo genom
“Human” in nato v stranskem seznamu “Sample entery points — Karyotype”. Nadalje smo
izbrali “Manage your data” in nato nalozili zgoraj navedene podatke. V =zavihku
“Karyotype panel” smo nato izbrali “User attached data” in izbrali pusCice za oznaditev
naloZenih genov na kromosomski karti. Vse te nastavitve smo shranili in nato odprli prikaz
rezultatov, kateri so prikazani na sliki 13 v poglavju rezultati.
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4 REZULTATI

V okviru diplomske naloge smo analizirali devet SNP-jev na sedmih razli¢nih genih, ki bi
bili lahko znacilno povezani s patogenezo astme oziroma natanéneje s stopnjo izrazanja
astme pri otrocih. lzbrane SNP-je smo dolo¢ili 151 otrokom z razli¢nimi stopnjami
izrazanja astme (huda, zmerna, blaga) in 16 otrokom pri katerih je obstajal sum na astmo, a
ta ni bila dokazana. Z namenom zmanjSanja vplivov genetske raznolikosti so bili otroci
vkljuCeni v raziskavo vsi doma iz okolice Maribora. V raziskavo so bili vkljuceni
polimorfizmi v naslednjih genih: rs5744247 v 1L18, rs7025417 v 1L33, rs324011 v STATS,
rs3786989 in rs8113232 v TBXAZR, rs4795405 v ORMDL3, rs833058 in rs2146323 v
VEGFA in rs4950928 v CHI3L1.

Alelne variante SNP-jev posameznikov smo dolo¢ili z metodo alelne diskriminacije.
Dolo¢ili smo pogostnosti genotipov in posameznih alelov za dolocen polimorfizem pri
skupinah z razli¢énimi stopnjami izrazanja astme. Na sliki 14 so prikazani analizirani geni
in njihove pozicije na kromosomih, ki sno jih narisali s pomocjo bioinformacijskega orodja
znotraj podatkovne zbirke Ensembl.

13
CHI3L1 VEGFA IL33

il 1 el il il al é

ORMDIL3 TBXAZR

H.IS STATﬁ

Slika 13: Polozaj analiziranih genov na kromosomih.
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Z raziskavo smo dokazali da so s stopnjo izraZzanja astme povezani Stirje polimorfizmi treh
genov: rs811323 in rs3786989 v TBXAZR, rs4795405 v ORMDL3 in rs833058 v VEGFA.
Informacije o analiziranih polimorfizmih in povzetki rezultatov so prikazani v preglednici
4,

Preglednica 4: Osnovne informacije o analiziranih genih in povzetki rezultatov.

Krom- Polozaj Tip Povezava SNP-ja
Gen 0som SNP SNP-ja zamenjave Z izrazanjem astme
IL18 11 rs5744247 intron C>G transverzija ne
STAT6 12 rs324011 intron C>T tranzicija ne
TBXA2R 19 rs3786989 intron C>G transverzija zmerna/blaga
rs8113232 ekson A>G sinonimna  huda/blaga, zmerna/blaga
ORMDL3 17 rs4795405 intergensko obmodje C>T tranzicija ~ huda/zmerna, zmerna/blaga
VEGFA 6 rs833058 intergensko obmodje C>T tranzicija ~ huda/zmerna
rs2146323 intron A>C transverzija ne
IL33 9 rs7025417 intergensko obmodje C>T tranzicija ne
CHI3LL 1 rs4950928 5’ neprevedljivo obmogje obmodje C>G transverzija ne

4.1 SNP-JI IN ASTMA
4.1.1 Hardy-Weinbergovo ravnotezje

Za izracun Hardy-Weinbergovega ravnotezja smo uporabili statistiko ¥2 (¢=0,05, SP=1).
Mejna kriti¢na vrednost je 3,84. Rezultati so prikazani v preglednici 5.

Preglednica 5: Rezultati izra¢una Hardy-Weinbergovega ravnotezja.

IL18 STAT6 TBXA2R TBXAZ2R ORMDL3 VEGFA VEGFA L33 CHI3L1
Alel rs5744247 15324011 rs3786989 rs8113232  rs4795405  rs833058 rs2146323 rs7025417 rs4950928

12 6,27 0,01 1,10 0,47 0,66 0,01 0,23 0,03 0,06

Vsi genotipi, razen pri Rs5744247 v 1L18, so bili porazdeljeni skladno s Hardy-
Weinbergovim ravnoteZjem. x2 vrednosti so namre¢ pri vseh genotipih, razen pri
rs5744247 manjSe od mejne kriticne vrednosti 3,84.

4.1.2 Povezanost SNP-jev s stopnjo izraZanja astme

Genotipe bolnikov smo doloc¢ili z metodo alelne diskriminacije. Pogostnosti genotipov in
posameznih alelov astmatikov so po posameznih skupinah bolnikov podani v spodnjih
preglednicah: rs5744247 v IL18 (preglednica 6), rs7025417 v IL33 (preglednica 8),
rs324011 v STAT6 (preglednica 10), rs3786989 (preglednica 12) in rs8113232 (preglednica
14) v TBXAZ2R, rs4795405 v ORMDL3 (preglednica 16), rs833058 (preglednica 18) in
rs2146323 (preglednica 20) v VEGFA in rs4950928 v CHI3L1 (preglednica 22). Skupina
otrok pri katerih je obstajal sum na astmo, a ta ni bila klini¢no dokazana, je v preglednicah
zaradi boljSe preglednosti, navedena pod besedo izkljucena.
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Povezanost posameznega polimorfizma s stopnjo izrazanja astme, smo statisticno
ovrednotili. Primerjali smo po dve skupini bolnikov z razlicnim izrazanjem astme.
Primerjali smo pogostnosti alelov in pogostnosti zdruzenih rizicnih genotipov pri dveh
skupinah z razlicno tezo astme. Kot rizi¢ni genotipi so bili izbrani genotipi glede na
predhodne objave. Dolo¢ili smo vrednosti p, razmerja obetov in intervale zaupanja.
Rezultati so prikazani v spodnjih preglednicah: rs5744247 v 1L18 (preglednica 7),
rs7025417 v 1L33 (preglednica 9), rs324011 v STAT6 (preglednica 11), rs3786989
(preglednica 13) in rs8113232 (preglednica 15) v TBXAZ2R, rs4795405 v ORMDL3
(preglednica 17), rs833058 (preglednica 19) in rs2146323 (preglednica 21) v VEGFA in
rs4950928 v CHI3L1 (preglednica 23). Statisticno znacilne povezave so v preglednicah
oznacene krepko.

4.1.2.1 Interlevkin 18

Preglednica 6: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs5744247 v IL18 pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

1L18

rs5744247 Genotipi, n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme CC CG GG C G
Huda 1(2,7) 7(18,9) 29 (78,4) 9(12,2) 65 (87,8)
Zmerna 2(29) 17 (25,0) 49 (72,1) 21 (15,4) 115 (84, 6)
Blaga 2(44) 5 (10,9) 39 (84, 8) 9(9,8) 83(90,2)
Izkljuéena 1(6,3) 0 (0,0) 15 (93,8) 2 (6,3) 30 (93, 8)

Iz pogostnosti genotipov in alelov ni razvidnega znacilnega trenda upadanja ali nara$¢anja
skladno s stopnjo izrazanja astme. Na splo$no je najbolj pogost genotip GG pri vseh treh
oblikah astme, $e bolj pogosto se genotip GG pojavlja pri osebah pri katerih je pri katerih
je bila obstajal sum na astmo, a ta ni bila klini¢éno dokazana.

