UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Mateja ZAVBI

GENETSKA IN FARMAKOGENETSKA ANALIZA
IZBRANIH GENOV PRI BOLNIKIH Z ASTMO V
SLOVENIJI

DOKTORSKA DISERTACIJA

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA
INTERDISCIPLINARNI DOKTORSKI STUDIJSKI PROGRAM BIOMEDICINA
ZNANSTVENO PODROCIJE GENETIKA

Mateja ZAVBI

GENETSKA IN FARMAKOGENETSKA ANALIZA 1ZBRANIH
GENOV PRI BOLNIKIH Z ASTMO V SLOVENIJI

DOKTORSKA DISERTACIA

GENETIC AND PHARMACOGENETIC ANALYSIS OF
SELECTED GENES IN SLOVENIAN ASTHMA PATIENTS

DOCTORAL DISSERTATION

Ljubljana, 2016



Zavbi M. Genetska in farmakogenetska analiza izbranih genov pri bolnikih z astmo v Sloveniji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

Doktorska disertacija je zakljucek Interdisciplinarnega doktorskega Studijskega programa
Biomedicina s podro¢ja genetike na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani.
Raziskovalno delo je bilo opravljeno na Univerzitetni kliniki za plju¢ne bolezni in alergijo
Golnik, v Laboratoriju za klini¢no imunologijo in molekularno genetiko.

Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniske fakultete in
sklepa 31. seje Komisije za doktorski $tudij z dne 19.02. 2012 in 21. seje z dne 13.10. 2015
je bilo potrjeno, da kandidatka izpolnjuje pogoje za opravljanje doktorata znanosti na
Interdisciplinarnem doktorskem S$tudijskem programu Biomedicine, podroc¢je genetike. Za
mentorja je bil imenovan izr. prof. dr. Peter KoroSec in za somentorja doc. dr. Matija
Rijavec.

Komisija za oceno in zagovor:

Predsednica: izr. prof. dr. Tanja Kunej
Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zootehniko

Clan: prof. dr. Mitja Kosnik
Univerzitetna klinika za plju¢ne bolezni in alergijo Golnik

Clan: prof. dr. Borut Peterlin
Univerzitetni klini¢ni center, Klini¢ni institut za medicinsko genetiko

Datum zagovora: 02.06.2016

Podpisna izjavljam, da je disertacija rezultat lastnega raziskovalnega dela. 1zjavljam, da je
elektronski izvod identi¢en tiskanemu. Na univerzo neodplacno, neizklju€no, prostorsko in
¢asovno neomejeno prenasam pravici shranitve avtorskega dela v elektronski obliki in
reproduciranja ter pravico omogocanja javnega dostopa do avtorskega dela na svetovnem
spletu preko Digitalne knjiZznice BiotehniSke fakultete.

Mateja Zavbi



Zavbi M. Genetska in farmakogenetska analiza izbranih genov pri bolnikih z astmo v Sloveniji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

v

SD
DK
KG

AV
SA
Kz
ZA

LI
IN

D
OoP
N
JI
Al

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA

Dd

UDK 575.111:616.2:615(497.4)(043.3)=163.6

astma/ fenotip astme/ rinitis/ genetika/ polimorfizem posameznega nukleotida/ asociacijska
raziskava/ KOPB/ lokus 17q12-17921.1/ ORMDL3/ RP11-387H17.4/ haplotip/ farmakogenetika/
VEGFA/ odziv na zdravljenje

ZAVBI, Mateja, univ. dipl. biotehnol.

KOROSEC, Peter (mentor)/RIJAVEC, Matija (somentor)

SI1-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101

Univerza v Ljubljani, Biotehni§ka fakulteta, Interdisciplinarni doktorski Studij Biomedicine,
podrocje genetike

2016

GENETSKA IN FARMAKOGENETSKA ANALIZA 1ZBRANIH GENOV PRI BOLNIKIH Z
ASTMO V SLOVENUI

Doktorska disertacija

XI, 103 str., 16 pregl., 5 sl., 198 vir.

sl

sl/en

Za astmo je znacCilna druzinska obremenjenost. Kljub $tevilnim raziskavam $e ne poznamo genov, ki
bi z visoko gotovostjo napovedovali njen razvoj. Tudi raznolik odziv na zdravljenje naj bi bil povezan
z genetskim ozadjem, zato iS¢emo farmakogenetske oznaCevalce, s pomocjo katerih bi ga lahko
napovedali. V nasi raziskavi smo proucevali polimorfizme posameznih nukleotidov (SNP-je) v
lokusu 17q12—17q21.1 pri odraslih z astmo, v farmakogenetskem delu pa smo proucevali SNP-je v
genu VEGFA pri otrocih z astmo. Ugotovili smo, da je rs4795405, ki se nahaja navzgor od ORMDL3
v RP11-387H17.4, povezan z astmo pri odraslih, predvsem z astmo brez pridruzenega rinitisa. Zanjo
je znacilna manjSa reverzibilnost obstrukcije dihalnih poti, ki je sicer znacilna za bolnike s kroni¢no
obstruktivno plju¢no boleznijo (KOPB), zato smo preverili $e povezavo rs4795405 s KOPB. Izkazalo
se je, da je rs4795405 povezan tudi s KOPB. Na podlagi ugotovljene povezave rs4795405 z astmo
smo analizo razsirili na vecji del lokusa 17q12—-17q21.1, tako da smo proucevali 13 SNP-jev na drugi,
vecji skupini bolnikov. Najpomembnejsi rezultat je povezava haplotipov, ki jih sestavljajo rs9916279,
rs8066582, rs1042658 in rs2302777, ki se nahajajo v genih PSMD3, CSF3 in MED24, z astmo. Stirje
bili prisotni pri 31 % zdravih v primerjavi s 3 % bolnikov z astmo. Ugotovljena povezava haplotipov
nakazuje, da se nekje v tem haplotipnem lokusu nahaja genetska razli¢ica ali kombinacija razlicic, ki
lahko pomembno doprinesejo k astmi pri odraslih. Morda imajo pri astmi poleg Ze znanih genov, kot
so GSDMA, ORMDL3 in GSDMB, pomembno vlogo tudi geni PSMD3, CSF3 in MED24, ki so
doslej pri astmi, genetsko in biolosko, slabo raziskani. V tem delu raziskave so bili z astmo sibko oz.
mejno povezani rs12936231 v ZPBP2, 152305480 in rs7216389 v GSDMB, 1s4795405, ki se nahaja
navzgor od ORMDL3 v RP11-387H17.4 ter 1s7219080 v GSDMA, za katere ne moremo potrditi, da
doprinesejo k astmi. V drugem delu raziskave nismo ponovili povezave 1s4795405 z astmo, ki je bil v
prvem delu povezan predvsem z astmo brez rinitisa. V tem delu raziskave podatkov o prisotnosti
rinitisa nismo imeli. Povezave s fenotipi astme (atopija, pljutno delovanje, obdobje, ko se astma
razvije, kajenje) in 13-imi SNP-ji nismo ugotovili. V farmakogenetskem delu raziskave smo
ugotovili, da se otroci z genotipom AA v 152146323 v VEGFA bolje odzivajo na zdravljenje z
inhalacijskimi kortikosteroidi (IK) in slabSe na zdravljenje z antagonisti receptorjev za levkotriene
(LTRA). Otroci z genotipom TT v 1833058 v VEGFA se bolje odzivajo na zdravljenje z LTRA, ko
jih jemljejo po potrebi. Zaklju¢imo lahko, da je lokus 17q12—17g21.1 povezan z astmo in KOPB pri
odraslih slovenskih bolnikih in da je VEGFA kandidatni farmakogenetski gen za astmo.
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Asthma has a strong heritable component. Despite numerous studies, genetic variants, which would
predict its development with high certainty, have not yet been identified. Furthermore, genetic
variance may also be associated with variable responses to treatment. We have performed an
association analysis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in asthma candidate locus 17q12—
17921.1 in adults and pharmacogenetic analysis of VEGFA SNPs in children with asthma. An
association between rs4795405, located upstream of ORMDL3 in RP11-387H17.4, and asthma in
adults was found. Phenotype analysis revealed strong association of rs4795405 and asthma without
rhinitis, for which less reversible airway obstruction was shown previously. Because this is a major
characteristic of chronic obstructive pulmonary disease (COPD), we have further analysed rs4795405
in this group of patients and confirmed association. Due to rs4795405 association found, we have
extended the analysis of 17q12—-17qg21.1 locus, by analysing 13 SNPs in other, larger group of asthma
patients. The most important result found was an association of haplotypes composed of rs9916279,
rs8066582, rs1042658 and rs2302777, located in PSMD3, CSF3 and MED24. Four haplotypes were
more frequent in asthma, whereas the remaining four were more frequent in controls, with 31%
compared to only 3% in asthma. This finding suggests there is a variant or a combination of variants
located in this haplotype block, which could contribute to asthma. With this approach we have
identified new genes - PSMD3, CSF3 and MED24, that could have a role in asthma in addition to
already known genes like GSDMA, ORMDL3 and GSDMB. In single SNP analysis only weak
association between asthma and rs12936231 in ZPBP2, rs2305480 and rs7216389 in GSDMB,
rs4795405 located upstream of ORMDLS3 in RP11-387H17.4 and rs7219080 in GSDMA was found,
thus we cannot confirm their contribution to disease development. We have not confirmed association
between rs4795405 and asthma found in the first part of the analysis, in which rs4795405 it was
primary associated with asthma without rhinitis, whereas this data was not available in the second
part. Furthermore, there was no association between 13 analysed SNPs and asthma phenotypes,
specifically atopy, lung function, childhood vs. adult asthma and smoking, thus we cannot confirm
their contribution to asthma heterogeneity. In pharmacogenetic part of our research we have shown
that patients with AA genotype in rs2146323, which is located in VEGFA, have better response on
inhaled corticosteroids (ICS) and worst response on leukotriene receptor antagonists (LTRA). TT
genotype in rs833058, which is located in VEGFA, was associated with better treatment response to
episodically used LTRA. In conclusion, 17q12—17q21.1 SNPs are associated with asthma and COPD
in adult Slovenian patients and VEGFA is a candidate gene for asthma treatment response.
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DN-aze ter ohranjenostjo zaporedja DNA.

Graficni prikaz rezultatov.

Bloki haplotipov, ki jih sestavljajo analizirani SNP-ji in prikaz
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majhna citoplazemska RNA (ang.: small cytoplasmic RNA)

majhna jedra RNA (ang.: small nuclear RNA)

sarkoendoplazemska &rpalka Ca* (ang.: sarco/endoplasmic reticulum Ca*'-
ATPase)

polimorfizem posameznega nukleotida (ang.: single nucleotide
polymorphism)

transkripcijski dejavnik (ang.: transcription factor)

diferencirane celice pomagalke tipa 17 (ang.: T helper 17 cells)
diferencirane celice pomagalke tipa 2 (ang.: T helper 2 cells)

indeks Tiffaneu

Toll-u podobni receptorji 4 (ang.: Toll like receptor 4)

dejavnik tumorske nekroze alfa (ang.: tumor necrosis factor alpha)
stromalni limfopoetin priZeljca (ang.: thymic stromal lymphopoietin)
vitalna kapaciteta plju¢ (ang.: vital capacity)

zilni endotelijski rastni dejavnik A (ang.: vascular endothelial growth factor
A)

protein 2, ki se veze na steklasto ovojnico jajénikovega folikla (ang.: zona
pellucida binding protein 2)

Xl
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1 uvoD

Astma je heterogena in kompleksna bolezen dihal, za katero je znacilno kroni¢no vnetje
in preodzivnost dihalnih poti. Glavni simptomi so piskanje v pljucih, kaselj in epizode
duSenja. Spada med najpogostejSe kroni¢ne bolezni, saj naj bi bilo za astmo obolelih
ve¢ kot 300 milijonov ljudi. V zadnjih desetletjih je prevalenca astme strmo narastla,
kar pripisujemo predvsem spremenjenim dejavnikom okolja, zahodnemu nacinu
zivljenja in urbanizaciji. Vzrok za hiter porast astme naj bi bila povecana atopijska
senzibilizacija, saj je podoben porast opazen tudi pri alergijskih boleznih, kot sta rinitis
in ekcem. Ocenjena prevalenca astme se med populacijami razlikuje. Najvisjo
prevalenco astme belezijo v Avstraliji, kjer je bila ocenjena na 21 %, v Evropi je bila
najvi§ja prevalenca ocenjena na Svedskem, kjer je 20 % in v Angliji, kjer je 18 %. V
Auvstriji je bistveno nizja in znaSa 7 %, podobna je tudi v Italiji, kjer je 6 % (To in sod.,
2012). V Sloveniji je bila prevalenca astme po eni izmed raziskav med odraslimi
ocenjena na 16 % (Suskovi¢ in sod., 2011), drugi podatki kaZejo, da je prevalenca v
Sloveniji 9 % (To in sod., 2012), zato predstavlja velik zdravstveni problem. Velike
razlike v prevalenci astme so lahko posledica razli¢nih dejavnikov okolja in razli¢ne
nagnjenosti posameznikov oziroma populacij k razvoju te bolezni zaradi razli¢nih
genetskih ozadij. Z raziskavami enojajénih in dvojajénih dvojckov v enakem in
razlicnem okolju so dokazali, da okolje sicer doprinese k razvoju astme, vendar je v
ve€ji meri, priblizno 62 %, nagnjenost odvisna od genetskih dejavnikov (Thomsen in
sod., 2010). Kljub relativno visoki heritabilnosti in velikemu Stevilu raziskav
genetskega ozadja astme, klini¢cno pomembni geni, ki bi v veliki meri doprinesli k
razvoju astme ali genski polimorfizmi na podlagi katerih bi z visoko verjetnostjo
napovedali razvoj astme Se vedno niso znani. Astma je namre¢ kompleksna bolezen na
katero naj bi vplivalo vecje Stevilo genov z relativno majhnimi, a vendar statisticno
znacilnimi doprinosi. Eden izmed najbolj znanih kandidatnih kromosomskih lokusov, ki
je bil z astmo povezan pri proucevanju Stevilnih populacij je lokus 17q12-17921.1
(Bouzigon in sod., 2008; Kavalar in sod., 2012; Moffatt in sod., 2007). Omenjeni lokus
je bil ve€inoma povezan z astmo pri otrocih (Kavalar in sod., 2012; Moffatt in sod.,
2007), medtem ko njegova povezava z astmo pri odraslih ni jasna (Halapi in sod., 2010;
Karunas in sod., 2011). Da bi se bolezen lahko razvila, naj bi bil potreben sestevek
Stevilnih rizi¢nih variant v kombinaciji z okoljskim sprozilcem (Meyers, 2010). Poleg
tega vedno bolj postaja jasno, da astma ni enotna bolezen, saj obstaja ve¢ endotipov
astme, ki predstavljajo skupek fenotipov. Fenotipi so torej podskupine endotipov in so
odsev genetske strukture posameznika in vplivov okolja. Slednjemu pripisujejo tudi
relativno neuspesnost genetskih raziskav pri odkrivanju vzro¢nih genov oziroma
genetskih razli¢ic, ki vplivajo na razvoj astme (Loétvall in sod., 2011). Predvsem na
genetskem podrocju se astma najveckrat Se vedno obravnava kot enotna bolezen. V
nekaterih raziskavah so proucevali standardne fenotipe astme, kot so atopijska in ne-
atopijska astma, opredelitev astme glede na to kdaj se pojavi, bodisi v otrostvu ali Sele v
odrasli dobi, prisotnost ali odsotnost rinitisa, in druge fenotipe, kar pomembno
doprinese k rezultatom raziskav. Ravno proucevanje genetskih oznacevalcev povezanih
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z astmo je pomembno doprineslo k razumevanju obstoja ve¢ razli¢nih fenotipov astme
(Henderson, 2014). V nasi pretekli raziskavi smo odkrili, da je eden izmed genetskih
oznacevalcev, ki se nahaja na lokusu 17q12-17921.1, rs4795405, povezan predvsem z
astmo pri otrocih, katere ne spremlja rinitis, ki je sicer bolezen, ki je pogosto pridruzena
astmi (Kavalar in sod., 2012). Za to obliko astme naj bi bila znacilna manj reverzibilna
obstrukcija dihalnih poti (Jang in sod., 2010), ki je ena izmed glavnih znadilnosti
kroni¢ne obstruktivne pljucne bolezni (KOPB), pri kateri je genetsko ozadje slabo
raziskano. Ceprav sta astma in KOPB veéinoma obravnavani kot dve razli¢ni bolezni se
je izkazalo, da imajo mnogi bolniki simptome obeh bolezni, kar imenujemo sindrom
prekrivanja astme in KOPB (ACOS) (Gibson in McDonald, 2015), kar nakazuje na
deljeno genetsko ozadje teh dveh bolezni.