Preglednica 7: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruzenih genotipov
rs5744247 v 1L18 bolnikov z razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

IL18 C:G CC+CG:GG
rs5744247 RO (95 % 12) p RO (95 % 12) p
Huda/Zmerna 0,758 (0,33 - 1,75) 0,680 1,091 (0,01 - 12,46) 1,000
Huda/Blaga 1,277 (0,48 - 3,40) 0,627 1,636 (0,14 - 18,80) 1,000
Huda/Izkljuéena 2,077 (0,42 - 10,21) 0,498 2,400 (0,14 - 40,96) 0,517
Zmerna/Blaga 1,684 (0,73 - 3,86) 0,237 1,500 (0,20 - 11,05) 1,000
Zmerna/lIzklju¢ena 2,739 (0,61 - 12,34) 0,254 2,200 (0,19 - 25,90) 0,474
Blaga/lzklju¢ena 1,627 (0,33 - 7,96) 0,727 1,467 (0,12 - 17,37) 1,000

Povezava med stopnjo izrazanja astme in pogostnostjo alelov C in G v rs5744247 ni
statisticno znacilna.
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4.1.2.2 Interlevkin 33

Preglednica 8: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs7025417 v IL33 pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

IL33

rs7025417 Genotipi, n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izraZanja astme CcC CT TT C T
Huda 0(0,0) 9 (24,3) 28 (75,7) 9(12,2) 65 (87,8)
Zmerna 2(2,5) 18 (26,5) 48 (70,6) 22 (16,2) 114 (83,8)
Blaga 3(6,5) 15 (32,2) 28 (60,9) 21 (22,8) 71 (77,2)
Izkljucena 0(0,0) 4 (25,0 12 (75,0) 4 (12,5) 28 (87,5)

Iz pogostnosti genotipov in alelov je razviden trend naras¢anja pojavnosti alela T v skladu
s tezjimi oblikami astme. Na splo$no je pri vseh oblikah astme najbolj pogost genotip TT.

Preglednica 9: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruZenih genotipov
rs7025417 v 1L33 bolnikov z razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

IL33 C:G CC+CG: GG
rs7025417 RO (95 % 12) P RO (95 % 12) D

Huda/Zmerna 0,738 (0,36 - 1,50) 0,459 0,537 (0,03 - 8,85) 1,000
Huda/Blaga 0,706 (0,32 - 1,55) 0,426 1,636 (0,14 - 18,80) 1,000
Huda/Izkljuéena 0,837 (0,29 - 2,38) 0,801 2,400 (0,14 - 40,96) 0,517
Zmerna/Blaga 0,957 (0,47 - 1,95) 1,000 3,045 (0,27 - 34,63) 0,564
Zmerna/Izklju¢ena 1,134 (0,42 - 3,07) 0,798 4,467 (0,26 - 75,57) 0,347
Blaga/Izklju¢ena 1,185 (0,42 - 3,37) 0,787 1,467 (0,12 - 17,37) 1,000

Povezava med stopnjo izrazanja astme in pogostnostjo pojavljanja alelov C in G v
rs7025417 ni statisti¢no znacilna.

4.1.2.3 Signalizacijski dejavnik in aktivator prepisovanja 6

Preglednica 10: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs324011 v STATG6 pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

STAT6

rs324011 Genotipi, n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme CcC CT TT C T
Huda 17 (46,0) 14 (37,8) 6 (16,2) 48 (64,9) 26 (35,1)
Zmerna 24 (35,3) 35 (51,5) 9(13,2) 83 (61,0) 53 (39,0)
Blaga 12 (26,1) 24 (52,2) 10 (21,5) 48 (52,2) 44 (47,8)
Izkljucena 3(18,8) 9 (56,3) 4 (25,0) 15 (46,9) 17 (53,1)
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Iz pogostnosti genotipov in alelov je razviden trend nara$¢anja alela C skladno s stopnjo
izrazanja astme. Pri tezjih oblikah astme je alel C oziroma genotip CC pogostejsi kot pri
blazjih oblikah (slika 14).
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Slika 14: Pojavljanje alela C (%) v rs324011 pri bolnikih z razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

Preglednica 11: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruZenih genotipov

rs324011 v STAT6 bolnikov z razliénimi stopnjami izraZzanja astme.

STAT6 T:C TT+TC:CC
rs324011 RO (95 % 12) p RO (95 % 12) P

Huda/Zmerna 1,179 (0,65 - 2,12) 0,655 0,642 (0,28 - 1,45) 0,303
Huda/Blaga 1,692 (0,90 - 3,17) 0,115 0,415 (0,17 - 1,05) 0,068
Huda/Izkljuéena 2,092 (0,90 - 4,86) 0,091 0,272 (0,07- 1,12) 0,073
Zmerna/Blaga 1,436 (0,84 - 2,45) 0,219 0,647 (0,28 - 1,48) 0,315
Zmerna/Izkljudena 1,775 (0,82 - 3,85) 0,166 0,423 (0,11 - 1,63) 0,247
Blaga/Izkljucena 1,236 (0,55 - 2,77) 0,683 0,653 (0,16 - 2,70) 0,739

Povezava med stopnjo izrazanja astme in pogostnostjo alelov T in C v rs324011 ni
statisticno znacilna. Polimorfizem alela rs324011 sicer ni Statisticno znacilno povezan s
stopnjo izrazanja astme, vendar je iz pojavljanja alela C razviden trend upadanja v smeri
blazjih oblik astme (slika 15).
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4.1.2.4 Receptor za tromboksan A2

Preglednica 12: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs3786989 v TBXAZ2R pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

TBXA2R

rs3786989 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izraZanja astme CcC CG GG C G
Huda 0(0,0) 4 (10,8) 33(89,2) 4(54) 70 (94, 6)
Zmerna 1(1,5) 2(2,9) 65 (95,6) 4(2,9) 132 (97,1)
Blaga 0(0,0) 8 (17,4) 38 (82,6) 8(8,7) 84 (91,3)
Izkljucena 0(0,0) 0(0,0) 16 (100,0) 0(0,0) 32 (100,0)

Preglednica 13: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruzenih genotipov
rs3786989 v TBXAZ2R bolnikov z razli¢nimi stopnjami izraZanja astme.