Za zdravljenje astme se vec¢inoma uporabljajo trije tipi zdravljenj, in sicer agonisti beta
adrenergi¢nih receptorjev v obliki inhalacije (albuterol, salmeterol), kortikosteroidi v
obliki inhalacije ali sistemskega zdravljenja (flutikazon propionat, beklometazon,
prednizon) ter inhibitorji ali antagonisti receptorjev cisteinil levkotrienske poti
(montelukast, pranlukast). Tudi odziv na zdravljenje astme je izjemno raznolik, kar je
lahko povezano z razli¢nimi vzroki, kot so teza bolezni, endotip bolezni, spremljajoce
bolezni in interakcije med zdravili. Hkrati se lahko bolniki zelo dobro odzivajo na eno
vrsto zdravil, na drugo pa je odziv zelo slab. Kljub vsem opisanim dejavnikom, naj bi
bilo priblizno 70 % variabilnosti pri odzivu na zdravljenje genetsko pogojene (Drazen
in sod., 2000; Szalai in sod., 2008). Z raziskavami farmakogenetike astme so odkrili
nekaj genov, ki doprinesejo k raznolikosti v odzivu na zdravljenje, na primer ALOX5,
TBX21 in VEGFA (Lima in sod., 2009; Lopert in sod., 2013; Sharma in sod., 2009).
Farmakogenetske raziskave astme omogocajo vpogled v mozne tarle terapij, razli¢ne
fenotipe astme in tudi odkrivajo proteine, ki bi lahko bili ustrezne tarce za zdravljenje
astme. V prvi vrsti pa z njimi zelimo odkriti ozna¢evalce na podlagi katerih bi lahko
napovedali odziv posameznika na zdravljenje.

1.1 NAMEN IN CILJ RAZISKAVE

Namen naSe raziskave je bil ovrednotiti povezavo polimorfizmov posameznih
nukleotidov (SNP) kromosomskega lokusa 17g912-17921.1 z astmo pri odraslih
slovenskih bolnikih. Zeleli smo ovrednotiti tudi povezavo SNP-jev lokusa 17q12—
17921.1 s posameznimi fenotipi astme, saj se domneva, da imajo razli¢ni fenotipi astme
razli¢na genetska ozadja. Kot prvi smo zeleli ovrednotiti ali je eden izmed SNP-jev
lokusa 17912-17921.1, rs4795405, povezan tudi s KOPB.

V prvem delu raziskave smo proucevali povezavo med astmo pri odraslih slovenskih
bolnikih in SNP-jem rs4795405, ki se nahaja na kromosomskem lokusu 17ql2-
17g21.1, navzgor od protein-kodirajo¢ega gena ORMDL3, v genu, ki kodira intergensko
dolgo nekodirajo¢o RNA (lincRNA) RP11-387H17.4. Polimorfizem rs4795405 je bil za
analizo izbran na podlagi prve raziskave GWAS (Moffatt in sod., 2007), kjer se je
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izkazal kot eden izmed SNP-jev mocneje povezanih z astmo pri otrocih. V nasi
raziskavi smo zeleli preveriti ali je povezan tudi z astmo pri odraslih ter potrditi
povezavo 154795405 s fenotipom astme brez rinitisa, ki smo jo ugotovili v eni izmed
nasih raziskav pri otrocih z astmo (Kavalar in sod., 2012). Nacrtno smo zbrali
primerljivo veliki skupini bolnikov z astmo s pridruzenim rinitisom in brez
pridruzenega rinitisa, saj v splosni populaciji bolnikov z astmo prevladujejo bolniki, ki
imajo pridruZen rinitis. Ker naj bi bila za astmo brez rinitisa znacilna manj reverzibilna
obstrukcija, ki je sicer znacilna za bolnike s KOPB, smo kot prvi Zeleli preveriti tudi
povezavo rs4795405 s KOPB.

Na podlagi ugotovitev v prvem delu raziskave smo nase prouéevanje razsirili na ve¢ji
del lokusa 17q12—17q21.1, pri ¢emer smo analizirali 13 izbranih SNP-jev na drugi,
vedji skupini bolnikov in povezavo teh z razli¢nimi fenotipi astme. Z analizo povezave
lokusa 179q12-17g21.1 z astmo bi ocenili genetski doprinos tega lokusa k astmi pri
odrasli populaciji slovenskih bolnikov. Z analizo povezave SNP-jev lokusa 17q12—
17921.1 z razli¢cnimi fenotipi astme bi ocenili doprinos teh SNP-jev k heterogenosti
astme. Za genotipizacijo smo izbrali SNP-je: rs12936231, ki se nahaja v genu ZPBP2,
rs2305480 in rs7216389, ki se nahajata v genu GSDMB, rs3744246 ter rs4795405, ki se
nahajata navzgor od gena ORMDL3 v genu RP11-387H17.4, 1s8079416, ki se nahaja
navzgor od gena LRRC3C v genu RP11-387H17.4, 1s3893044, ki se nahaja navzdol od
gena LRRC3C, rs7219080 in rs8069202, ki se nahajata v genu GSDMA, rs8066582 in
rs9916279, ki se nahajata v genu PSMD3, rs1042658, ki se nahaja v genu CSF3 in
1rs2302777, ki se nahaja v genu MED24.

V tretjem, farmakogenetskem delu raziskave, smo Zeleli potrditi povezavo SNP-jev v
genu VEGFA z odzivom otrok na zdravljenje astme z inhalacijskimi kortikosteroidi (1K)
in ovrednotiti povezavo SNP-jev v genu VEGFA z odzivom na zdravljenje z antagonisti
receptorjev za levkotriene (LTRA). S tem bi pokazali, da je VEGFA lahko
farmakogenetski oznafevalec za napovedovanje odziva na zdravljenje astme, kar bi
predstavljalo pomembno izhodis¢e za nadaljnjo analizo tega gena tako pri zdravljenju
astme kot njegovo vlogo pri patogenezi astme. Za farmakogenetski del smo izbrali
SNP-ja v genu VEGFA na podlagi raziskave (Sharma in sod., 2009), v kateri so
pokazali, da je rs2146323 izmed ve¢ analiziranih SNP-jev gena VEGFA povezan z
odzivom na zdravljenje astme z IK. Poleg tega smo v analizo vkljucili Se rs833058, ki je
bil v isti raziskavi povezan z bronhialno preodzivnostjo. Znano je, da je VEGFA ena
izmed posrednih tar¢ razli¢nih terapij, ki se uporabljajo za zdravljenje astme (Asai in
sod., 2003; Kanazawa in sod., 2007) in je zato zanimiv kandidatni gen za
farmakogenetske analize astme. Ker je za genetske asociacijske raziskave znacilno, da
za vec¢jo mo¢ potrebujejo ve¢ ponovitvenih raziskav na razlicnih vzorcih, smo zeleli
odkritje farmakogenetske povezave iz leta 2009 preveriti Se na vzorcu slovenskih otrok
Z astmo.
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1.2 HIPOTEZE

Glede na zastavljeno problematiko ter izsledke predhodnih raziskav, smo predpostavili
sledece hipoteze:

Hipoteza 1: Polimorfizem rs4795405, ki se nahaja navzgor od gena ORMDL3 v genu
RP11-387H17.4, je povezan z astmo in kroni¢no obstruktivno pljucno boleznijo
(KOPB) pri odraslih.

Cilj 1.1: Dolo¢iti povezavo med rs4795405 in astmo pri odraslih.

Cilj 1.2: Dolociti povezavo med rs4795405 in fenotipom astme brez rinitisa.

Cilj 1.3: Dolo¢iti povezavo med rs4795405 in KOPB.

Hipoteza 2: Lokus 17q12-17qg21.1 je povezan z astmo pri odraslih.

Cilj 2.1: Dolociti povezavo med posameznimi SNP-ji rs12936231, rs2305480,
1s7216389, 1s3744246, rs4795405, rs8079416, rs3893044, rs7219080, rs8069202,
1$9916279, rs8066582, rs1042658 in rs2302777, ki se nahajajo v obmocju genov
ZPBP2, GSDMB, ORMDL3, RP11-387H17.4, LRRC3C, GSDMA, PSMD3, CSF3 in
MEDZ24, in astmo pri odraslih.

Cilj 2.2: Dolociti povezavo med posameznimi SNP-ji in razlicnimi fenotipi astme
(atopija, pljuc¢no delovanje, obdobje v katerem se astma pojavi, vpliv kajenja).

Cilj 2.3: Dolo¢iti povezavo med haplotipi in astmo.

Hipoteza 3: Izbrana SNP-ja v genu VEGFA sta farmakogenetska oznacevalca pri astmi.
Cilj 3.1: Dolo¢iti povezavo med rs2146323 in rs833058 ter odgovorom na zdravljenje
otrok z astmo, ki so zdravljeni z inhalacijskimi kortikosteroidi ali z antagonisti
receptorjev za levkotriene.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BIOLOGIJA ASTME

Astma je kroni¢na bolezen, za katero je znacilno vnetje in preodzivnost dihalnih poti na
hladen zrak, telesno vadbo, najveckrat pa na alergene iz okolja, kot so hiSne prSice,
zivalska dlaka, pelodi in spore gliv (Lambrecht in Hammad, 2012). Prekomeren
odgovor imunskega sistema pri astmi je lahko posledica nepravilnega delovanja
epitelijske prepreke. Epitelij je namre¢ prva obramba pred dejavniki okolja. Strukturno
predstavlja fiziéno prepreko in hkrati izloca protimikrobne ucinkovine, ki poleg
neposredne obrambe aktivirajo tudi lastne imunske celice. Za prepoznavanje
inhalacijskih alergenov so klju¢nega pomena Toll-u podobni receptorji 4 (TLR4), ki se
nahajajo na povrsini epitelijskih celic (Lambrecht in Hammad, 2012). Pri odzivu na
dejavnike okolja, kot so razli¢ni antigeni, dihalne epitelijske celice preko receptorjev
TLR4 aktivirajo mnoge imunske celice, da izlocajo citokine in kemokine, kot so
interlevkini (IL). Med najpomembnejse sodijo IL-6, IL-8, IL-25, 1L-33, stromalni
limfopoetin prizeljca (TSLP), eotaksini in spodbujevalni dejavnik rasti granulocitnih in
makrofagnih kolonij 2 (CSF2). TSLP povzro¢i vdor dendriti¢nih celic, ki predstavijo
antigene celicam T in spominskim celicam T (Bartemes in Kita, 2012). IL-25 in 1L-33
sprozita nastajanje IL-13 in IL-5 v prirojenih limfoidnih celicah, katerih zorenje
uravnavata transkripcijska dejavnika GATA vezavni protein 3 (GATA-3) in retinoidu
sorodni receptor alfa (RORA) (Walker in McKenzie, 2013). lzlo¢anje razli¢nih
citokinov sprozi aktivacijo dendriti¢nih celic, bazofilcev, mastocitov, eozinofilcev,
diferenciranih celic pomagalk tipa 2 (Th2) in celic ubijalk, kar povzro¢i preoblikovanje
dihalnih poti, fibrozo in deljenje gladkih misi¢nih celic. Epitelijski citokini kot so I1L-25,
IL-33, TSLP ter produkti imunskega odziva Th2 v pozitivni zanki spodbujajo nastajanje
mukusa in matriksnih proteinov. I1L-25 in IL-33 spodbujata izloCanje proteina
imenovanega Zilni endotelijski rastni dejavnik A (VEGFA) iz mastocitov in Zilnih
endotelijskih celic, kateri spodbuja angiogenezo, otekanje oziroma edeme, vnetje tipa
Th2, sub-epitelijsko fibrozo in aktivacijo dendriti¢nih celic. To vodi v preodzivnost
dihal in okrepi preobcutljivost na dihalne antigene (Bartemes in Kita, 2012; Lee C.G. in
sod., 2004). Epitelijske celice torej s proizvajanjem citokinov neposredno vplivajo na
integriteto epitelija in hkrati posredno z aktivacijo imunskih celic sprozijo vnetje tipa
Th2. V stene dihalnih poti se infiltrirajo mastociti, eozinofilci in CD4+ T-celice (celice
Th2), celo pri bolnikih z ne-atopijsko obliko astme. Pri nekaterih bolnikih prihaja do
infiltracije nevtrofilcev, kar verjetno uravnava podvrsta celic T-pomagalk, za katere je
znacilno izlocanje citokina IL-17A (Th17) (Bartemes in Kita, 2012).

Druga hipoteza, ki pojasnjuje dogajanje v dihalih bolnikov z astmo predvideva, da je
preodzivnost dihalnih poti posledica nenormalnega stanja kalcija (Ca’*) v celicah
dihalnih gladkih misic. Kalcij je namre¢ kljucen pri kréenju in sprostitvi dihalnih
gladkih misic. Na celi¢nih kulturah podgan s preodzivnostjo dihal so izmerili povisane
stopnje Ca** (Tao in sod., 1999). Hkrati mnogi znani sproZilci astme, kot so levkotrieni,
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ozon, dejavnik tumorske nekroze alfa (TNF-a) in aktivacija vnetnih celic izzovejo
preodzivnost tudi z njegovo mobilizacijo. Meritev Ca** v celicah je zahtevna, saj logimo
globlji citosolni Ca** in citosolni sub-plazmalemski Ca*. Prvi je pomemben pri kréenju
gladkih misic, drugi uravnava membransko napetost. Bolniki z astmo naj bi imeli visje
stopnje globljega citosolnega Ca®* in tako ve&jo odzivnost na sprozilce, kot so citokini
in vnetni posredniki (Parameswaran in sod., 2002). Povisane stopnje Ca®" v citosolu se
uravnavajo s privzemanjem Ca®* v sarkoplazemski retikulum s sarkoendoplazemsko
&rpalko Ca** (SERCA). Dokazano je bilo, da je izrazanje SERC-e v dihalnih gladkih
miSicah bolnikov z astmo zmanjsano, posledi¢no pa je zmanjSan tudi privzem Ca?*
(Mahn in sod., 2009).