TBXAZ2R G:C GG+GC:CC
rs3786989 RO (95 % 1Z) p RO (95 % 12) p
Huda/Zmerna 1,886 (0,46 - 7,77) 0,456 2,626 (0,55 - 12,43) 0,239
Huda/Blaga 0,600 (0,17 - 2,08) 0,551 0,576 (0,16 - 2,09) 0,534
Huda/Izkljucena 4,149 (0,22 - 79,42) 0,313 4,433 (0,22 - 87,39) 0,303
Zmerna/Blaga 0,318 (0,09 - 1,09) 0,072 0,219 (0,05 - 0,88) 0,027
Zmerna/Izkljucena 2,208 (0,12 - 42,07) 1,000 1,763 (0,09 - 35,87) 1,000
Blaga/Izkljugena 6,538 (0,37 - 116,60) 0,111 7,286 (0,40 - 133,80) 0,099

Polimorfizem alela rs3786989 je povezan s stopnjo izrazanja astme ko primerjamo
pogostnosti zdruzenih genotipov rizi¢nega alela G, pri ¢emer je statisticno znacilna razlika
v pogostnosti pojavljanja med zmerno in blago obliko astme. Pri primerjavi ostalih
fenotipov ni statisti¢no znacilnih razlik v pojavljanju alela G in C.

Preglednica 14: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs8113232 v TBXAZ2R pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

TBXAZ2R

rs8113232 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme AA AG GG A G
Huda 0(0,0) 5(13,5) 32 (86,5) 5(6,8) 69 (93,2)
Zmerna 0(0,0) 10 (14,7) 58 (85,3) 10 (7,4) 126 (92,7)
Blaga 1(2,2) 15 (32,6) 30 (65,2) 17 (18,5) 75 (81,5)
Izkljuc¢ena 0(0,0) 3(18,8) 13 (81,3) 3(94) 29 (90,6)

Iz pogostnosti genotipov in alelov je razviden trend narascanja alela G skladno s stopnjo
izrazanja astme. Pri teZjih oblikah astme je alel GG oziroma genotip G pogostejsi kot pri
blazjih oblikah.
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Preglednica 15: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruzenih genotipov
rs8113232 v TBXAZR bolnikov z razlicnimi stopnjami izrazanja astme.

TBXA2R G:A GG+ GA: AA
rs8113232 RO (95 % 12) p RO (95 % 1Z) p
Huda/Zmerna 0,913 (0,30 - 2,78) 1,000 0,906 (0,28 - 2,88) 1,000
Huda/Blaga 0,320 (0,11 - 0,91) 0,037 0,293 (0,10 - 0,90) 0,041
Huda/Izklju¢ena 0,701 (0,16 - 3,13) 0,695 0,677 (0,14 - 3,26) 0,685
Zmerna/Blaga 0,350 (0,15 - 0,80) 0,013 0,323 (0,13 - 0,80) 0,022
Zmerna/lIzklju¢ena 0,767 (0,20 - 2,97) 0,715 0,747 (0,18 - 3,10) 0,706
Blaga/Izkljugena 2,191 (0,60 - 8,04) 0,277 2,311 (0,57 - 9,32) 0,348

Polimorfizem alela rs8113232 je povezan s stopnjo izraZanja astme, pri ¢emer je statisti¢no
znaCilna razlika v pogostnosti pojavljanja med hudo in blago (p=0,037 pri primerjavi
pogostnosti alelov G in A; p=0,041 pri primerjavi zdruzenih rizi¢nih genotipov GG in GA)
ter zmerno in blago obliko astme (p=0,013 pri primerjavi pogostnosti alelov G in A;
p=0,022 pri primerjavi pogostnosti zdruzenih rizi¢nih genotipov GG in GA). Povezava
med stopnjo izrazanja astme in alelom rs8113232 je statisti¢no znacilna tako pri primerjavi
pogostnosti posameznega alela, kot pri primerjavi zdruzenih riziénih genotipov. Med
ostalimi fenotipi ni statisti¢no znacilnih razlik v pojavljanju alela G in A.

4.1.2.5 ORM1 podobnen protein 3 (S. cerevisiae)

Preglednica 16: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs4795405 v ORMDL3 pri bolnikih z
razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

ORMDL3

rs4795405 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme CcC CT TT C T
Huda 18 (48,7) 16 (43,2) 3(8,1) 52 (70,3) 22 (29,7)
Zmerna 16 (23,5) 35 (51,5) 17 (25,0) 67 (49,3) 69 (50,7)
Blaga 20 (43,5) 21 (43,5) 6 (13,0) 60 (65,2) 32 (34,8)
Izkljuéena 9 (56,3) 4 (25,0) 3(18,8) 22 (68,8) 10 (31,3)

Iz pogostnosti genotipov in alelov ni razvidnega znacilnega trenda upadanja ali naras¢anja
skladno s stopnjo izraZanja astme. Na sploSno je najbolj redek genotip TT pri vseh treh
oblikah astme.
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Preglednica 17: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruZenih genotipov
rs4795405 v ORMDLS3 bolnikov z razlicnimi stopnjami izrazanja astme.

ORMDL3 C:T CC+CT:TT
rs4795405 RO (95 % 12) p RO (95 % 1Z) p
Huda/Zmerna 2,434 (1,33 - 4,44) 0,004 3,778 (1,03 - 13,89) 0,040
Huda/Blaga 1,261 (0,65 - 2,43) 0,510 1,700 (0,39 - 7,32) 0,725
Huda/Izklju¢ena 1,074 (0,44 - 2,64) 1,000 2,615 (0,47 - 14,66) 0,351
Zmerna/Blaga 0,518 (0,30 - 0,89) 0,021 0,45 (0,16 - 1,25) 0,155
Zmerna/lIzklju¢ena 0,441 (0,19 - 1,00) 0,052 0,692 (0,18 - 2,73) 0,751
Blaga/Izkljugena 0,852 (0,36 - 2,02) 0,830 1,538 (0,34 - 7,04) 0,683

Polimorfizem alela rs4795405 je povezan s stopnjo izraZanja astme, pri ¢emer je statisti¢no
znaCilna razlika v pogostnosti pojavljanja alelov med hudo in zmerno (p=0,004 pri
primerjavi pogostnosti alelov C in T; p=0,040 pri primerjavi zdruzenih rizi¢nih genotipov
CC in CT) ter zmerno in blago obliko astme (p=0,021 pri primerjavi pogostnosti alelov C
in T). Povezava med hudo in zmerno astmo in alelom rs4795405 je statisti¢no znacilna
tako pri primerjavi pogostnosti posameznega alela, kot pri primerjavi zdruzenih rizi¢nih
genotipov. Povezava alela rs4795405 s pojavljanjem zmerne in blaga astme je statisticno
znacilna le pri primerjavi pojavljanja pogostnosti posameznega alela. Med ostalimi fenotipi
ni statisti¢no znacilnih razlik v pojavljanju alela C in T.

4.1.2.6 Vaskularni endotelni rastni dejavnik A

Preglednica 18: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs833058 v VEGFA pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izrazanja astme.

VEGFA

rs833058 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme CC CT TT C T
Huda 10 (27,0) 20 (54,1) 7(18,9) 40 (54,1) 34 (46,0)
Zmerna 35 (51,5) 24 (35,3) 9(13,2) 94 (69,1) 42 (30,9)
Blaga 16 (34,8) 24 (52,2) 6 (13,0) 56 (60,9) 36 (39,1)
Izklju¢ena 4 (25,0) 10 (62,5) 2 (12,5) 18 (56,3) 14 (43,8)

Iz pogostnosti genotipov in alelov ni razvidnega znacilnega trenda upadanja ali naras¢anja
skladno s stopnjo izrazanja astme. Na sploSno je alel T pogostejsi kot alel C.
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Preglednica 19: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruzenih genotipov
rs833058 v VEGFA bolnikov z razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

VEGFA T:C TT+CT:CC
rs833058 RO (95 % 12) p RO (95 % 12) p
Huda/Zmerna 0,525 (0,29 - 0,94) 0,036 2,864 (1,20 - 6,82) 0,023
Huda/Blaga 0,756 (0,41 - 1,41) 0,430 1,440 (0,56 - 3,71) 0,485
Huda/Izklju¢ena 0,915 (0,40 - 2,11) 1,000 0,900 (0,23 - 3,45) 1,000
Zmerna/Blaga 1,439 (0,83 - 2,51) 0,204 0,503 (0,23 - 1,09) 0,088
Zmerna/Izkljucena 1,741 (0,80 - 3,83) 0,211 0,314 (0,09 - 1,07) 0,093
Blaga/Izklju¢ena 1,210 (0,54 - 2,73) 0,680 0,625 (0,17 - 2,26) 0,549

Polimorfizem alela rs833058 je povezan s stopnjo izrazanja astme, pri ¢emer je statistiéno
znacilna razlika v pogostnosti pojavljanja alelov med hudo in zmerno obliko astme
(p=0,036 pri primerjavi pogostnosti alelov C in T; p=0,023 pri primerjavi pogostnsoti
zdruzenih rizi¢nih genotipov CC in CT). Povezava med stopnjo izrazanja astme in alelom
T v rs833058 je statisticno znacilna tako pri primerjavi pogostnosti posameznega alela, kot
pri primerjavi pogostnosti zdruzenih riziénih genotipov. Med ostalimi fenotipi ni
statisticno znacilnih razlik v pojavljanju alela C in T.

Preglednica 20: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs2146323 v VEGFA pri bolnikih z razliénimi
stopnjami izrazanja astme.

VEGFA

rs2146323 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme AA AC CC A C
Huda 5 (13,5) 18 (48,7) 14 (37,8) 28 (37,8) 46 (62, 2)
Zmerna 13 (19,1) 25 (36,8) 30 (44,1) 51 (37,5) 85 (62,5)
Blaga 7 (13,0) 23 (50,0) 17 (37,0) 35 (38,0) 57 (62,0)
Izklju¢ena 2 (12,5) 10 (62,5) 4 (25,0) 14 (43,8) 18 (56,3)

Iz pogostnosti genotipov in alelov je razviden minimalen trend upadanja alela C z blazjimi
oblikami astme, vendar so te razlike zelo majhne. Do razlike pride pri primerjavi
pogostnosti alela C pri astmatikih in pri otrocih pri katerih je bila obstajal sum na astmo, a
ta ni bila klini¢no dokazana.
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Preglednica 21: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruZenih genotipov
rs2146323 v VEGFA bolnikov z razli¢énimi stopnjami izrazanja astme.

VEGFA A:C AA+AC: CC
rs2146323 RO (95 % 12) p RO (95 % 12) D

Huda/Zmerna 1,014 (0,57 - 1,82) 1,000 1,297 (0,57 - 2,94) 0,679
Huda/Blaga 0,991 (0,53 - 1,86) 1,000 0,963 (0,39- 2,36) 1,000
Huda/Izklju¢ena 0,783 (0,34 - 1,82) 0,666 0,548 (0,15 - 2,04) 0,530
Zmerna/Blaga 0,977 (0,57- 1,69) 1,000 0,743 (0,34 - 1,60) 0,561
Zmerna/Izklju¢ena 0,771 (0,35 - 1,68) 0,549 0,422 (0,12 - 1,44) 0,257
Blaga/Izklju¢ena 0,7895 (0,3492 - 1,785) 0,675 0,569 (0,16 - 2,05) 0,542

Povezava med stopnjo izraZanja astme in pogostnostjo alelov A in C v rs2146323 ni
statisti¢no znacilna.

4.1.2.7 Hitinazi 3 podobnen protein 1

Preglednica 22: Pogostnosti genotipov in alelov polimorfizma rs4950928 v CHI3L1 pri bolnikih z razli¢nimi
stopnjami izraZanja astme.

CHI3L1

rs4950928 Genotipi n (%) Aleli, n (%)
Stopnja izrazanja astme CcC CG GG C G
Huda 22 (59,5) 14 (37,8) 12,7 58 (78,4) 16 (21,6)
Zmerna 46 (67,7) 21 (30,9) 1(1,5) 113 (83,1) 23 (16,9)
Blaga 33 (71,7) 11 (23,9) 2(4,4) 77 (83,7) 15 (16,3)
Izkljuéena 11 (68,8) 4 (25,0) 1(6,2) 26 (81,3) 6 (18,8)

Iz pogostnosti genotipov in alelov ni razvidnega znacilnega trenda upadanja ali naras¢anja
skladno s stopnjo izrazanja astme. Na splo$no je pri vseh oblikah astme najbolj pogost
genotip CC.

Preglednica 23: Razmerje obetov in vrednosti p pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruzenih genotipov
rs4950928 v CHI3L1 bolnikov z razli¢nimi stopnjami izrazanja astme.

CHI3L1 C:T CC+CT:TT
rs4950928 RO (95 % 1Z) p RO (95 % 12) p
Huda/Zmerna 0,718 (0,31 - 1,65) 0,543 0,771 (0,31 - 1,93) 0,652
Huda/Blaga 0,468 (0,20 - 1,10) 0,104 0,500 (0,19 - 1,30) 0,167
Huda/Izklju¢ena 0,969 (0,28 - 3,41) 1,000 0,964 (0,25 - 3,75) 1,000
Zmerna/Blaga 0,653 (0,33 -1,27) 0,230 0,648 (0,29- 1,43) 0,315
Zmerna/lzklju¢ena 1,351 (0,43 - 4,24) 0,788 1,250 (0,36 - 4,35) 1,000
Blaga/lzklju¢ena 2,070 (0,65 - 6,58) 0,307 1,929 (0,54 - 6,92) 0,375
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Povezava med stopnjo izraZanja astme in pogostnostjo alelov C in T v rs4950928 ni
statisti¢no znacilna.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V §tudiji smo ugotavljali vpliv devetih izbranih polimorfizmov v sedmih razli¢nih genih na
stopnjo izrazanja astme pri otrocih. V $tudijo je bilo vkljucenih 167 otrok iz okolice
Maribora. Vsi polimorfizmi, razen polimorfizma v 1L33, so bili izbrani na podlagi
predhodnih Studij, medtem ko je bil IL33 v povezavi z astmo analiziran prvi¢. Ker je astma
dedna bolezen na katero vpliva mnogo dejavnikov, pogojena tudi z okoljskimi dejavniki,
so za potrditve vzroc¢nih bolezenskih genov potrebne Stevilne potrditvene Studije.