Pri kliniéni manifestaciji astme so torej pomembne tako epitelijske celice, ki so prva
obramba pri dejavnikih okolja in omogocajo prietek vnetja ter proizvajajo sluz oziroma
mukus kot tudi dihalne gladke miSicne celice, ki s kréenjem prispevajo k obstrukciji
oziroma zozenju dihalnih poti, kar vodi k otezenemu dihanju.

2.2 RAZDELITEV ASTME

Astma ni enotna bolezen, zato v zadnjih letih poskusajo dolociti oziroma definirati
podskupine, fenotipi in endotipi astme. Fenotipi astme so atopijska in ne-atopijska
astma, opredelitev astme glede na to kdaj se pojavi, bodisi v otroStvu ali Sele v odrasli
dobi, teza obstrukcije, sopojavnost rinitisa in drugo (Lotvall in sod., 2011). Ker endotipi
astme $e niso enotno doloceni, astmo najveckrat delimo fenotipsko na atopijsko in ne-
atopijsko. Atopijsko oziroma alergijsko astmo obicajno definiramo na podlagi
pozitivnih koznih testov ali na podlagi prisotnosti specifi¢nih protiteles IgE v serumu
bolnikov. Najveckrat se ta tip astme pojavi Zze v otro$tvu. Za te bolnike je znacilna
preobéutljivost na inhalacijske alergene. Pri njih prihaja do vnetnega odziva tipa Th2
(Pearce in sod., 1999). Druga najpogostejsa delitev astme je glede na obdobje, ko se
astma pojavi, v otro$tvu ali odrasli dobi. Mnogokrat so za astmo s pri¢etkom Vv odrasli
dobi znacilna ponavljajoca se tezka poslabsanja. Atopija je pri teh bolnikih redkejsa,
pljuéno delovanje je najveckrat slabse kot pri bolnikih z atopijsko astmo, pogosto je
prisotna eozinofilija (de Nijs in sod., 2013).

Astmo pogosto spremljajo pridruzene bolezni, kot je rinitis. Rinitis je bolezen zgornjih
dihalnih poti in se obi¢ajno pojavi pred ali z razvojem astme. Ocenjujejo, da je prisoten
pri 78 % bolnikov (Corren, 2013). Ena od hipotez predpostavlja, da sta rinitis in astma
ena bolezen, saj gre za patologijo v skupni dihalni poti, a kljub temu obstaja nekaj razlik
med astmo z in brez spremljajocega rinitisa. Bolniki z astmo brez rinitisa imajo
obicajno vis§jo stopnjo obstrukcije dihalnih poti, slabSe plju¢no delovanje, manj
bronhialnih eozinofilcev ter tezjo obliko astme (Dixon in sod., 2008; Jang in sod., 2010;
Navarro in sod., 2008). Astmo lahko delimo tudi na podlagi krvnih parametrov. Krvna
eozinofilija je znacilna za tezke astme s pojavom v odrasli dobi. Izdihani dusikov oksid
(FeNO) je oznacevalec, s katerim lahko dobro ocenimo bronhialno in krvno eozinofilijo
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(Corren, 2013). Pri astmi opredeljujemo Se bronhialno preodzivnost na podlagi
metaholinskega testa in delovanje plju¢ z merjenjem razli¢nih parametrov plju¢nega
delovanja, kot so prisiljena izdihana prostornina zraka v 1 sekundi izdiha (FEV1), %
predvidene normalne vrednosti FEV1; prilagojen za spol, starost in telesne parametre,
vitalna kapaciteta pljuc¢ (VC), % predvidene normalne vrednosti VC; prilagojen za spol,
starost in telesne parametre ter razmerje FEV1/FVC, kar imenujemo indeks Tiffaneu
(TT), pri ¢emer je FVC prisiljena vitalna kapaciteta.

Genetske raziskave astme so doprinesle k razumevanju obstoja razli¢nih fenotipov
astme in razkrile pomen vkljucevanja fenotipov v genetske raziskave. Doloc¢eni geni so
bili povezani samo z dolo¢eno obliko astme, kar nakazuje, da imajo razlicne oblike
astme lahko razlicno genetsko ozadje. To nakazuje, da razlicnim fenotipom astme
verjetno botrujejo razliéne bioloSke poti. Primer je gen MMP9, ki je bil povezan
izkljuéno z ne-atopijsko obliko astme pri otrocih (Pinto in sod., 2010).

2.3  GENETIKA ASTME

Astma je bolezen za katero je znacCilna druzinska obremenjenost. Heritabilnost, ki
predstavlja razmerje med doprinosom dednosti in skupnimi doprinosi okolja in
dednosti, je bila z nedavnimi raziskavami ocenjena na priblizno 62 % (Thomsen in sod.,
2010), kar predstavlja visoko vrednost glede na nase poznavanje genetike astme. Kajti,
Kljub mnogim raziskavam genetskega ozadja astme $e nismo odkrili klju¢nih, klini¢no
pomembnih genov, s katerimi bi z visoko gotovostjo napovedali njen razvoj. Glavni
razlog naj bi bila velika heterogenost astme (L&tvall in sod., 2011). Eden od razlogov je
tudi kompleksnost bolezni, saj naj bi k razvoju astme prispevali Stevilni geni z majhnimi
ucinki. Po podatkih baze DisGenNET (DisGenNET ..., 2015) je bilo do decembra 2015
objavljenih 5185 raziskav, v katerih so proucevali povezavo razli¢nih genov z astmo.
Mnogo manj povezav genov z astmo je bilo uspe$no ponovljenih v neodvisnih
populacijah in redkim genetskim variantam je mogoce pripisati funkcionalno vlogo pri
astmi (Barnes, 2011). A vendar odkrite povezave genov z astmo kazejo na mozno vlogo
teh genov pri razvoju astme in vodijo k boljsemu razumevanju bolezenskega ozadja
astme in hkrati odkrivanju novih tar¢nih bioloskih poti za zdravljenje astme.

2.3.1 Polimorfizmi posameznih nukleotidov in haplotipi

Dva naklju¢no izbrana cloveska genoma imata 99,9 % identiCnega zaporedja
deoksiribonukleinske kisline (DNA). Preostali 0,1 % predstavljajo variacije.
Najpogostejse variacije so SNP-ji, ki se pojavljajo priblizno na 1000 baznih parov (bp)
zaporedja DNA. Zanje je znacilna ve¢ kot ena nukleotidna baza, kar pomeni da se pri
nekaterih posameznikih pojavlja alternativna oblika nukleotidne baze na dolocenem
genetskem lokusu, tako imenovan alel. Primer je zamenjava citozina s timinom. Tako so
na tem mestu mozni genotipi CC, CT in TT. SNP-ji so relativno pogosti, stabilni in ne
mutirajo pogosto, kar je ena izmed glavnih znacilnosti mikrosatelitnih oznacevalcev.
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Razporejeni so po celotnem genomu, tako v promotorjih, kodirajo¢em zaporedju,
intronih, kot ne-kodirajo¢em delu genoma. Polimorfizmi posameznih nukleotiov so
povezani z raznolikostjo populacij, ljudi, nagnjenostjo k dolo¢enim boleznim, odzivom
na zdravljenje in drugimi lastnostmi. Polimorfizmi lahko spremenijo regulatorne motive
za vezavo transkripcijskih dejavnikov (TF-jev), s c¢imer vplivajo na aktivnost
promotorjev, prepisovanje genov, vplivajo lahko na razporejanje nukleosoma, stabilnost
transkriptov, zaporedje DNA, ki vpliva na aminokislinsko sestavo proteina, povzro¢ijo
lahko nastanek stop kodona in drugo (Shastry, 2002), s c¢imer doprinesejo Kk
spremenjenemu delovanju bioloskih poti.

Ker SNP-ji predstavljajo glavni doprinos k raznolikosti med ljudmi in populacijami jih
mnogokrat uporabljamo pri raziskovanju genetske nagnjenosti k pogostim,
kompleksnim boleznim, kot so astma, sladkorna bolezen, kroni¢ne ¢revesne bolezni in
druge. Z genetskimi asociacijskimi studijami primerjamo porazdelitev genotipov SNP-
jev bodisi med bolniki in zdravimi kontrolami bodisi med razli¢nimi oblikami bolezni.
Odkrita povezava dolo¢enega SNP-ja z boleznijo je lahko posledica prouc¢evanega SNP-
ja ali pa vzrok za povezavo med SNP-jem in boleznijo ni proucevan SNP, temve¢ SNP,
Ki je z njim v vezavnem neravnotezju (LD). Polimorfizmi, ki se nahajajo v relativni
blizini se namre¢ lahko dedujejo skupaj, kar imenujemo LD, zato je proucevan alel
SNP-ja lahko povezan z boleznijo kot posledica skupnega dedovanja z dejansko
vzroénim. V splosnem velja, da so bliznji SNP-ji v mo¢nejSem LD-ju, kot daljni, vendar
fizi¢na razdalja ni merilo, saj lahko med dvema SNP-jema, ki ju locuje le 20 bp, ni LD-
ja. Medtem, ko je lahko med dvema SNP-jema lo¢enima z 200000 bp LD visok
(Silverman, 2007).

Alele SNP-jev, ki se dedujejo skupaj imenujemo haplotipi in se v zadnjih letih poleg
posameznih SNP-jev mnogokrat uporabljajo za proucevanje povezave z dolo¢eno
boleznijo, saj se mutacija, ki povzroci neko bolezen pojavi v nekem haplotipnem bloku.
Oseba, ki bo prenesla mutacijo na potomce, bo prenesla tudi strukturo haplotipa. Ce
opazimo povecane pogostnosti neke haplotipne strukture pri ve¢ obolelih bi to lahko
nakazovalo lokalizacijo vzrofnega gena oziroma SNP-ja (Silverman, 2007). Pri
monogenskih boleznih, kot je cisticna fibroza, so haplotipi bolj informativni
oznacevalci v primerjavi s posameznimi SNP-ji. Haplotipi namre¢ bolj ucinkovito
predstavljajo vzorce LD genomskega obmocja. Kadar neko bolezen povzroca vec
genov, kar je znacilno za kompleksne bolezni, bomo vzro¢ne mutacije, kljub
haplotipom tezje zaznali (Silverman, 2007). Genetske variante, ki sestavljajo haplotip
lahko vplivajo na dolocen fenotip, ko se pojavljajo skupaj. Socasen pojav dveh
genetskih variant, ki obe spremenita zaporedje aminokislin in posledi¢no vplivata na
delovanje proteina, lahko bistveno drugace vpliva na protein kot pojav le ene izmed
njih. Prouéevanje haplotipov nam omogoca identifikacijo teh na podlagi kombinacije
bliznjih SNP-jev. Primer je gen ADRB2. Odziv na zdravljenje ni bil povezan s
posameznimi SNP-ji tega gena v nasprotju s haplotipi. Razlog naj bi bil v cis-efektih
znotraj haplotipov (Drysdale in sod., 2000).
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2.3.2 Pristopi h genetski analizi astme
2.3.2.1 Analiza kandidatnih genov

V vecini genetskih raziskav astme v zadnjem desetletju so proucevali SNP-je v genih, ki
so udelezeni v bioloskih poteh, ki vplivajo na patofiziologijo astme ali pa so bili izbrani
na podlagi izsledkov predhodnih raziskav, kjer so proucevali vecje dele genoma. Ta
nacin izbora genov za raziskave imenujemo analiza kandidatnih genov. To vrsto
raziskav najveCkrat uporabljamo zaradi enostavnosti koncepta, v primeru proucevanja
majhnega Stevila preiskovancev, omejenih sredstev in za izvedbo ponovitvenih
genetskih raziskav (Ober in Yao, 2011). Pri astmi so bili v najve¢ji meri proucevani
biolosko pomembni geni, ki kodirajo citokine, proteine udelezene pri signaliziranju
celic T, proteine epidermalne prepreke, proteine udelezene v plju¢no delovanje in druge.
Med najbolj proucevane sodijo geni vpleteni v odziv Th2, kot so IL4, ILARA, STATS,
GATAS3, IL13, IFNG in drugi (Preglednica 1). Vec¢ina ponovitvenih raziskav ni pokazala
ponovljivih povezav med geni, SNP-ji in astmo, kar predstavlja najvecjo oviro pri
proucevanju genetike astme. Kljub temu najdene povezave med SNP-ji dolo¢enih genov
in astmo nakazujejo na vlogo teh genov v patobiologiji astme, kar pripomore k
izhodiS¢u za proucevanje proteinov, ki jih ti geni kodirajo in k odkrivanju novih tar¢, ki
bi jih lahko uporabili za zdravljenje te kompleksne bolezni.

Preglednica 1: Pregled najpomembnejsih genov, ki so bili povezani z astmo s prouc¢evanjem kandidatnih
genov.

Table 1: Summary of genes that were found to be associated with asthma with candidate gene analysis
approach.

Gen Lokus Bioloska vloga Vir

GSTM1 1p13.3 Zmanj$anje oksidativnega stresa March in sod., 2013
FLG 1921.3 Integriteta in delovanje epitelijske prepreke  March in sod., 2013
IL10 1931932 Citokin, imunski odziv March in sod., 2013
CTLA4 2033 Zaviranje odziva celic T March in sod., 2013
COL29A1 3021.3 Tvorba kolagena Holloway in sod., 2010
TLR2 4932 Receptor za prepoznavo patogenov Holloway in sod., 2010
IL13 5931 Odziv Th2 March in sod., 2013
IL4 5g31.1 Diferenciacija celic Th2 March in sod., 2013
CD14 5031.1 Prepoznavanje mikrobov March in sod., 2013
IL5 5g31.1 Odziv Th2 Ober in Hoffjan, 2006
CD14 5031.3 Imunski odziv na lipopolisaharide Holloway in sod., 2010
ADRB2 5931-q32 Sproscanje gladkih misic March in sod., 2013
SPINK5 5032 Inhibitor epitelne proteaze March in sod., 2013
HAVCR1 5933.2 Odziv celic T March in sod., 2013
LTC4S 5935 Posrednik vnetja March in sod., 2013

se nadaljuje
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Nadaljevanje preglednice 1. Pregled najpomembnejsih genov, ki so bili povezani z astmo s proucevanjem

kandidatnih genov.