5.1 HARDY-WEINBERGOVO RAVNOTEZJE

Vsi genotipi, razen pri IL18, so bili porazdeljeni v skladu s HWE. Odstopanje od HWE je
lahko posledica neobiCajne strukture populacije, napak pri doloCanju genotipov ali je
odstopanje posledica povezanosti genetskega oznacevalca s prizadetim fenotipom
(Wigginton in sod., 2005). V naSem primeru je verjetnost napak pri dolo¢anju genotipov
izklju¢ena. Bolj verjetno je odstopanje posledica premajhnega Stevila analiziranih oseb
oziroma nenavadne strukture populacije.

5.2 1ZBRANI SNP-JI IN ASTMA
5.2.1 1L18

Z naSo raziskavo nismo potrdili rezultatov pridobljenih v $tudiji, ki so jo izvedli Harada in
sod. (2009), kjer so ugotovili pozitivno korelacijo alela G rs5744247 s stopnjo izrazanja
astme. Pri vseh §tirth skupinah bolnikov je prevladoval genotip GG, vendar njegova
pogostnost s stopnjo izrazanja astme ni narascala. Neskladnost s Studijo Harade in sod. je
lahko posledica Stevilnih dejavnikov. Vzrok je lahko premajhno $tevilo analiziranih oseb,
drugacnem genetskem ozadju analiziranih bolnikov (Altmiiller in sod., 2005) ali ta
polimorfizem ne vpliva na stopnjo izraZanja astme.

5.2.2 1L33

Polimorfizem rs7025417 je bil izbran na podlagi pogostnosti genotipov v podatkovni
zbirki HapMap, vendar ni povezan s stopnjo izrazanja astme. V literaturi najdemo veliko
povezav 1L33 z astmo (Prefontaine, 2009; Kondo in sod., 2008), vendar za enkrat $e ni
objavljene nobene genetske Studije, ki bi ga povezale z nastankom astme.

5.23 STATG6

Polimorfizem rs324011 v STAT6 je bil Ze v mnogih raziskavah povezan z astmo. Kot
riziCen navajajo alel T (Weidinger in sod., 2006; Kabesch in sod., 2006). V predhodnih
Studijah so dokazali povezanost zgoraj omenjenega alela z astmo pri primerjavi
pogostnosti alela T med astmatiki in zdravimi kontrolami. Mi smo Zeleli ugotoviti ali je ta
SNP povezan tudi s stopnjami izrazanja astme. NaSa raziskava je pokazala da s stopnjo
izrazanja astme naraS¢a pogostnost alela C. Statisticno znacilne povezave polimorfizma
rs324011 s stopnjo izraZzanja astme nismo dokazali.
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5.24 TBXAZR

Daley in sod. (2009) so odkrili povezavo alela G v rs3786989 in alela A v rs8113232 s
fenotipom astmatika. V nasi Studiji smo odkrili statistiéno znacilno povezavo genotipov v
rs3786989 s stopnjo izrazanja astme, pri primerjavi pogostnosti zdruzenih rizi¢nih
genotipov GG in GA pri bolnikih z zmerno in blago obliko astme. Polimorfizem v
rs8113232 je statisticno znaCilno povezan s stopnjo izrazanja astme, kjer smo odkrili
nasprotne ugotovitve kot Daley in sod., saj se je kot rizi¢en izkazal alel A. Pogostnost alela
A s stopnjami izrazanja astme namre¢ naras$ca. Statisti¢no znacilno povezavo polimorfizma
v 1s8113232 smo odkrili pri primerjavi pogostnosti alelov in zdruZenih rizi¢nih genotipov
(pri Cemer sta bila kot rizicna uporabljena potrjena genotipa iz literature in to sta GG in
GA) pri hudi in blagi astmi, ter zmerni in blagi astmi. Daley in sod. (2009) so zgoraj
navedena polimorfizma kot rizi¢na za nastanek astme potrdili pri primerjavi pogostnosti
med bolniki in zdravimi kontrolami, z naso Studijo smo kot prvi dokazali povezavo teh
dveh SNP-jev s stopnjo izrazanja astme.

5.25 ORMDL3

Rogers in sod (2007) in Moffat in sod. (2009) so odkrili povezavo polimorfizma rs4795405
v ORMDL3 z nastankom astme. V nasi raziskavi smo ta polimorfizem povezali tudi s
stopnjo izrazanja astme, saj smo potrdili statisticno znacilno povezavo pogostnosti
zdruzenih rizi¢nih genotipov in pogostnosti alelov s hudo in zmerno obliko astme. Odkrili
smo tudi statisti¢no znacilno povezavo pogostnosti alelov pri nastanku zmerne in blage
oblike astme. ORMDL3 je bil z astmo povezan ze pri ve¢ razli¢nih populacijah, pri
mehiski, latino in afriSko ameriski populaciji (Galanter in sod., 2008) ter pri nemcih in
britancih (Moffat n sod., 2007). Kljub njegovi neznani funkciji, so potrdili njegovo
povezanost z astmo v rasno in eti¢no razli¢nih populacijah. Nadaljnji cilji raziskovalcev so
ugotoviti, kako SNP-ji v ORMDL3 vplivajo na razvoj astme, torej zelijo opredeliti pomen
teh SNP-jev na funkcionalni ravni. Vsi do sedaj analizirani polimorfizmi v ORMDL3, ki so
jih povezali z astmo se nahajajo v intronih. ORMDL3 je eden redkih genov, ki je bil z
astmo povezan v ve¢ razli¢nih populacijah (Galanter in sod., 2008). Tudi rezultati nase
raziskave podpirajo teorijo, da je ORMDL3 povezan z astmo.

526 VEGFA

Sharma in sod. (2009) so odkrili povezavo polimorfizma rs833058 z nastankom astme. V
nasi $tudiji smo odkrili povezavo rs833058 s stopnjo izrazanja astme. Odkrili smo
statisticno znacilno povezavo pogostnosti zdruzenih riziénih genotipov in pogostnosti
alelov z nastankom hude in zmerne astme. Pri polimorfizmu rs2146323 nismo odkrili
statisticno znalilne povezave s stopnjo izraZanja astme. Sharma in sod. so odkrili le
razlicen odziv na zdravljenje s kortikosteroidi glede na alelno varianto v rs2146323
posameznika. Studije genetskih razli¢ic v VEGFA in njihove povezanosti z astmo so
pomembne, ker lahko sluzijo kot oznacevalci pri prepoznavanju ogrozenih posameznikov,
katere bi lahko zdravili z zdravili, ki so usmerjena v metabolne poti VEGFA. Kljub temu,
da rs2146323 ni bil povezan s stopnjo izraZanja astme, je pomembno da smo dolocili
genotipe. Te otroke bomo v naslednjih letih spremljali in ugotavljali njihov odziv na
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zdravljenje astme z doloCeno vrsto zdravil. Morda se bo ta SNP izkazal kot pomemben na
podro¢ju farmakogenetike.

5.2.7 CHI3L1

Polimorfizem rs4950928 ni povezan s stopnjo izrazanja astme pri otrocih, kar nasprotuje
raziskavi Obra in sod. (2006), ki so pokazali da naj bi bil ta SNP povezan s tveganjem za
nastanek astme, bronhialno povecano obcutljivostjo in zmanjSano pljucno funkcijo. Alel G
naj bi zmotil vezavo transkripcijskih dejavnikov MYC in MAX, kar naj bi povzrocilo
zmanjS$ano izrazanje gena CHI3L1.

53 VLOGA SNP-JEV
5.3.1 SNP-ji v intronih

Polimorfizem rs3786989 v TBXAZR vpliva na stopnjo izrazanja astme. Ta polimorfizem se
nahaja v intronu. Polimorfizem je lahko v vezavnem neravnotezju z nekim drugim
nukleotidom in posledicno sam ne povzrofa fenotipskih razlik. Gre za nenaklju¢no
povezanost dveh alelov na vezanem lokusu v populaciji. Druga mozZnost je, da se z
zamenjavo nukleotida spremenijo mesta za izrezovanje intronov. Torej so tudi intronske
zamenjave funkcionalne narave in lahko vplivajo na nastanek bolezni (Huang in sod.,
2010). V intronskih obmog&jih se nahajajo tudi intronski ojadevalci. Ce polimorfizem lezi
znotraj teh zaporedij, lahko zamenjava vpliva na razvoj astme (Barton in sod., 2009).

5.3.2 SNP-ji v intergenskih obmo¢jih

Polimorfizem rs833058 v VEGFA in rs4795405 v ORMDL3 se nahajata v intergenskem
obmocju in vplivata na stopnjo izraZanja astme. Intergenska obmocja so obmocja med
gru¢ami genov (angl. gene clusters). Tudi v intergenskih obmog¢jih prihaja do
prepisovanja. Prepise te vrste imenujemo prepisi z neznano funkcijo. Kljub temu, da
vecina teh prepisov ni anotirana oziroma njihova funkcija Se ni znana, postajajo v zadnjih
nekaj letih vedno bolj zanimivi (Cooper in sod., 2010). Tudi v intergenskih obmocjih se
namre¢ lahko nahajajo pomembni regulatorni elementi (Loots in sod., 2000).

5.3.3 SNP-ji in sinonimne mutacije

Polimorfizem rs8113232 v TBXA2R je povezan s stopnjo izrazanja astme. Gre za
sinonimno mutacijo, kar pomeni da kljub zamenjavi nukleotida ne pride do spremembe
pripadajo¢e AK. Tihe mutacije ne vplivajo neposredno na AK zaporedje, vplivajo lahko na
stabilnost prepisov mRNA in naj bi celo vplivale na strukturo in delovanje proteinov, kot
je bilo pokazano na primeru katehol-O-metiltransferaze (Cooper in sod., 2010).

Polimorfizmi z vplivom na stopnjo izrazanja astme, analizirani v na$i raziskavi, se Vsi
nahajajo v intronih, intergenskih obmo¢jih ali gre za sinonimne mutacije. Zato le na
podlagi zaporedij, brez nadaljnjih raziskav, ne moremo ugotoviti kakSen specifi¢en fenotip
povzro¢ajo oziroma na kaj dejansko vplivajo. Da bi lahko razlozili vplive teh
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polimorfizmov bi bilo potrebno narediti funkcionalne $tudije. Funkcionalne Studije se v
prvi stopnji navezujejo na ugotavljanje vplivov polimorfizmov na moteno izrazanje genov,
prepisovanje in stabilnost mMRNA in nadaljnje na moteno delovanje proteinov (Vercelli,
2003; Futoshi in sod., 2007).

5.4 UPORABNOST GENETSKIH ANALIZ ASTMATIKOV

Genetske analize astmatikov nam omogocajo podrobnejSe razumevanje patofiziologije
bolezni. To nam omogoca razvoj novih diagnosti¢énih metod, uporabo bolj uéinkovitih
postopkov zdravljenja in razvoj strategij za preprecevanje nastanka bolezni pri dovzetnih
osebah (Wiesch in sod., 1999). Genetske analize nam lahko prinesejo mnogo podatkov, Ki
jih lahko uporabimo na klini¢ni ali farmacevtski ravni. Farmakogenomske analize nam
dajejo moznost predvidevanja odziva posameznih bolnikov na dolo¢eno vrsto zdravila in
nam tako omogocijo izbiro terapije prilagojene posamezniku. Na ta nacin je zdravljenje
lahko hitrejse, bolj u¢inkovito ali z manj stranskimi u¢inki. Omogoca tudi izbiro ustreznih
odmerkov zdravil in hkrati razvoj novih zdravil (Kazani in sod., 2010). Mnogo raziskav se
osredotoca predvsem na genetske dejavnike, ki povecujejo tveganje za nastanek astme
oziroma so povezani s klini¢no sliko posameznikov. Z razli¢nimi $tudijami so Ze dokazali,
da genetsko ozadje astmatikov vpliva na bronhialno poveéano odzivnost, stopnje IgE in
kar smo potrdili tudi z naso raziskavo, na stopnjo izrazanja astme (Holloway in sod.,
2008).

Da bi lahko polimorfizme, ki smo jih v tej raziskavi potrdili kot povezane s stopnjo
izrazanja astme, vpeljali v klini¢ne ali diagnosti¢éne namene, bi bilo potrebno to raziskavo
Se dodatno potrditi z analizo na vecjih vzorcih bolnikov. Izmed devetih analiziranih SNP-
jev smo z dokazom, da so nekateri od njih (TBXA2R, ORMDL3, VEGFA) povezani s
stopnjo izrazanja astme, zoZzili nabor potencialno ustreznih kandidatnih SNP-jev, ki bi
lahko bili osnova za diagnozo. V nasem primeru bi lahko bolnikom, ki so glede na alele
SNP-jev bolj dovzetni za razvoj hujsih oblik astme, preventivno svetovali kako naj Zivijo,
da se izognejo napredovanju bolezni. Nasi rezultati so torej osnova za nadaljnje
raziskovanje in potrjevanje nasih ugotovitev, ki bi imele v diagnozi astme lahko kljucen
pomen.

Asociacijske Studije in Studije kandidatnih genov, ki bi lahko doprinesli k razvoju ali tezi
astme so pogosto slabo ponovljivi in z njimi tezko ovrednotimo pomembnost specifi¢nih
polimorfizmov. Ze v zasnovi se pojavijo problemi z definicijo fenotipov astmatikov, ki
otezujejo enotne Studije. Druga teZzava je zbiranje zadosti velikih reprezentativnih vzorcev
populacije astmatikov in stratifikacija populacije. Mnogokrat enak polimorfizem daje
razli¢ne rezultate med populacijami, na primer v evropski populaciji je njegov vpliv na
razvoj bolezni mocan, v japonski populaciji pa ne vpliva na razvoj bolezni (Kedda in sod.
2004). Pri analizah kompleksnih boleznih pogosto ne potrdimo ugotovitev Ze izvedenih
genetskih asociacijskih §tudij. Vzrok je lahko velikost vzorca bolnikov, ki jih zajamemo v
analizo ali razvoj razli¢nih fenotipov na podlagi razlicnih okoljskih razmer (Nakashima in
sod., 2006).
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5.5 SKLEPI IN PRIHODNJE DELO