Gen Lokus Bioloska vloga Vir
HLA-DRBI 6p21 MHC I, predstavljanje antigenov March in sod., 2013
HLA-DQBI 6p21 MHC 11, predstavljanje antigenov March in sod., 2013
HLA-DPBI 6p21 MHC I, predstavljanje antigenov March in sod., 2013
LTA 6p21.3 Posrednik vnetja March in sod., 2013
TNF 6p21.3 Posrednik vnetja March in sod., 2013
VEGFA 6021.1 Angiogeneza, prepustnost Zil, spodbuja Sharma in sod., 2009
proliferacijo in rast endotelijskih celic
GPRA 7p14.3 Izrazanje metaloproteaz March in sod., 2013
CCL26 7q11.23 Kemoatraktant za eozinofilce, bazofilce Ober in Hoffjan, 2006
NAT2 8p22 Razstrupljanje March in sod., 2013
TLR4 9¢33.1 Receptor za prepoznavo patogenov Holloway in sod., 2010
CC16 11q12.3—q13.1  Imunoregulacija March in sod., 2013
FCER1B 11913 Receptor za IgE March in sod., 2013
GSTP1 11913 Zmanj$evanje oksidativnega stresa March in sod., 2013
IL18 11q22.2-q22.3  Vnetje March in sod., 2013
STAT6 12913 Signaliziranje 1L-4 in IL-13 March in sod., 2013
IRAKM 12q13.13 Uravnavanje signaliziranja TLR Holloway in sod., 2010
NOS1 12q24.2—q24.31 Celi¢na komunikacija March in sod., 2013
CMAlL 14q11.2 Serinska proteaza March in sod., 2013
ILARA 16p12.1 Odziv Th2 Holloway in sod., 2010
IL4R l6p12.1-p12.2  Alfa veriga receptorjev za IL-4 in I1L-13 March in sod., 2013
CCL5 17q11.2—q12 Kemoatraktant za celice T, eozinofilce, March in sod., 2013
bazofilce
CCL11 17q21.1—q21.2 Kemoatraktant za eozinofilce March in sod., 2013
STAT3 17qg21.2 Aktivacija kaskade JAK-STAT Ober in Hoffjan, 2006
ACE 17923.3 Uravnavanje vnetja March in sod., 2013
TBXA2R 19p13.3 Agregacija trombocitov March in sod., 2013
TGFB1 19g13.1 Celi¢na rast, proliferacija, diferenciacija ~ March in sod., 2013

2.3.2.2 Analiza genske povezanosti

Z raziskavami, kjer so uporabili pristop proucevanja druzin z analizo genske
povezanosti na celotnem genomu, brez predhodne hipoteze o kandidatnih genih, so
odkrili kandidatne lokuse z bistveno bolj$o ponovljivostjo kot z analizo genov, ki so bili
izbrani na podlagi bioloske vloge pri astmi. Med najbolj znane sodi citokinski lokus na
kromosomu 5q, ki zajema gene IL13, IL4, IL9, CD14, gen STAT6 na 12q ter nove
kandidatne gene kot so DPP10, HLAG, ADAM33 in druge (March in sod., 2013)
(Preglednica 2).
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Preglednica 2: Geni in kromosomski lokusi povezani z astmo odkriti z analizo genske povezanosti ali
pozicijskega kloniranja.
Table 2: Asthma associated genes discovered through linkage and positional cloning studies.

Gen Lokus Bioloska vloga Vir

CSF3R, IL12RB2* 1p35-p31 Aktivacija granulocitov, odziv Thl Dizier in sod., 2000

DPP10 2014 Reze terminalne dipeptide citokinov ~ Allen in sod., 2003

IL4, IL13, IL9 5031932 Citokinski klaster, odziv Th2 Ober in sod., 2000

FCER1B? 11912-q13  Alergijski odziv Dizier in sod., 2000

STATS, IFNG, LTA4H? 12q13-g24 Odziv Th2, Th1, metabolizem Dizier in sod., 2000
levkotienov

IRAK3 12914 Uravnava signalizacijo receptorjev Balaci in sod., 2007
TLR

PHF11 13q14 Aktivacija in viabilnost celic T Zhang in sod., 2003

STATS5, CCL5, CSF3? 17q11-9g21 Transkripcijski dejavnik, kemokin Dizier in sod., 2000

za eozinofilce in bazofilce,
aktivacija granulocitov

CCRY7 19913 Aktivacija limfocitov B in T Dizier in sod., 2000
ADAM33 20p13 Celi¢ne interakcije Van Eerdewegh in
sod., 2002

“Navedeni so geni, ki so bili predlagani kot najbolj verjetni kandidatni geni za astmo (Dizier in sod.,
2000). *Susceptibility genes for asthma (Dizier et al., 2000).

2.3.2.3 Asociacijske Studije celotnega genoma

Tretji pristop k analizi genetike astme je omogodila tehnologija mikro¢ipov in sicer,
asociacijske Studije celotnega genoma (GWAS). S tem pristopom so odkrili enega
najbolj znanih in najbolj proucevanih kandidatnih lokusov za astmo, katerega vloga pri
astmi Se danes ni povsem znana. To je lokus 17q12-17qg21.1, kjer se poleg drugih,
nahaja eden izmed najbolj znanih genov povezanih z astmo, ORMDL-regulator
biosinteze sfingolipidov 3 (ORMDL3) (Moffatt in sod., 2007). Poleg prve GWAS, je
bilo do sedaj izvedenih preko 30 drugih (Preglednica 3). Mnoge so poleg novih
kandidatnih genov, kot so PDE4D, IL1RL1, SMAD3, 1L33, HLADQ, znova potrdile
lokus 17921 kot enega izmed lokusov najmocneje povezanih z astmo (Moffatt in sod.,
2010; Torgerson in sod., 2011; Sleiman in sod., 2010).
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Preglednica 3: Pregled najpomembnejsih genov, ki so bili povezani z astmo v asociacijskih $tudijah
celotnega genoma.
Table 3: Asthma associated genes discovered with genome wide association studies.

Gen Lokus Bioloska vloga Vir
DENND1B 1931 Spomin celic T Sleiman in sod., 2010
ILIRL1 2911 Receptor za IL-33, pritegne Gudbjartsson in sod.,
vnetne celice 2009
PDE4D 5g12 Kréenje dihalnih gladkih misic, Himes in sod., 2009
vhetje
TSLP/WDR36 5022 Aktivacija dendriti¢nih celic, Hirota in sod., 2011
imunski odziv, odziv Th2
RAD50/1L13 5031 DNA/citokin Th2 Li in sod., 2010
HLA-DQ 6p21 T-celi¢ni odziv Moffatt in sod., 2010
CDHR3 7022 Celi¢ni kontakti Bonnelykke in sod.,
2014
IL33 9p24 Aktivacija vnetnih celic Bonnelykke in sod.,
2014
SMAD3 15q22 Fibroze Moffatt in sod., 2010
GSDMB/ORMDL3 17ql12-17¢g21.1 Tvorba tumorjev, uravnavanje Moffatt in sod., 2007
znotraj celi¢nega Ca®*
IL2RB 22912 Vezava IL-2 in IL-15 Moffatt in sod., 2010

Slaba ponovljivost rezultatov genetskih raziskav astme, ki naj bi bila deloma tudi
posledica razli¢nih fenotipov oziroma endotipov astme, je vodila tudi v proucevanje
povezave posameznih fenotipov astme in genetskih oznacevalcev na celotnem genomu.
Tako so odkrili povezavo gena STAT6 s koncentracijo celokupnih IgE in IL1IRL1 z
odstotkom eozinofilcev v krvi (March in sod., 2013), kar potrjuje pomen proucevanja
fenotipov astme poleg proucevanja astme kot enotne skupine.

GWAS so prinesle tudi vpogled v razli¢na genetska ozadja med razli¢nimi rasami in
populacijami. Z raziskavami na razli¢nih populacijah so odkrili povezavo astme z
razlinimi geni ali z enakimi geni, vendar razlicnimi SNP-ji. Tako je v izhodni
populaciji najmocnej$o povezavo z astmo pokazal drug SNP, kot v ponovljeni raziskavi
na drugi populaciji preiskovancev. Primer je gen DENND1B - pri proucevanju evropske
populacije je bilo 20 SNP-jev povezanih z astmo. Ko je bil ta gen proucevan na afro-
ameriSki populaciji so bili ti SNP-ji z astmo povezani v manjs$i meri, hkrati pa so bili
drugi SNP-ji tega gena mocno povezani z astmo (Meyers, 2010). Zato je pomembno, da
so asociacijske raziskave izvedene na doti¢ni populaciji z namenom ocenitve tveganja
za razvoj bolezni. V prihodnosti bomo z uporabo tehnologije dolo¢anja zaporedja DNA
naslednje generacije lazje zaznali redke variante, ki bi lahko vplivale na razvoj astme.
Domnevajo, da naj bi kopicenje redkih variant, ki so specificne za posamezne
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populacije in jih z uporabo GWAS ne moremo zaznati, lahko privedle do pogostih
kroni¢nih bolezni, kot je astma.

2.3.3 Astma in vpliv okolja

Astma je kompleksna bolezen na katero poleg genetskega ozadja vplivajo tudi dejavniki
okolja. Slednji lahko sprozijo astmo pri posameznikih, ki so genetsko nagnjeni k
njenemu razvoju. Pri¢akujemo, da bomo z raziskovanjem interakcij med genetskimi
dejavniki in okoljem lazje razumeli kompleksne mehanizme te bolezni. Glavni okoljski
dejavniki, ki naj bi pomembno doprinesli k astmi so: toba¢ni dim, onesnaZzenost zraka,
izpostavljenost respiratornim virusom, endotoksinom in alergenom (Mukherjee in
Zhang, 2011). Pri asociacijskih raziskavah genetike astme je pomembno ovrednotenje
vplivov okolja v interakciji z rizicnimi SNP-ji v kandidatnih genih. Primeri raziskav,
kjer se je izkazalo, da dejavniki okolja vplivajo na povezavo SNP-jev v kandidatnih
genih z astmo so Stevilni. Tako je bil kromosomski lokus 17g21 v eni izmed raziskav
moc¢no povezan samo z astmo pri otrocih, ki so bili izpostavljeni toba¢nem dimu
(Bouzigon in sod., 2008). V drugi raziskavi so imeli nosilci riziénih genotipov SNP-jev
lokusa 17g21 ve¢jo moznost, da razvijejo astmo kot posledico zgodnjih respiratornih
okuzb (Smit in sod., 2010). Izkazalo se je tudi, da so osebe z rizi¢nim genotipom Vv
nekaterih SNP-jih gena, ki kodira IL-9, razvile teZjo astmo ¢e so bile izpostavljene hisni
prsici (Sordillo in sod., 2015). Ker ne obstajajo enotne definicije, ki bi opredeljevale
dejavnike okolja, se ti med raziskavami razlikujejo, kar dodatno otezuje ponovljivost
izidov raziskav in proucevanje te kompleksne bolezni s poligenskim ozadjem. Kljub
zahtevnemu ocenjevanju dejavnikov okolja, jih je potrebno vkljucevati v genetske
analize, saj predpostavljamo, da okoljski dejavniki sprozijo razvoj astme pri genetsko
nagnjenih posameznikih.

2.3.4 Astma in interakcije med geni

Z raziskavami genetike astme so odkrili statisti¢no znacilno povezavo $tevilnih genov z
astmo, vendar je doprinos posameznih SNP-jev k razvoju bolezni majhen. Na razvoj
astme naj bi namre¢ vplivalo veliko Stevilo genov z majhnimi uéinki, zato SO verjetno
pomembni sinergisti¢ni in aditivni ucinki posameznih variant (Meyers, 2010). Zaradi
domnevne poligenske narave astme so pri proucevanju astme kljuéne interakcije med
geni, imenovane epistaze. V eni izmed raziskav so ugotovili, da je tveganje za astmo kar
petkrat vecje, ¢e ima oseba hkrati rizi¢na genotipa v genih IL4RA in IL13, kot ¢e ima v
obeh genih hkrati ne-rizi¢éna genotipa (Howard in sod., 2002). Zaradi velikega Stevila
kandidatnih genov za astmo je mozno Stevilo interakcij med geni zelo veliko. V razvoju
so raCunalniSke in statisticne metode, ki bodo omogocile ovrednotenje genskih
interakcij na nivoju genoma in Sele te bodo verjetno moc¢no pripomogle k razumevanju
genetskega ozadja astme.
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2.3.5 Genetika astme in drugih bolezni

Geni, ki so bili opisani kot pomembni pri razvoju astme so bili mnogokrat povezani tudi
z drugimi, podobnimi boleznimi. Podatki genomskih in genetskih raziskav kazejo, da
imajo imunske bolezni kot so astma, Crohnova bolezen (Barrett in sod., 2008) in
primarna biliarna ciroza (Hirschfield in sod., 2009) skupne kandidatne gene, kot so na
primer geni lokusa 17q12-17g21.1. Bolezen najbolj podobna astmi z vidika prizadetega
tkiva je KOPB. Izkazalo se je, da je v skupini kroni¢nih obstruktivnih plju¢nih bolezni,
kar 20 % bolnikov, ki sodijo v skupino bolnikov pri katerih prihaja do prekrivanja astme
in KOPB, kar imenujemo ACQOS (Gibson in McDonald, 2015), kar nakazuje na deljeno
genetsko ozadje pri nekaterih bolnikih. Z GWAS niso odkrili skupnih rizi¢nih lokusov,
medtem ko je bilo s proucevanjem kandidatnih genov odkritih kar nekaj skupnih
povezav. Primer je gen ADAM33, ki je bil pri astmi povezan s pljuénim delovanjem in
vplivom kajenja (Jongepier in sod., 2004), ki najveckrat sprozi KOPB. V drugi
raziskavi je bil ADAM33 povezan tudi s KOPB (Sadeghnejad in sod., 2009).

2.3.6 Lokus17912-17g21.1

Prva GWAS pri bolnikih z astmo je bila izvedena leta 2007 (Moffatt in sod., 2007).
Glavno odkritje je bila povezava kromosomskega lokusa 179q12-17921.1 z astmo pri
otrocih. Lokus se razprostira med 35.0 in 35.5 Mb na dolgi rocici kromosoma 17 in
vsebuje vsaj 15 genov. Mnoge raziskave so Sele po tem odkritju vzele ta lokus pod
drobnogled, Ceprav je bil ta lokus Ze leta 2000 z analizo genske povezanosti mo¢no
povezan z astmo (Dizier in sod., 2000). Takrat so kot kandidatne gene, ki naj bi bili
povezani z astmo omenjali STAT5, CSF3, IMC1, RANTES in CCR7, kateri se z
nadaljnjimi raziskavami niso izkazali kot glavni kandidatni geni tega lokusa, ki bi
doprinesli k razvoju astme. Geni, ki so se z GWAS izkazali, kot pomembni geni za
astmo in lezijo na lokusu 17g12-17g21.1, na podlagi njihovega bioloskega delovanja
verjetno nikoli ne bi bili izbrani za analizo. Njihova bioloska vloga pri astmi kljub
osmim letom proucevanja in mnogim povezavam z astmo Se danes ni dobro znana. Kot
glavni kandidatni geni za astmo, katerih SNP-ji so bili povezani tudi z genskim
izrazanjem (Moffatt in sod., 2007) so ORMDL3, gasdermin A in gasdermin B (GSDMA
in GSDMB), in protein 2, ki se veze na steklasto ovojnico jajénikovega folikla (ZPBP2).
Polimorfizmi lokusa 179q12—-17q21.1 so bili povezani tudi z izrazanjem drugih genov
kot je stiriindvajseta podenota posrednika transkripcije (MED24) (Ono in sod., 2014).
Ceprav je znanje o bioloski vlogi genov lokusa 17q12-17921.1 pri astmi §e vedno
omejeno, so bili v mnogih genetskih raziskavah povezani s tveganjem za razvoj astme,
tako v GWAS kot v raziskavah kandidatnih genov (Preglednica 4).
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Preglednica 4: Povezava SNP-jev lokusa 17q12-17g21.1 z astmo in fenotipi astme.