V raziskavi smo potrdili povezavo nekaterih izbranih polimorfizmov s stopnjo izrazanja
astme, ki so navedeni spodaj.

e Polimorfizmi rs5744247 v 1L18, rs324011 v STAT6, 152146323 v VEGFA,
rs7025417 v IL33 in rs4950928 v CHI3L1 niso povezani s stopnjo izraZanja astme
pri slovenskih otrocih.

e Pogostnost rizicnih genotipov GG in GC v 153786989 v TBXAZR se statisticno
znacilno razlikuje pri otrocih z zmerno in blago astmo (p=0,027).

e Pogostnost rizicnih genotipov GG in GA v rs8113232 v TBXAZR se statisti¢no
znacilno razlikuje pri otrocih s hudo in blago astmo (p=0,041) ter pri otrocih z
zmerno in blago astmo (p=0,022). Pogostnosti alelov se statisticno znacilno
razlikujejo pri otrocih s hudo in blago astmo (p=0,037) ter pri otrocih z zmerno in
blago astmo (p=0,013).

e Pogostnost rizi¢nih genotipov CC in CT v 154795405 v ORMDLS3 se statisti¢no
znacilno razlikuje pri otrocih s hudo in zmerno astmo (p=0,004). Pogostnosti alelov
se statisti¢no znacilno razlikujejo pri otrocih s hudo in zmerno astmo (p=0,004) in
pri otrocih z zmerno in blago astmo (p=0,021).

e Pogostnost rizicnih genotipov TT in CT v 1s833058 v VEGFA se statisticno
znacilno razlikuje pri otrocih s hudo in zmerno astmo (p=0,023). Pogostnosti alelov
se statisticno znacilno razlikujejo pri otrocih z hudo in zmerno astmo (p=0,036).

V okviru razsiritve Studije bodo vkljuCene Se zdrave kontrole, ki bodo omogocile
razdelitev vzorca na dve veliki skupini in s tem primerjavo frekvenc genotipov med
astmatiki in zdravimi ljudmi. Na ta nain bo statisticna mo¢ vplivov posameznih
polimorfizmov na fenotip astmatika izboljSana. Raziskavo boo razsirili Se v
farmakogenomsko podroc¢je, kjer bomo primerjali povezavo med SNP-ji in odzivom
astmatikov na zdravljenje.
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6 POVZETEK

Astma je kompleksna dedna bolezen, z mnogimi razli¢nimi fenotipi, ki niso opredeljeni z
enotno definicijo, ki bi natan¢no povzela vse oblike astme. Klju¢no bi k razumevanju,
preprecevanju in zdravljenju astme prispevalo znanje o genetskih vzrokih, ki doprinesejo k
razvoju te bolezni. Ker astma prizadene okrog deset % otrok, po vsem svetu poteka mnogo
raziskav, ki bi jo genetsko opredelile. Na nastanek astme vpliva mnogo genov, katerih
ucinki so majhni in posledi¢no Se vedno niso znani vsi geni, ki nanjo vplivajo. Z razli¢nimi
raziskavami in potrjevanjem preteklih raziskav lahko najbolje definiramo mnozico genov,
ki z razli¢nimi u€inki vplivajo na razvoj astme.

Z raziskavo smo ugotavljali vplive devetih razlicnih polimorfizmov posameznih
nukleotidov v sedmih razli¢nih genih na stopnjo izrazanja astme na vzorcu 167 otrok iz
okolice Maribora. Potrdili smo povezanost §tirih polimorfizmov s stopnjo izrazanja astme
pri slovenskih otrocih, in sicer v rs3786989 in rs8113232 v TBXAZ2R, rs4795405 v
ORMDL3 in rs833058 v VEGFA. Kot prvi na svetu smo pokazali, da je SNP rs8113232 v
TBXAZR mocno povezan s stopnjo izrazanja astme. V pripravi je objava, s katero bomo
rezultate predstavili tudi na mednarodni ravni.

Ugotovitve diplomskega dela bodo osnova za nadaljnje raziskave genetskih dejavnikov
vklju€enih v razvoj astme, kjer bomo najprej vkljucili Se zdrave kontrole in s tem dodatno
ovrednotili vpliv teh polimorfizmov na astmo. Predvsem se bomo posvetili nadaljnim
raziskavam SNP-ja rs8113232 v TBXAZR in njegove povezanosti z astmo, saj se je v nasi
raziskavi izkazal kot pomemben kandidat za napovedovanje poteka astme. V primeru
dobrih rezultatov bi ta SNP lahko vsakodnevno uporabljali v klini¢ni diagnostiki.
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Genotipi analiziranih polimorfizmov pri posameznih bolnikih.

PRILOGA A

IL18 STAT6  TBXA2R TBXA2R ORMDL3 VEGFA VEGFA IL33 CHI3L1
ID  rs5744247 rs324011 rs3786989 rs8113232 rs4795405 rs833058 rs2146323 rs7025417 rs4950928
1 GG CT GG GG TT CT CcC TT CcC
2 CG cC GG GG CT cC cC TT CG
3 GG CT GG AG TT TT CcC CT CG
4 GG TT CG AG CT TT cC TT cC
5 GG TT GG AG cc TT CcC TT CcC
6 GG TT GG GG CT cC AC TT CG
7 GG cc GG GG CT cc CcC TT CG
8 GG CT GG AG cC CT AC TT CcC
9 GG CT GG GG CT CT CcC TT CG
10 GG CT CG GG CT cC AC CT CG
11 GG CT GG AG TT CT AC TT CcC
12 GG CT GG GG cC CT AC TT CG
13 CG CT GG GG cc TT CcC TT CcC
14 GG CT GG GG CT cC AC CT CG
15 CG cc GG GG CT cc AA TT CcC
16 GG CT GG AG cC CT CcC TT CG
17 GG CT GG AG TT CT AC TT CcC
18 GG TT GG GG CT TT CcC CT CcC
19 GG CT CG GG TT cc AC TT CcC
20 GG CC GG GG TT cC AC CT CcC
21 GG TT GG AG CcC CcC AC CT CcC
22 CG CT GG GG TT cC CcC TT CcC
23 CG CT GG GG TT CcC AC TT CcC
24 GG CT cc AG CT CT CcC TT CG
25 GG CT GG GG CT CcC AC CT CcC
26 CG CT CG AG CT CT CcC TT CcC
27 GG CcC GG GG CT CcC AA CcC CcC
28 CG CT GG GG CT cC AA TT CcC
29 GG CT GG GG CT TT CcC TT CG
30 GG CC GG GG cc CT AC TT CG
31 CG CT GG GG TT CcC AC TT CG
32 GG TT CG GG cc CT AC CT CcC
33 CG cC GG AG CT CT AC TT CG
34 GG TT GG GG TT cCc AA TT CG
35 CG CT GG GG TT CT cC TT cC
36 CG cc GG GG CT cCc CcC TT CG
37 GG 1T GG AG CT CcC AA TT CC

se nadaljuje
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nadaljevanje

38 GG CT GG AA cC CT AC CT CG
39 CcC CcC GG GG TT CT AC TT cC
40 CG cC GG GG TT CT AC TT CG
41 GG CT GG GG CT CcC AC CT cC
42 GG TT GG GG CT TT cC TT cC
43 GG CcC GG GG CT TT cC CT CG
44 GG cC CG AG CT TT cC CT cC
45 GG CT GG GG CcC CT AC TT cC
46 GG cC GG AG CT cC AC cC CG
47 GG TT GG GG CT CT cC CT cC
48 CG CT GG GG CT CT AC TT cC
49 GG CT GG GG CT CcC AC TT cC
50 GG CT GG GG cC cC AA TT GG
51 GG CT GG GG CT CcC AA TT cC
52 CG cC GG GG CT cC cC CT CG
53 GG TT GG GG TT CcC AA CT cC
54 GG CT GG GG TT CT cC CT CG
55 GG CT GG GG CT CT cC TT cC
56 GG CT GG GG TT CT cC CT cC
57 GG CT GG GG cC CcC AA TT cC
58 GG TT CG AG CT cC cC TT cC
59 GG cC GG GG cC CT cC TT CG
61 CG cC GG GG CT CT cC TT cC
62 GG cC GG GG cC CT cC TT cC
63 GG TT GG GG cC CT AC TT ccC
64 GG cC GG AG CT TT cC TT cC
65 GG CT GG GG CT CT ccC TT ccC
66 CG cC GG GG CT CT AC TT cC
67 GG TT GG GG CT CT AC TT ccC
68 GG cC GG GG CT CcC AC TT GG
69 GG cC GG GG CT cC AA TT ccC
70 GG CT GG GG CT CT cC TT cC
71 GG CT GG GG CT cC ccC TT cC
72 GG cC GG GG cC TT cC TT cC
73 GG CT GG GG CT CT ccC CT cC
74 GG CT GG GG CT CcC AC CT cC
75 GG TT GG GG CT CT cC TT cC
76 GG cC GG GG CT cC AA TT CcC
77 GG CT GG GG CcC cC AC TT cC
78 GG cC GG GG cC CT AC TT cC
79 GG 1T GG AG CC CT AC T cC

se nadaljuje
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nadaljevanje

80 GG CT GG AG cC CT AC TT cC
81 CG CT GG GG CT CcC AC TT cC
82 CG cC GG GG cC cC AA TT cC
83 GG CcC GG GG CT CcC AA TT cC
84 GG CT GG GG CT CT cC CT cC
85 GG CcC GG GG CcC CcC AC TT cC
86 cC CT CG AG cC TT cC TT cC
87 GG CT GG GG CT CcC AC CcC GG
88 GG cC GG GG cC cC AC CT cC
89 CG TT GG GG CcC CT AC CT cC
90 GG cC GG GG CT TT cC TT cC
91 CG TT GG GG cC CT AC CcC cC
92 cC CT CG AG CT TT cC TT cC
93 GG cC GG GG cC CT cC TT CG
94 GG CT GG GG CT cC AA TT cC
95 CG CT CG AG CT CT AC CT cC
96 GG CT GG GG TT CT AC CT GG
97 GG cC GG GG cC CT cC TT CG
98 GG cC GG GG cC CT AC CT CG
99 CG cC GG GG cC CT AC CT cC
100 GG cC GG GG cC CT cC TT cC
101 GG CT GG GG cC CcC AA CT cC
102 GG CT GG GG cC CT cC TT cC
103 GG CT GG AG TT CcC cC TT CG
104 GG CT GG AG CT CT AC TT CG
105 GG cC GG GG cC CT cC CcC CG
106 GG cC GG GG CT CT AC CT CG
107 GG CT GG GG CT CT cC CT cC
108 cC cC GG GG TT TT ccC TT ccC
109 GG TT GG GG cC CT AC TT GG
110 GG TT GG GG CT CT AC TT ccC
111 GG TT GG GG CT CT AC TT cC
112 GG CT GG GG cC CT ccC TT cC
113 GG CT GG GG cC CT AC TT CG
114 GG CT GG GG cC CT AC TT cC
115 CG CT GG GG CT CT cC TT cC
116 GG CcC GG GG CcC TT cC TT cC
117 CG cC CG GG CT CT AC CT cC
118 GG CcC GG GG CcC CT AC TT cC
119 GG TT GG GG CT CT AC CT CG
120 GG 1T GG GG CC CC AA CT CG

se nadaljuje
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121 GG cC GG GG cC CT AC TT cC
122 GG CT GG GG TT TT cC TT CG
123 GG TT GG AG CT cC cC TT CG
124 GG CcC GG GG CT CcC AA CT CG
125 CG cC GG AG cC CT AC CT cC
126 GG CT CG GG CcC TT cC TT cC
128 GG CT GG GG TT CT AC CT CG
129 CcC TT GG GG CT CT AC TT cC
130 GG cC GG GG TT cC AA TT cC
131 GG CcC GG GG CT CcC AA TT cC
132 cC cC GG AG cC CT AC CT cC
133 GG CT GG GG CT CcC AA TT cC
134 GG CT GG GG cC TT cC TT cC
135 GG CT GG AG cC CT AC CT cC
136 CG CT GG AG cC cC AC CT cC
137 GG CT GG GG cC CcC cC TT CG
138 GG CT GG GG cC CT cC CT CG
139 GG CT GG GG TT CT AC TT cC
140 GG CT CG AG CT CT AC TT CG
141 GG cC GG GG TT CcC AC TT cC
142 GG CT GG GG cC CT AC TT cC
143 GG CT GG GG cC TT cC CT CG
144 GG cC GG GG TT cC AC TT cC
145 GG cC GG AG TT CT AC CT cC
146 GG cC GG GG cC CT ccC CT ccC
147 GG CT GG GG cC TT cC TT cC
148 GG CT GG GG cC cC AA TT ccC
149 GG cC GG GG CT TT cC TT CG
150 GG CT GG GG CT cC AA CT ccC
151 GG CT GG GG TT CcC AC TT cC
152 GG CT CG AG CT cC AA TT ccC
153 GG CT GG GG TT CcC AC TT CG
154 GG CT GG GG CT cC AA TT cC
155 CG TT GG GG cC CcC cC TT CG
156 GG cC GG GG cC CT AC CT cC
157 GG cC GG GG cC TT cC TT CG
158 GG CcC GG GG TT cC AC TT cC
159 GG CT GG GG CT cC AA CT cC
160 GG TT GG GG CcC cC AC CT cC
161 GG CT GG GG cC CT AC TT cC
162 GG 1T GG GG CT CT AC T CG

se nadaljuje
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163 CG cC GG GG cC CT cC TT cC
164 CG CT GG AG CT CcC AA TT cC
165 GG cC GG GG CT CT AC TT cC
166 GG TT GG GG CT CcC cC TT CG
167 GG CT GG GG CT cC AC TT CG
168 GG CT GG AG CcC CT AC TT CG
169 GG CT GG GG CcC T cC T CG

Opomba: Bolnika z identifikacijskimi Stevilkami 60 in 127 nista bila vkljucena v analizo.