Table 4: Associations between asthma/asthma phenotypes and 17q12—-17q21.1 SNPs.

Protein- .. v . . . Velikost vzorca; §t. Vrsta
. PoloZzaj Riziéni Fenotip Proucdevana . .
kodirajo¢i SNP . ;. bolnikov z astmo, genetske Vir
SNP-ja alel astme populacija ) .
gen zdravi raziskave
1s9303277 intron C odrasli, Kitajska 688, 634 kandidatni Fang in
@ (T>C) geni sod., 2011
g C astma pri otroci, Velika 994, 1243 GWAS Moffatt in
otrocih Britanija sod., 2007
s8069176 navzdolod G FeNO meta analiza 10365, 16109 GWAS Van der
(A>G) GSDMB Valk in
sod., 2014
rs4795400  intron C astma pri francosko-kanadske 651, 890 kandidatni Bouzigon in
(T>C) otrocih druzine geni sod., 2008
T astma pri odrasli in otroci, 358, 369 GWAS Karunas in
otrocih Rusija sod., 2011
N 1s8069176  navzdolod G astma pri francosko-kanadske 651, 890 kandidatni Bouzigon in
@ (A>G) GSDMB otrocih druzine geni sod., 2008
N rs11557476  ekson, S>I G astma pri otroci, Velika 994, 1243 GWAS Moffatt in
(G>T) otrocih Britanija sod., 2007
1s12936231 intron C kajenje druZine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
(G>C) Britanija geni sod., 2012
rs1054609 3’ A druzine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
(C>A) neprevedeno Britanija geni sod., 2012
obmocje
1s7216389 intron T atopijska otroci, Koreja 775, 451 kandidatni Kang in
(T>C) astma geni sod., 2012
T odrasli, Kitajska 696, 637 kandidatni Fang in
geni sod., 2011
T Stevilo otroci, Velika 1279, 1541 kandidatni Tavendale
poslabsanj Britanija geni insod.,
2008
T astma pri otroci, Velika 994, 1243 GWAS Moffatt in
otrocih Britanija sod., 2007
T atopijska otroci, Koreja 786, 522 kandidatni Yuinsod.,
astma geni 2011
o
= T astma pri Islandija, 1648, 30898 kandidatni Halapi in
g otrocih, teza  Avstralija, 647, 564 geni sod., 2010
astme Nizozemska, 221, 1564
Nemcija 307, 560
T astma pri otroci in odrasli, 226, 1429 kandidatni Binia in
otrocih, teza Velika Britanija geni sod., 2011
astme
rs2305480  ekson,P>S T piskanje v otroci, Velika 3595, 3450 kandidatni Granell in
(T>C) pljucih Britanija geni sod., 2012
1s2305479  ekson, G>R G francosko-kanadske 253, 1022 kandidatni Madore in
(A>G) druzine geni sod., 2008
rs2290400 intron A astma pri otroci, Velika 994, 1243 GWAS Moffatt in
(A>G) otrocih Britanija sod., 2007
o rs4795405 5’ od C astma pri francosko-kanadske 651, 890 kandidatni ~ Bouzigon in
5' (T>C) ORMDL3 otrocih druzine geni sod., 2008
5 rs4794820 5"od G tezka astma  odrasli, Velika 933, 3346 GWAS Wan in
o (A>G) ORMDL3 Britanija sod., 2012
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Nadaljevanje preglednice 4. Povezava SNP-jev lokusa 17q12—-17q21.1 z astmo in fenotipi astme.

g s s . N Velikost vzorca; §t. Vrsta
Polozaj Riziéni Fenotip Proucevana . .
Gen SNP . ;. bolnikov z astmo, genetske Vir
SNP-ja alel astme populacija . .
zdravi raziskave
rs3894194  ekson,R>Q A astma pri otroci, Velika 994, 1243 GWAS Moffatt in
(A>G) otrocih Britanija sod., 2007
A druzine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
Britanija geni sod., 2012
rs3902025 5 T druzine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
% (T>G) neprevedeno Britanija geni sod., 2012
a obmogje
O] 1s7212938 ekson,V>L G atopijska otroci, Koreja 786, 522 kandidatni Yu insod.,
(G>T) astma geni 2011
G druzine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
Britanija geni sod., 2012
rs3859192 intron T druzine, Velika 831, 187 kandidatni Marinho in
(T>C) Britanija geni sod., 2012

Z meta analizo, v katero so zajeli 10365 bolnikov z astmo in 16110 zdravih kontrol, so
potrdili povezavo lokusa 17q12-17g21.1 z astmo, vendar le z astmo, ki se pojavi v
otroStvu. Pri analizi povezave lokusa 17q12—-17q21.1 pri eti¢no raznolikih populacijah,
evropski, afro-ameriski in latinski populaciji so potrdili povezanost tega lokusa z astmo,
a se rizi¢ni SNP-ji med etni¢nimi skupinami razlikujejo (Torgerson in sod., 2011), kar
lahko pripisSemo razli¢ni haplotipni strukturi populacij.

Lokus 17q12-17q21.1 je bil v nekaterih raziskavah povezan s posameznimi fenotipi
astme. Izkazalo se je, da je mocneje povezan z astmo, ki se pojavi v zgodnjem otrostvu
(Bouzigon in sod., 2008; Tavendale in sod., 2008) in z astmo pri kateri so bili bolniki
izpostavljeni cigaretnemu dimu (Bouzigon in sod., 2008). Polimorfizmi, ki se nahajajo
na lokusu 17q12-17q21.1 so bili povezani tudi z astmo pri odraslih (Fang in sod., 2011,
Ferreira in sod., 2011; Hrdlickova in Holla, 2011), vendar so si nekateri podatki
nasprotujo¢i (Binia in sod., 2011). Lokus 17q12-17g21.1 je bil povezan tudi s tezko
obliko astme (Halapi in sod., 2010) in po nekaterih raziskavah z atopijsko astmo (Yu in
sod., 2011) (Preglednica 4). Povezave s zmanjSanim pljuénim delovanjem niso nasli
(Spycher in sod., 2012).

V eni izmed novejsih raziskav, kjer so z metodo dolocanja zaporedja DNA naslednje
generacije dolocili zaporedje celotnega genoma inbridiranih druzin z astmo so ugotovili,
da je na 17. kromosomu pri bolnikih z astmo veliko avtozigotno podrocje, ki je bilo
odsotno pri zdravih sorodnikih (Campbell in sod., 2014). Avtozigotnost pomeni dve
enaki genski kopiji skupnega izvora in bi lahko $e dodatno potrjevala pomen lokusa
17912-17921.1 pri astmi. Domnevamo, da naj bi imele osebe z dvema enakima
kopijama relativno pogostega alela vecjo moznost za razvoj neke bolezni, kot Ce je
prisotna le ena sama (Wang in sod., 2009). Na sliki 1 je prikazano kako so z razli¢nimi
nacini proucevanja genetike astme zaznali vpletenost lokusa 17q12—17q21.1 pri astmi.
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Slika 1: Kromosomski lokus 17q12-17g21.1 je bil povezan z astmo z analizo genske povezanosti (Dizier
in sod., 2000: 1816) (A), z asociacijsko $tudijo celotnega genoma (Moffatt in sod., 2007: 471) (B) in s
sekvencioniranjem celotnega genoma (Campbell in sod., 2014: 3) (C).

Figure 1: 17q12—-17g21 chromosomal locus was associated with asthma with linkage analysis (Dizier et
al., 2000: 1816) (A), genome wide association study (Moffatt et al., 2007: 471) (B) and whole genome
sequencing (Campbell et al., 2014: 3) (C).
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Ceprav je bilo izvedenih Ze veliko raziskav, e vedno ne vemo, kateri gen v podro&ju
17912-17921.1 je dejansko odgovoren oz. doprinese najve¢ k razvoju astme. Eden
izmed poizkusov za doloCitev odgovornega SNP-ja je doloc¢itev SNP-jev, Ki najve¢
doprinesejo k spremenjenem izrazanju genov tega podro¢ja (Halapi in sod., 2010). V
izvorni raziskavi je bil z astmo najmocneje povezan rs7216389, ki je bil povezan tudi z
izrazanjem genov ORMDL3 in GSDMB v levkocitih periferne krvi. Ugotovili so, da je
spremenjeno izrazanje genov tega podroc¢ja posledica razlicnega stanja kromatina zaradi
razli¢nih alelnih variant SNP-jev, kar pomeni, da naj bi bilo za nastanek bolezni
odgovornih ve¢ SNP-jev (Verlaan in sod., 2009). Eden izmed SNP-jev lokusa 17q12—
17921.1, rs4795397, alelno specificno vpliva na aktivnost promotorja gena ZPBP2 ter
razporejanje nukleosoma, kar vpliva na izrazanje genov. Domnevajo, da so spremembe
VvV izrazanju genov lokusa 17921 posledica stevilni regulatornih polimorfizmov in
epigenetskih dejavnikov, kot je metilacija v tem cis-regulatornem haplotipnem obmo¢ju
(Berlivet in sod., 2012).

Iz slike 2, ki prikazuje podatke pridobljene s pomoc¢jo genomskega brskalnika UCSC
(Kent in sod., 2002), o genih lokusa 17gq12-17qg21.1 je razvidno, da so nekateri deli
genov visoko medvrstno ohranjeni. Posledi¢no bi SNP-ji, ki se nahajajo v tem podroc¢ju
lahko pomembno doprinesli k razvoju bolezni. Stevilna so mesta za vezavo histonov
H3K27ac, ki se pogosto nahajajo v blizini regulatornin mest, ki uravnavajo izrazanje
genov. Histoni H3K27ac so prisotni ob aktivnih ojacevalcih prepisovanja genov
(Creyghton in sod., 2010). Tu se nahajajo tudi preobcutljivostna mesta za delovanje
DN-az, za katere je znacilna izguba kondenzirane strukture kromatina, zaradi Cesar je
DNA izpostavljena za vezavo TF-jev in drugih proteinov, ki so pomembni za
prepisovanje genov. Ta mesta so torej povezana s transkripcijsko aktivnostjo. V tem
obmodju so prisotna Stevilna vezavna mesta za TF-je. VVsa zgoraj omenjena mesta na
DNA so torej pomembna za aktivno prepisovanje genov. Sode¢ po podatkih iz zbirke
UCSC (Kent in sod., 2002), so ta najbolj strnjena v genih ORMDL3, spodbujevalnem
dejavniku rasti (granulocitnih) kolonij 3 (CSF3), MED24 in ne-ATP-azni podenoti 3
proteasoma 26s (PSMD3), kar kaze da imajo ti geni pomembno vlogo.
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Na lokusu 17q12-17g21.1 se nahaja vec¢ genov. Glavni kandidatni geni, ki so bili v
preteklih raziskavah povezani z astmo so ZPBP2, GSDMB, ORMDL3 in GSDMA. Poleg
teh se tu nahajajo Se PSMD3, CSF3, MED24 in drugi geni. V nadaljevanju so
predstavljene njihove bioloske vloge.

2.3.6.1 Protein 2, ki se veze na steklasto ovojnico jajénikovega folikla

ZPBP2 je udelezen v spermatogenezi in oploditvi (Lin in sod., 2008) in je visoko
izrazen v testisih (Su in sod., 2004). Njegova bioloska vloga pri astmi ni znana.

2.3.6.2 Gasdermin B

GSDMB je izrazen v epitelijskih celicah koze in v gastrointestinalnem traktu in je
verjetno vpleten v tvorbo tumorjev. GSDMB je izrazen tudi v celicah T in v dihalnem
epiteliju (Komiyama in sod., 2010; Su in sod., 2004). Njegova bioloska vloga pri astmi
ni znana.

2.3.6.3 ORMDL-regulator biosinteze sfingolipidov 3

Visoko ohranjen gen ORMDL3 naj bi bil udelezen pri uravnavanju citosolnega Ca*".
ORMDL3 inhibira Ca?* &rpalko SERC-0, ki prenasa Ca®* iz citosola v lumen
endoplazemskega retikuluma (ER), kar povzroca spros¢anje misic. Neucinkovit privzem
Ca?* v ER lahko vodi do odziva na ne-zvite proteine, kar sprozi vnetni odziv (Cantero-
Recasens in sod., 2010) ali do kréenja dihalnih gladkih misic. Z uravnavanjem Ca’* naj
bi ORMDL3 vplival tudi na aktivacijo limfocitov T.

Proteini ORM imajo pomembno vlogo tudi v homeostazi sfingolipidov, ki so
pomembna sestavina celicnth membran. Mutacije ali spremembe v fosforilaciji
proteinov ORM povzroéijo neuravnotezene koncentracije Ca®" ter poslediéno motnje v
sfingolipidnem metabolizmu (Breslow in sod., 2010). Proteini ORM naj bi preko
inhibiranja encima serinske palmitoil-CoA transferaze negativno uravnavali
sfingolipidno sintezo, kar je bilo povezano z nastankom bronhialne preodzivnosti
(Worgall in sod., 2013).

Studije na transgenih misih s povedanim izrazanjem ORMDL3 kaZejo na moZno
biolosko vlogo pri astmi, saj so imele transgene misi povecano preoblikovanje in vnetje
dihalnih poti (Miller in sod., 2014). V nasprotju z zgoraj navedenim raziskavami, Hsu in
Turvey (2013) nista nasla povezave med izrazanjem ORMDL3 in odzivom na ne-zvite
proteine ali vnetnim odzivom, zato predlagata, da so morda drugi geni lokusa 17q12—
17g21.1 odgovorni za ponovljive genetske povezave z astmo. Gen ORMDL3 je izrazen
v mnogih tkivih, tudi v pljucih, v ve¢ji meri pa v mas¢obnem tkivu in jetrih (Su in sod.,
2004).
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Polimorfizmi v genu ORMDL3 so bili poleg astme, povezani Se z drugimi imunskimi
boleznimi kot je kroni¢na vnetna ¢revesna bolezen, kar kaze na vpletenost ORMDL3 v
delovanje imunskega sistema (Barrett in sod., 2008). Pljuca in prebavila so si podobna v
svoji mukozni sestavi in srecevanju s potencialnimi antigeni in alergeni, kar zahteva
usklajenost imunskega sistema (Neurath in sod., 2002). Spremenjeno izraZzanje gena
ORMDL3, kot posledica prisotnosti razlicnih SNP-jev, bi lahko torej vodilo v motnje
imunskega sistema in posledi¢no do kroni¢nih bolezni.

2.3.6.4 Gasdermin A

Vloga gena GSDMA pri astmi ni znana, znano je le, da je pri gastrointestinalnem raku
vpleten v apoptozo gastricnega epitelija (Saeki in sod., 2009). Gen GSDMA je izrazen v
dihalnem sistemu, tako v bronhijih kot plju¢nem tkivu, ter v kozi (Su in sod., 2004).

2.3.6.5 Spodbujevalni dejavnik rasti (granulocitnih) kolonij 3

V obmocju 17q12-17q21.1 se nahaja tudi gen CSF3, ki kodira zapis za protein CSF3, ki
je bolje poznan pod starejSim imenom G-CSF. Le-ta spodbuja kostni mozeg k
proizvajanju granulocitov, pomemben je za razSirjanje in zorenje nevtrofilcev, povecuje
njihovo uc¢inkovitost in skrajsuje razpolovno dobo (Shochat in sod., 2007). Domneva se,
da CSF3 spodbuja vnetni odziv Th2 (Pan in sod., 1995).

Po predvidevanjih druge hipoteze, CSF3 preprecuje infiltracijo eozinofilcev v plju¢na
tkiva in vpliva na pljucne citokine in kemokine, znizuje koncentracije interlevkinov in
eotaksina v bronhoalveolarnemu izpirku (BAL), s ¢imer preprecuje nastanek
alergijskega odziva in vnetja (Queto in sod., 2011). Gen CSF3 je izraZzen v pljucih (Su
in sod., 2004).

2.3.6.6 Ne-ATP-azna podenota 3 proteasoma 26S

PSMD3 kodira ne-ATP-azno podenoto regulatornega pokrovéka 19S, ki je del
multikataliticnega proteinaznega kompleksa proteasoma 26S. Proteasom 26S je glavna
proteaza odgovorna za razgradnjo regulatornih in okvarjenih proteinov v celicah.
Proteasomalna razgradnja vpliva na mnogo celicnih procesov, kot je uravnavanje
celicnega cikla, transkripcijo, popravljanje DNA, apoptozo in predstavljanje antigenov
(Naujokat in Hoffmann, 2002). PSMD3 je izrazen v veéini tkiv (Su in sod., 2004).
Njegova vloga pri astmi ni znana.

2.3.6.7 Stiriindvajseta podenota posrednika transkripcije

MEDZ24 kodira eno izmed 31-ih podenot transkripcijskega koaktivatorja, imenovanega
posrednik transkripcije, za katerega se domneva, da naj bi bil udelezen pri izrazanju

ey e
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2004). Geni GSDMA, MED24 in PSMD3 so bili povezani s Stevilom belih krvnick
oziroma levkocitov (Crosslin in sod., 2012).

24  PRIMERJAVA BIOLOGUE TER GENETIKE ASTME IN KOPB TER ACOS

Kroni¢na obstruktivna plju¢na bolezen (KOPB) je kroni¢no obolenje dihal. Za bolezen
je znacilna kratka sapa, kroni¢en kaSelj ter povecano nastajanje sluzi in izpljunkov.
Podobno kot astmo, KOPB uvrs¢amo med kompleksne bolezni, na katere vplivajo
genetski in okoljski dejavniki. V primerjavi z astmo, pri kateri je obstrukcija dihal
vecinoma reverzibilna, je pri KOPB reverzibilnost obstrukcije minimalna oziroma je
obstrukcija fiksna. Pri KOPB so prizadete male dihalne poti, medtem ko so pri astmi
prizadete velike dihalne poti, razen pri bolnikih s tezko astmo, kjer pride tudi do
prizadetosti malih dihalnih poti (Jeffery, 2004). Obstajajo razli¢ne teorije o izvoru astme
in KOPB. Po predvidevanjih britanske hipoteze gre za dve razli¢ni bolezni, ki se
razvijeta po razliénih mehanizmih. Nasprotno, je po holandski hipotezi to ena bolezen z
razlicnim ¢asovnim nastankom, sprozilci in epigenetskimi vplivi na enako genetsko
ozadje (Zeki in sod., 2011). Skladno s tem, ima 13—43 % bolnikov s KOPB pred
nastankom te bolezni astmo (Soriano in sod., 2005). Ceprav je vedina bolnikov s KOPB
kadilcev, le 20-50 % kadilcev razvije KOPB, kar nakazuje na pomen genetskega ozadja
oz. nagnjenosti h KOPB (Meyers in sod., 2004). Ne nazadnje, obstaja veliko Stevilo
bolnikov, ki razvijejo KOPB a niso nikoli kadili (Chilvers in Lomas, 2010). Na deljeno
genetsko ozadje med astmo in KOPB nakazuje tudi obsoj ACOS-a, za katerega je
znalilno prekrivanje simptomov astme in KOPB. Gre za novo prepoznano obliko
bolezni, zato njeni mehanizmi Se niso znani. ACOS se obi¢ajno pojavi po 40. letu
starosti, vendar imajo bolniki mnogokrat simptome Ze v otroStvu, tezave z dihanjem so
prisotne ves Cas, a z razli€no tezo, obstrukcija je pri teh bolnikih delno reverzibilna,
pogosto je v druzinski anamnezi astma. Za ACOS je znacilna fenotipska pestrost, zato
domnevajo, da jo bomo lazje prepoznali tudi s pomocjo genetskih oznaCevalcev
(Asthma ..., 2015).

Glavni kandidatni geni za KOPB so geni, ki so bili povezani s plju¢nim delovanjem, kot
so na primer ADAM33, ADRB2, CSF3, GSTMI1 in TGFBI. Nekateri izmed redkih
genov, ki so bili povezani z astmo in KOPB so IL13, ADRB2, GSTMI in TNF. Z
GWAS niso identificirali Se nobenega skupnega gena, pri cemer sta bili pri KOPB
izvedeni le dve raziskavi GWAS (Postma in sod., 2011). Genetika KOPB je slabo
raziskana, zlasti v primerjavi in povezavi z genetiko astme.

2.5 FARMAKOGENETIKA ASTME
Astmo povzroc¢a kompleksna interakcija med genetskimi dejavniki in okoljem, zato je

zanjo znacilno, da se izraza s spektrom bioloskih in klini¢nih znacilnosti. Za zdravljenje
astme se uporabljajo tri glavne skupine zdravil: beta agonisti (albuterol, salmeterol,
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fenoterol), kortikosteroidi (flutikazon propionat, beklometazon, prednizon) in inhibitorji
cisteinil levkotrienske poti (montelukast, zafirlukast, zileuton).

Kljub temu, da so se vsa naSteta zdravila v klini¢nih Studijah izkazala kot zelo
ucinkovita, se bolniki na zdravljenje z vsemi tremi skupinami zdravil odzivajo zelo
razlicno. Domnevamo, da naj bi bilo 60—80 % variabilnosti v odgovoru na zdravljenje
genetsko pogojene. Poleg raziskav povezave med nastankom bolezni in SNP-ji, se le-ti
uporabljajo tudi pri iskanju povezave med genetskim ozadjem posameznika in
odgovorom na zdravljenje astme, kar uvrS€amo na podroCje farmakogenetike. V
prihodnosti bi bili SNP-ji lahko uporabljeni za predvidevanje odziva posameznika na
doloc¢eno zdravilo, s ¢imer bi izboljSali u€inkovitost in varnost zdravljenja (Silverman in
sod., 2001). Dosedanje raziskave farmakogenetike astme vecinoma temeljijo na pristopu
proucevanja kandidatnih genov.

Beta agonisti, se vezejo na beta adrenergi¢ne receptorje, ki se nahajajo na vnetnih
pljucnih celicah ter gladkih celicah dihalnih poti. Delujejo tako, da zmanjSujejo
znotrajceliéni Ca®" in fosforilirajo kontraktilne proteine, kar vodi v sprostitev gladkih
misic (Silverman in sod., 2001). Ena izmed najbolj prou¢evanih farmakogenetskih tar¢
pri astmi je gen ADRB?2, ki je bil povezan z odzivom na beta agoniste (Wechsler in sod.,
2006).

Druga skupina zdravil deluje na levkotriene, ki jih sproScajo eozinofilci, mastociti in
alveolarni makrofagi in spodbujajo obstrukcijo dihalnih poti, migracijo eozinofilcev in
delitev celic gladkih miSic (Barnes, 2006). So mocni bronhokonstriktorji, kemotakti¢ni
dejavniki, povecujejo izlo¢anje bronhialne sluzi, prepustnost ozilja, pospesujejo delitev
celic gladkih miSic ter aktivirajo vnetne celice. Glavni encimi, ki sodelujejo pri sintezi
levkotrienov so 5-lipooksigenaza, ki jo kodira gen ALOX3, levkotrien sintaza C4, ki jo
kodira gen LTC4 in epoksid hidrolaza, ki jo kodira gen LTA4. Uporaba inhibitorjev ali
antagonistov cisteinilnih levkotrienov izboljSuje stanje astme. Izkazalo se je, da
kortikosteroidi in vivo ne zavirajo sinteze levkotrienov. Kortikosteroidi in
antilevkotrieni sinergistiéno zmanjSujejo vnetje pri bolnikih z astmo. Proucevanih je
bilo ve¢ genov, ki kodirajo proteine v levkotrienski poti, kot so LCS4 in ALOXS. Odkrili
so povezave z odzivom na zdravljenje z antagonisti levkotrienov (Lima in sod., 2009).

Tretja in najpogosteje uporabljena skupina zdravil za astmo so kortikosteroidi.
Kortikosteroidi se vezejo na znotraj celi¢ni receptor. Kompleks receptor-ligand potuje v
jedro, kjer uravnava izrazanje genov. Zavira izrazanje pro-vnetnih proteinov (citokinov,
kemokinov in adhezijskih molekul) in poveca izraZzanje proti-vnetnih proteinov
(Umland in sod., 2002). Inhibicija jedrnega dejavnika kapa B, kot enega
najpomembnejsih proteinov inhibiranih s kortikosteroidi, povzro¢i inhibicijo razli¢nih
citokinov, ki imajo glavno vlogo v patofiziologiji alergijskega vnetja, vazodilataciji in
povecani zilni prepustnosti (Alangari, 2010). Kljub sploSno znani uc€inkovitosti, se je
izkazalo, da pri ve€ kot 30 % bolnikov z astmo kortikosteroidi nimajo pomembnejSega

23



Zavbi M. Genetska in farmakogenetska analiza izbranih genov pri bolnikih z astmo v Sloveniji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

ucinka in da pri 20 % pride celo do poslabSanja plju¢nega delovanja po nekaj tedenski
uporabi inhalacijskih kortikosteroidov (IK). Razlika v odzivu na zdravljenje z IK je
ponovljiva, zato domnevamo, da zanjo obstaja genetska podlaga (Morrow, 2007).

V farmakogenetskih raziskavah so nasli povezavo nekaterih SNP-jev v genu CRHRI z
odzivom bolnikov z astmo na zdravljenje z IK. Domnevajo, da ima receptor 1 za
sproscanje hormona kortikotropina (CRHR1) pomembno vlogo pri uravnavanju
endogene sinteze steroidnih hormonov. Bolniki s to okvaro bi se torej bolje odzivali na
zdravljenje z eksogenimi kortikosteroidi. Pokazali so, da je rs242941 v CRHR1 povezan
z odzivnostjo bolnikov z astmo na zdravljenje s kortikosteroidi (Tantisira in sod., 2004).

2.5.1 Astmain VEGFA

Domneva se, da astma ni le bolezen dihal, temve¢ naj bi bila tudi bolezen ozilja. Tako
za lahko, kot teZko obliko astme je namre¢ znacilno povecano delovanje bronhialnega
zilnega sistema, ki se kaze v povecanem Stevilu, velikosti in gostoti krvnih zil ter zilni
prepustnosti in nabreklosti celic zaradi plazme (Harkness in sod., 2014). Izkazalo se je,
da je stopnja oziljenosti v sorazmerju s tezo astme (Salvato, 2001). Neovaskularizacija
je eden izmed glavnih dejavnikov preoblikovanja dihalnih poti pri astmi. Povecan dotok
krvi v dihalna tkiva naj bi omogocal kroni¢en dotok vnetnih dejavnikov, povecano
celicno rast in delitev ter debeljenje sten dihalnih poti (Harkness in sod., 2014).
Nekateri avtorji predvidevajo, da se pri astmati¢ni epizodi pred izbruhom celi¢nega
vnetja pojavi povecana prepustnost ozilja (Khor in sod., 2009).

Ena izmed tar¢ delovanja zdravil za astmo je Zilna prepustnost. Glavni regulator
preoblikovanja mikro-ozilja in Zilne prepustnosti pri astmi je VEGFA. Transgene miske
s prekomerno izrazenim genom VEGFA v dihalnem epiteliju razvijejo vnetje Th2
podobno astmi ter preodzivnost in preoblikovanje dihalnih poti (Lee in sod., 2004). Za
astmo so znacilne povecane koncentracije VEGFA, ki so negativno povezane s
pljucnim delovanjem (Asai in sod., 2003).

Eden izmed pozitivnih ucinkov kortikosteroidov naj bi bilo tudi anti-angiogeno
delovanje. Izkazalo se je, da po zdravljenju astme s kortikosteroidi pride do zmanjSanja
VEGFA v izmecku (Asai in sod., 2003) in v biopsijah dihalnih poti (Feltis in sod.,
2007) bolnikov z astmo. Podobno so dokazali s celiénimi kulturami, kjer so
kortikosteroidi vplivali na zmanjSanje izrazanja mRNA gena VEGFA in izloCanja
VEGFA iz pljucnih epitelijskih celic (Bandi in Kompella, 2004).

Podobno kot za kortikosteroide, velja tudi za antagoniste receptorjev za levkotriene
(LTRA). Tudi ti so u€inkoviti pri zmanjSevanju povecanega sluzni¢nega dotoka krvi pri
bolnikih z astmo (Mendes in sod., 2001). Na misjih modelih z astmo so ugotovili, da
LTRA vplivajo na zmanjSano izrazanje VEGFA v pljucih in posledicno zmanjSanje
Zilne prepustnosti (Lee K.S. in sod., 2004). Tudi pri bolnikih z astmo zdravljenih z
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LTRA je prislo do zmanjSanja VEGFA v induciranem izmecku (Kanazawa in sod.,
2007).

Gen VEGFA, je zato eden izmed bioloskih kandidatnih genov, ki bi bil lahko povezan z
odzivom na zdravljenje pri astmi.

Farmakogenetsko vlogo gena VEGFA so proucevali z analizo povezave med
oznacevalnimi SNP-ji in odzivom na zdravljenje astme pri otrocih z astmo (Sharma in
sod., 2009). Po 4 letih zdravljenja z IK so imeli otroci, ki so bili nosilci vsaj ene kopije
alela A v 152146323 izboljSano pljucno delovanje v primerjavi z ostalimi, pri katerih do
izboljSanja ni prislo. Povezave med rs833058 in odzivom na zdravljenje v tej raziskavi
niso nasli, bil pa je povezan z dihalno preodzivnostjo v dveh neodvisnih populacijah
(Sharma in sod., 2009).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 PREISKOVANCI

3.1.1 Povezava SNP-ja rs4795405, ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v RP11-
387H17.4, z astmo pri odraslih in KOPB

V prvem delu raziskave smo proucevali povezavo SNP-ja rs4795405 z astmo in KOPB
pri odraslih bolnikih v Sloveniji. Polimorfizem rs4795405 se nahaja navzgor od protein-
kodirajoCega gena ORMDL3, v genu, ki kodira lincRNA RPI11-387HI17.4. Zaradi
njegove povezave z izraZzanjem gena ORMDL3 je pogosto imenovan kar polimorfizem
ORMDL3. V raziskavo smo vkljucili 493 preiskovancev. Proucevali smo populacijo
bolnikov z astmo, ki so bili zbrani v ve€ razli¢nih pulmoloskih ambulantah v Sloveniji.
Del bolnikov je bil zbran na Univerzitetni kliniki Golnik, drugi del pa je bil zbran v
zasebnih pulmoloskih ambulantah, zato je bil v raziskavi zastopan pester nabor
bolnikov iz razlicnih delov Slovenije. V tem delu raziskave smo zeleli poleg
ovrednotenja povezave astme pri odraslih z rs4795405 preveriti tudi povezavo tega
SNP-ja z astmo, ki jo spremlja pogosta pridruZzena bolezen rinitis v primerjavi z astmo
pri kateri rinitis ni prisoten. V raziskavo smo vkljucili 131 bolnikov z astmo, pri ¢emer
je imelo 59 bolnikov pridruzen rinitis, 72 bolnikov pa je imelo izklju¢no astmo, brez
rinitisa. Ker je delez bolnikov z astmo brez rinitisa bistveno manjsi kot delez bolnikov z
rinitisom, smo v raziskavo nac¢rtno vkljucili priblizno enako Stevilo preiskovancev obeh
skupin. V kontrolno skupino smo vkljucili 170 odraslih zdravih ljudi. Pri primerjavi
pojavnosti posameznih genotipov in alelov polimorfizma rs4795405 pri astmi z ali brez
pridruZzenega rinitisa smo vkljucili Se kontrolno skupino 59 bolnikov, ki so imeli
izklju€no rinitis, brez astme. Ker naj bi bila po nekaterih podatkih za astmo brez rinitisa
znacilna manj reverzibilna obstrukcija dihalnih poti, ki je ena izmed glavnih znacilnosti
bolnikov s KOPB, smo Zeleli preveriti Se povezavo SNP-ja rs4795405 s KOPB. V
skupino bolnikov s KOPB smo vkljucili 133 bolnikov, ki so bili zbrani v Univerzitetni
kliniki Golnik. Pri teh bolnikih smo imeli tudi podatke o plju¢nem delovanju in sicer, %
predvidene normalne vrednosti FEV1 in % predvidene normalne vrednosti FVC.

Diagnoza astme je bila postavljena v skladu s smernicami GINA (Global ..., 20006),
diagnoza rinitisa v skladu s smernicami ARIA (Bousquet in sod., 2008) in diagnoza
KOPB v skladu s smernicami GOLD (Global ..., 2007). Pri preiskovancih vklju¢enih v
kontrolno skupino sta bila izvzeta astma ali KOPB. Kri za izolacijo DNA je bila pri
preiskovancih odvzeta v epruveto z dodatkom EDTA.

3.1.2 Povezava SNP-jev lokusa 17q12-17g21.1 z astmo pri odraslih
V drugem delu raziskave smo Zzeleli preveriti povezavo ve¢ih SNP-jev lokusa 17q12—-

17921.1 z astmo na drugi, ve¢ji skupini odraslih bolnikov. Vkljucili smo SNP-je
rs12936231, 152305480, rs7216389, rs3744246, rs4795405, rs8079416, rs3893044,
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rs7219080, rs8069202, rs9916279, 1s8066582, rs1042658 in 1s2302777, ki se nahajajo v
obmocju genov ZPBP2, GSDMB, ORMDL3, RPI11-387HI17.4, LRRC3C, GSDMA,
PSMD3, CSF3 in MED24. V analizo smo vkljucili 418 bolnikov z astmo. Diagnoza
astme je bila postavljena na podlagi smernic GINA (Global ..., 2006). Diagnoza astme
je bila potrjena na podlagi pozitivnega metaholinskega testa ali izboljSanja pljucnega
delovanja po aplikaciji bronhodilatatorja. Ta del raziskave je bil opravljen
retrospektivno. Podatki o bolnikih so bili zbrani iz bolniskih arhivov, zato niso bili
popolni za vse bolnike. Opredelili smo atopijski status bolnikov, na podlagi pozitivnih
koznih testov za standardno evropsko serijo, ki vkljuCuje naslednje alergene: leSnik
(Corylus avellana), jelso (Alnus incana), brezo (Betula alba), platano (Platanus
vulgaris), cipreso (Cupressus sempervirens), mesanico trav (Poa pratensis, Dactilis
glomerata, Lolium perenne, Phleum pratense, Festuca pratensis, Helictotrichon
pretense), olivo (Olea europaea), artemizijo (Artemisia vulgaris), ambrozijo (Ambrosia
artemisiifolia), plesni (Alternaria alternata, Cladosporium herbarum, Aspergillus
fumigatus), parietario (Parietaria officinalis), macko, psa, hiSno prSico
Dermatophagoides pteronyssinus, prsico Dermatophagoides farinae in $¢urka (Blatella
germanica) ali na podlagi prisotnosti specificnih protiteles IgE, ki so bili doloceni v
primeru suma na specificno preobcutljivost pri bolniku. Pri vecini bolnikov so bile
opravljene meritve plju¢nega delovanja, % predvidene normalne vrednosti FEV1 in %
predvidene normalne vrednosti VC ter FEV1/FVC. Nekateri bolniki z astmo so imeli
tudi podatke o prisotnosti astme v otrostvu in kajenju.

V kontrolno skupino smo vkljucili 288 preiskovancev pri katerih je bila izkljucena
astma in druge alergijske bolezni. Pri preiskovancih je bila kri za izolacijo DNA odvzeta
v epruveto z dodatkom EDTA ali je bil odvzet bris ustne sluznice.

3.1.3 Povezava SNP-jev v genu VEGFA z odzivom otrok na zdravljenje astme

V farmakogenetski del raziskave, v kateri smo proucevali SNP-ja rs2146323 in
rs833058, ki se nahajata v genu VEGFA, smo vkljucili 131 slovenskih otrok z astmo.
Vsem smo izmerili plju¢no delovanje, opravili so bronhoprovokacijski test z
metaholinom, ki je bil merilo za diagnozo astme in merjenje izdihanega frakcijskega
duSikovega oksida v izdihanem zraku. Ta del raziskave je bil zasnovan prospektivno,
pri ¢emer smo spremljali odziv na zdravljenje astme. Del otrok je bil zdravljen z
inhalacijskim kortikosteroidom (IK) flutikazon propionatom, drugi del pa z
antagonistom receptorjev za levkotriene (LTRA) montelukastom.

V skupino otrok zdravljenih z IK je bilo vkljuc¢enih 40 otrok. Otroci mlajsi od 7 let so
prejemali 250 pg IK na dan, otroci starejSi od 7 let pa 400 pg IK na dan. V skupino
otrok, ki so redno prejemali LTRA je bilo vkljucenih 47 otrok. Otroci mlajsi od 12 let
so prejemali 5 mg LTRA na dan, starejsSi so prejemali 10 mg LTRA na dan. V tretjo
skupino otrok, ki so prejemali LTRA le po potrebi oziroma ob nastanku simptomov
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astme je bilo vkljucenih 44 otrok. Terapijo so prejemali zvecer, najmanj 7 dni oziroma
do prenehanja simptomov astme in maksimalno 20 dni.

Da bi lahko ocenili izboljSanje pljucnega delovanja smo dolocili % predvidene
normalne vrednosti FEV1 in razmerje FEV1/FVC. Prvo merjenje plju¢nega delovanja je
potekalo pred uvedbo zdravljenja oziroma, ko so bili bolniki vsaj en mesec brez
terapije. Drugo in tretje merjenje plju¢nega delovanja smo izvedli po Sestih in 12
mesecih zdravljenja. Poleg merjenja plju¢nega delovanja so otroci s pomocjo starSev
izpolnili tudi vpraSalnik, test ACT, na podlagi katerega smo ovrednotili urejenost astme
ob prejemanju terapije. Ce so bile tocke testa ACT vsaj enkrat v 12 mesecih pod 20 je
bila astma neurejena, v nasprotju je bila astma dobro urejena, ¢e so bile tocke testa ACT
ves Cas nad 20. Pri preiskovancih je bila kri za izolacijo DNA odvzeta v epruveto z
dodatkom EDTA.

3.2 IZOLACIA DNA

DNA smo izolirali iz vzorca krvi, ki je bila odvzeta v epruveto z dodatkom EDTA ali pa
iz brisa ustne sluznice s kompletom reagentov QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Nemcija) v skladu z navodili proizvajalca.

3.3  OBLIKOVANJE TESTOV ZA GENOTIPIZACIJO SNP-jev

Testi, ki omogocajo genotipizacijo z metodo alelne diskriminacije, po postopku
proizvajalca Applied Biosystems (Foster City, CA), so za veliko Stevilo SNP-jev Ze
pripravljeni v obliki pre-designed SNP Genotyping Assay-jev. Za nekatere izmed SNP-
jev, ki smo jih Zeleli analizirati v drugem delu naSe raziskave pred-pripravljeni testi Se
niso bili na voljo, zato smo jih oblikovali po slede¢em protokolu.

1. 1z zbirke dbSNP smo pridobili zaporedje DNA, ki obdaja SNP, ki smo ga Zeleli
analizirati in sicer vsaj 300 bp na vsako stran (Sherry in sod., 2001).

2. V tem zaporedju smo v zbirki dbSNP Blast poiskali morebitne SNP-je, ki bi
lahko motili naleganje sond ali zacetnih oligonukleotidov (Sherry in sod., 2001).

3. Sonde in zacetni oligonukleotidi ne smejo nalegati na ponovljiva zaporedja, zato
smo le-ta izkljucili (RepeatMasker, 2012; Smit in Hubley, 2008-2015).
4. Vsa mesta zaporedja, ki so bila neustrezna za naleganje sond ali zacetnih

oligonukleotidov, na podlagi zgornjih kriterijev smo spremenili v ¢rko N. Primer
je prikazan spodaj.

5. Preostala mesta so bila primerna za oblikovanje sond in zacetnih
oligonukleotidov in ta so uporabili pri Applied Biosystems za oblikovanje testa.

Primer pripravljenega zaporedja DNA z izklju¢enimi SNP-ji in ponovljivim delom

zaporedja za oblikovanje testa za alelno diskriminacijo pri Applied Biosystems je
prikazan spodaj.
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153894194
AAAATGCCCTTGACAAANAAAAGGGAGGTGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGACAATCC
AGGCATCTCTAAGAGCTCCTCCTGCCTCAGAGCCGGGAAACTCTCTCTGCAGGGGCCCAGCCTATATCCC
GGGCTCCTTGGCAGCCTTGGCAGCCACCTTGACACTCTCCTGTCTCCCCACCTCCACAGAGACAATGACC
ATGTTTGAAAATGTCACCCGGGCCCTGGCCAGACAGCTAAACCCTC [G>A] AGGGGACCTGACACCACTT
GACAGCCTCATCGACTTCAAGCGCTTCCATCCCTTCTGCCTGGTGCTGAGGAAGAGGAAGAGCACGCTCT
TCTGGGGGGCCCGGTACGTCCGCACCGACTACACNCTGCTGGATGTGCTTGAGCCCGGCAGCTCACCTTC
AGGTCAGCCTCAAGCGGGGCTGGGAACTGAGGGATACTGAGGGACAGNGGCTGGGCACCTGGCCTGCAAG
GAGGACCTCAAAGCTCCCTCTGGCCAGAGGTGATTAGATGTCATCTAGCCCAAAGTCATCATCAGGAGCT
GAGGAGGCTGGTGGTCGGGGGGATA

Mesta, kjer se zaporedja ponavlja so oznafena podCrtano. S sivo barvo so oznaceni
SNP-ji. Preostala mesta na zaporedju so ustrezna za naleganje sond in zacetnih
oligonukleotidov.

34  GENOTIPIZACIA Z ALELNO DIKRIMINACHO

Genotipe posameznikov smo dolocevali na izolirani DNA s tehnologijo TagMan
(Applied Biosystems, Foster City, CA), z alelno diskriminacijo. Pri tem smo uporabili
TagMan® Fast Advanced Master Mix (2x) in SNP Genotyping Assay Mix (40x), ki je
bil bodisi pred-pripravljen ali naroen po meri.

Detekcijo smo izvedli na aparaturi ABI PRISM®7500 Real-Time PCR System
(opremljen s programsko opremo Sequence Detection System verzija 1.3.0.). Z analizo
toCkovnih diagramov ali krivulj, ki so posledica sprostitve duSilca zaradi naleganja
sonde na taréni SNP in naras€anja intenzitete specificnega barvila smo dolocili genotipe
posameznikom.

35 HARDY-WEINBERGOVO RAVNOTEZJE

V odsotnosti migracij, mutacij, nenakljuCnega parjenja in selekcije so pogostnosti
genotipov funkcija pogostnosti alelov. Ta pojav imenujemo Hardy-Weinbergovo
ravnotezje (HWE) (Mayo, 2008).

Ce je p pogostnost alela A in q pogostnost alela a za bialelni lokus, potem je v skladu z
HWE pri¢akovana pogostnost za AA genotip p°, za Aa genotip 2pq in za aa genotip q-.
Vsota delezev vseh treh genotipov mora biti torej ena (Mayo, 2008).

Ocenjevanje HWE je pogosto prvi pomemben korak pri preverjanju kakovosti genetskih
Studij. Test HWE predvideva, da so genotipi oseb v Studiji vzorceni naklju¢no iz
splosne populacije. Pomembno je, da so genotipi kontrolne skupine v HWE, sicer je
povezava dolocenega SNP-ja lahko posledica neustreznega vzorcenja kontrolne
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skupine. V primeru, da prihaja do odstopanja pri skupini bolnikov, je odstopanje lahko
posledica mo¢ne povezave SNP-ja z boleznijo (Li in Li, 2008).

3.6  STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Pri primerjavi kvantitativnih podatkov, kot so % predvidene normalne vrednosti FEV1,
% predvidene normalne vrednosti VC, FEV1/FVC, tock ACT in drugih smo najprej
ovrednotili njihovo razporejenost z uporabo D’Agostino & Pearson-ovega testa. V
primeru, da so bili podatki razporejeni normalno smo uporabili parametricne statisticne
teste. Za primerjavo podatkov za razli¢ne genotipe smo uporabili neparni t-test, kadar pa
smo zeleli primerjati parne podatke (pred in po uvedbi zdravljenja) smo uporabili parni
t-test. Pri primerjavi ve¢ kot dveh skupin kvantitativnih podatkov smo uporabili
Kruskal-Wallis-ov test. V primeru, da podatki niso bili razporejeni normalno smo
uporabili neparametri¢ne statisti¢ne teste. Za primerjavo podatkov za razli¢ne genotipe
smo uporabili Mann-Whitney-jev test, kadar pa smo primerjali parne podatke smo
uporabili Wilcoxon-ov test. Izracunali smo vrednosti p.

Za primerjavo opisnih podatkov, kot so astma-zdrav, kajenje-nekajenje, rinitis-brez
rinitisa in podobnih smo primerjavo med razlicnimi genotipi SNP-jev izvedli na podlagi
2x2 kontingencnih tabel, pri ¢emer smo v primeru majhnih skupin uporabili Fisher-jev
natan¢ni test, v primeru vecjih skupin pa test hi-kvadrat. Izra¢unali smo vrednost p in
razmerja obetov (OR) in 95 % intervale zaupanja (CI).

Za statistiéno znacilno smo upoStevali vrednost p < 0,05. V primeru analize vec¢jega
Stevila SNP-jev smo izvedli Bonferroni-jev popravek vrednosti p, ki je Se sprejeta kot
statisticno znacilna. V drugem delu analize, kjer smo analizirali povezavo 13-ith SNP-
jev z razliénimi izidi smo izvedli popravek 0,05/13 in tako je bila kot statisticno
znaCilna vrednost upoStevana vrednost p < 0,004. Za mejno statisticno znacilno
povezavo smo upostevali p < 0,05.

Statisticne analize smo delno izvedli s programom GraphPad PRISM (verzija 5, San
Diego, CA).

V drugem delu naSe genetske analize zastopanost spola ni bila primerljiva med skupino
bolnikov z astmo in kontrolno skupino, zato smo v tem primeru izvedli statisticno
analizo, ki z logisticno regresijo upoSteva in izenaci neenakovrednosti pri primerjavi
dveh skupin. Poleg spola smo uvedli Se popravek za starost, saj je bil starostni interval
relativno Sirok. Na podlagi logisti¢ne regresije smo izracunali popravljeno vrednost p.
Popravke smo izvedli s programom SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL) in spletnim
orodjem SNPStats (Sol¢ in sod., 2006). S pomocjo slednjega smo izvedli tudi analizo
haplotipov, saj slednji omogoca izraCun posameznih haplotipov na podlagi algoritma
najvecjega pricakovanja (EM-algoritem), kadar faza le-teh ni znana, kot je bilo v nasem
primeru, kjer smo proucevali nesorodne posameznike. SNPStats omogoca uvedbo
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kovariate in tako smo tudi analizo povezave haplotipov s tveganjem za razvoj astme
popravili za spol in starost.

3.7  VELIKOST VZORCA

Analizo potrebne velikosti vzorca za genetsko asociacijsko Studijo smo izvedli s
pomoc¢jo spletnega orodja Genetic power Calculator (Purcell in sod., 2003).
Predpostavili smo, da je prevalenca astme 9 %, dovoljena napaka a 5 % in frekvenca
rizinega alela 0,51, kot je bila ugotovljena v nasi raziskavi. Potrebno velikost vzorca
oziroma statisticno mo¢ smo izracunali za razli¢ne genetske modele in razlicne OR-je.

3.8  GENETSKI MODEL

Analizo povezave posameznega SNP-ja z izidom smo izvedli z razli¢nimi genetskimi
modeli. Pri dominantnem genetskem modelu smo primerjali homozigote z visjo
frekvenco pri astmi kot pri kontrolah v kombinaciji s heterozigoti z drugim
homozigotom. Pri recesivnem genetskem modelu smo primerjali homozigota z visjo
frekvenco pri astmi kot pri kontrolah z ostalima dvema genotipoma. Pri drugem delu
raziskave smo uporabili tudi aditivni genetski model, kjer smo primerjali genotip AA z
utezjo 2 v kombinaciji z genotipom Aa z utezjo 1 z genotipom aa.

3.9 BIOINFORMACIJSKA ANALIZA

Za bioinformacijsko analizo SNP-jev smo uporabili razlina orodja. Proucevanje
funkcionalne vloge SNP-jev, ki so bili povezani oz. mejno povezani z astmo v nasi
raziskavi je zahtevno, saj se ve¢inoma nahajajo v intergenskih in intronskih obmocjih.
Vloga specificnega zaporedja DNA je v teh obmocjih slabo opredeljena. Domnevamo,
da imajo ti SNP-ji lahko regulatorno vlogo. Klju€en pri raziskovanju teh variant je
projekt ENCODE (Encode ..., 2012). Ta je prinesel informacije o odprtih kromatinskih
strukturah, za katere so znacilna preobcutljivostna mesta za DN-aze 1. V teh podroc¢jih
se nahajajo regulatorna obmocja, kot so promotorji in ojacevalci prepisovanja. V drugi
vrsti je projekt prinesel podatke o vezavi razlicno modificiranih histonov, kot sta
H3K4mel in H3K4me3, ki se pogosto nahajata v blizini ojaevalcev prepisovanja in
promotorjev in podatke o vezavi histona H3K27ac, ki je pogosto prisoten v bliZini
ojacevalcev prepisovanja. Poleg same strukture kromatina na izrazanje genov vpliva
tudi vezava razli¢nih proteinov, med katerimi so najpomembnej$i razlicni TF-ji. 1z
zbirke UCSC (Kent in sod., 2002) smo pridobili podatke o vezavnih mestih za dejavnik
CTCF, ki je TF in lahko deluje kot inzulator ter podatke o vezavi drugih TF-jev.
Polimorfizmi lahko spremenijo mesta za vezavo TF-jev, pri ¢emer se spremeni afiniteta
vezave TF-ja ali pa se tvori novo mesto za TF. Sam SNP lahko povzroc¢i spremembo
zaporedja, ki ve€¢ ne omogoca vezave TF-ja. Podatke o tem lahko pridobimo iz zbirke
HaploReg v4 (Ward in Kellis, 2012) in Jaspar (Mathelier in sod., 2016). Da bi zajeli Se
podatke o SNP-jih, ki bi bili lahko povezani z astmo na podlagi LD-ja z analiziranimi,
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smo z orodjem SNAP (Johnson in sod., 2008) v analizo vkljugili ¢ SNP-je z r* > 0,8 v
razdalji 500 kbp iz podatkov Projekta 1000 genomov. Za SNP-je, ki se nahajajo v
eksonih smo izvedli Se analizo z zbirko PolyPhen (Adzhubei in sod., 2010) in SNPeffect
(de Baets in sod., 2011). SNP-je, ki so bili v nasi raziskavi povezani oz. mejno povezani
z astmo ter njihovo molekularno okolico v obmod¢ju 500 bp smo analizirali in silico s
pomocjo zbirke UCSC (Kent in sod., 2002), s katero smo ugotavljali prisotnost otokov
CpG, vezavnih mest za mikro RNA (miRNA), majhnih jedrnih RNA (snoRNA),
majhnih citoplazemskih RNA (scRNA), TF-je, RNA-polimeraz II (POL2), prisotnost
preobcutljivostnih mest za DN-aze I, ojacevalcev prepisovanja, vezavo nukleosoma in
drugih elementov, ki bi lahko doprinesli k spremenjenemu izrazanju genov.
Molekularno okolico z astmo povezanih SNP-jev ter SNP-jev v LD-ju s prouc¢evanimi
smo analizirali tudi s pomoc¢jo podatkov iz zbirke Ensembl (Yates in sod., 2016), pri
¢emer smo uporabili orodje Variant effect predictor. V zbirki HaploReg v4 (Ward in
Kellis, 2012) smo preverili ali dolocen SNP vpliva na regulatorne motive glede na
informacije pridobljene iz zbirke eksperimentalnih podatkov ENCODE. Preverjali smo
ali SNP vpliva na vezavo ojacevalcev prepisovanja glede na informacije pridobljene iz
eksperimentov na 90 razli¢nih celi¢nih tipih in ali je dolo¢en SNP povezan z izrazanjem
dolo¢enega gena (eQTL). Z orodjem RegulomeDB (Boyle in sod., 2012) smo dodatno
preverili morebitno prisotnost regulatornih mest, kjer se nahaja prouc¢evan SNP.
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4 REZULTATI

Nase raziskovalno delo je bilo sestavljeno iz treh delov.

V prvem delu raziskave smo ugotavljali ali je SNP rs4795405 povezan z astmo pri
odraslih slovenskih bolnikih. Preverjali smo tudi ali je ta SNP povezan s specifi¢nim
fenotipom astme, astmo brez pridruzenega rinitisa, kot je bilo pokazano v eni izmed
nasih preteklih raziskav pri otrocih (Kavalar in sod., 2012). V tem delu smo kot prvi
ugotavljali ali je SNP rs4795405 povezan tudi s KOPB in plju¢nim delovanjem pri
bolnikih s KOPB. S tem smo raziskovali ali je rs4795405, ki je bil ze v nekaj
predhodnih raziskavah povezan z astmo povezan tudi s KOPB.

Ker smo v prvem delu raziskave odkrili povezavo enega SNP-ja, rs4795405, z astmo,
smo raziskavo razsirili na ve¢ji del lokusa 17q12-17q21.1. Na drugi, ve¢ji skupini
bolnikov smo proucevali povezavo 13-ih SNP-jev z astmo pri odraslih slovenskih
bolnikih. Hkrati smo z analizo razlicnih fenotipov astme ugotavljali ali obstaja
povezava 13-ih SNP-jev z atopijo pri bolnikih z astmo, plju¢nim delovanjem, obdobjem
v katerem se astma razvije in kajenjem pri bolnikih z astmo. Poleg proucevanja
povezave posameznih SNP-jev smo proucevali tudi povezavo med haplotipi, ki jih
tvorijo izbrani SNP-ji in astmo pri odraslih slovenskih bolnikih.

V tretiem delu raziskave smo proucevali farmakogenetsko povezavo dveh SNP-jev,
rs2146323 in rs833058, ki se nahajata v genu VEGFA z odzivom otrok na zdravljenje z
IK in LTRA po Sestih in 12 mesecih zdravljenja. Kot kriterij za oceno odziva na
zdravljenje smo uporabili spremembi % predvidene normalne vrednosti FEV1 in
FEV1/FVC ter urejenost astme po 12 mesecih zdravljenja.

Graficni prikaz rezultatov je predstavljen na sliki 3
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Slika 3: Grafi¢ni prikaz rezultatov.

Statisticno znacilne povezave so prikazane krepko in pod¢rtano. Mejne povezave so prikazane podrctano.
Figure 3: Graphical summary of the results.

Statistically significant results are shown in bold and are underlined. Marginal associations are shown
only underlined.

41  POVEZAVA SNP-JA rs4795405, KI SE NAHAJA NAVZGOR OD ORMDL3
V RP11-387H17.4, Z ASTMO PRI ODRASLIH IN KOPB

4.1.1 Preiskovanci

V raziskavo je bilo vklju€enih 131 odraslih bolnikov z astmo, ki so bili v povprecju stari
50 let, od tega je bilo 43 % moskih in 11 % kadilcev. Od 131 odraslih bolnikov z astmo
jih je imelo 72 astmo brez pridruZenega rinitisa in ti so bili v povprecju stari 51 let, od
tega je bilo 43 % moskih in 14 % kadilcev. V skupini bolnikov z astmo, ki so imeli
pridruzen rinitis je bilo 59 bolnikov, ki so bili v povprecju stari 49 let, od tega je bilo 43
% moskih in 7 % kadilcev. V kontrolno skupino bolnikov, ki so imeli izklju¢no rinitis je
bilo vkljucenih 59 bolnikov, ki so bili v povprecju stari 48 let, od tega je bilo 48 %
moskih in 17 % kadilcev. V skupino bolnikov s KOPB je bilo vklju¢enih 133
preiskovancev, ki so bili nekoliko starej$i v primerjavi z drugimi skupinami
preiskovancev in so imeli v povprecju 64 let, od tega je bil tudi % moskih vi§ji kot pri
drugih skupinah in sicer 77 %. Vsi vkljuceni bolniki s KOPB so bili sedanji ali bivsi
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kadilci. V skupino zdravih kontrol je bilo vkljuc¢enih 170 preiskovancev, ki so bili v
povprecju stari 48 let, od tega je bilo 45 % moskih (Preglednica 5).

Preglednica 5: Znacilnosti preiskovanih skupin bolnikov in zdravih kontrol.

Table 5: Characteristics of patients and healthy controls.

Astma Astma brez rinitisa Astma z rinitisom Rinitis KOPB Kontrole

St. preiskovancev, n 131 72 59 59 133 170
Starost, povpre¢jexSD  50+£15 51+£15 49+16 48+14 6448 48+13
Moski, (%) 43 43 43 48 77 45
Kajenje, (%) 11 14 7 17 40"  ni podatka
ITM, povpredje+SD 2945 29+5 28+5 2744 2745 nipodatka

*Preostalih 60 % bolnikov s KOPB je bilo bivsih kadilcev.
KOPB = kroni¢na obstruktivna pljucna bolezen, SD = standardni odklon, ITM = indeks telesne mase
*The remaining 60% of COPD patients were former smokers.

KOPB = chronic obstructive lung disease, SD = standard deviation, ITM = body mass index
4.1.2 Asociacijska analiza

Uspesnost dolo¢anja genotipov je bila 100 %. Genotipi preiskovancev so bili
razporejeni v skladu s HWE. Ugotovili smo, da je rs4795405 statisticno znacilno
povezan z astmo pri odraslih slovenskih bolnikih. Frekvenca alela C pri bolnikih z
astmo je bila 59 % v primerjavi s kontrolami pri katerih je bila 49 %, kar je statisticno
znacilno razli¢no (p = 0,017, OR = 1,50, 95 % Cl1 = 1,08-2,08) (Preglednica 6). Tudi
genotip CC je bil pogostejsi pri bolnikih z astmo kot pri zdravih kontrolah, a razlika ni
bila statisticno znacilna.

V nadaljn;ji analizi, kjer smo bolnike z astmo razdelili glede na prisotnost rinitisa, se je
izkazalo, da je alel C statisti¢no znacilno pogostejsi pri skupini bolnikov, ki imajo astmo
brez pridruzenega rinitisa, saj se je pri njih pojavil v 65 % v primerjavi z bolniki z
astmo z rinitisom pri katerih je bila frekvenca alela C 52 % (p = 0,032, OR = 1,76, 95 %
Cl = 1,07-2,89). Izkazalo se je, da je frekvenca alela C pri bolnikih z astmo s
pridruZenim rinitisom podobna frekvenci pri zdravih kontrolah, kjer je bila 49 % in je
zato statisticno znacilno razli¢na v primerjavi z bolniki z astmo, ki nimajo pridruzenega
rinitisa (p = 0,001, OR = 1,95, 95 % CI = 1,30-2,92) in se hkrati statisticno znacilno ne
razlikuje med bolniki z astmo s pridruZenim rinitisom in zdravimi kontrolami
(Preglednica 6). Razlike med bolniki z astmo glede na pridruZen rinitis so bile Se vecje
ko smo uporabili recesivni genetski model. Rizi¢ni genotip CC je bil statisticno znacilno
pogostejsi pri bolnikih z astmo brez rinitisa, pri katerih se je pojavil v 44 % v primerjavi
z bolniki z astmo z rinitisom, kjer se je pojavil le v 24 % (p = 0,017, OR = 2,57, 95 %
Cl = 1,20-5,49) in v primerjavi z zdravimi kontrolami, kjer se je pojavil v podobnem
odstotku kot pri bolnikih z astmo z rinitisom, in sicer v 26 % (p = 0,006, OR = 2,29, 95
% CI = 1,29-4,08). Ko smo primerjali frekvence genotipov med bolniki z astmo brez
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rinitisa ali z astmo s pridruZenim rinitisom in skupino bolnikov, ki imajo izklju¢no
rinitis razlik ni bilo (Preglednica 6).

Nadaljnje smo izvedli Se asociacijsko analizo med SNP-jem rs4795405 in KOPB.
Izkazalo se je, da je tudi KOPB, podobno kot astma, povezan s tem SNP-jem. Alel C je
bil statisti¢no znacilno pogoste;jsi pri bolnikih s KOPB, pri katerih se je pojavil v 63 % v
primerjavi z zdravimi kontrolami, pri katerih se je pojavil v 49 % (p = 0,001, OR =
1,75, 95 % Cl = 1,26-2,42). Podobno se je izkazalo tudi za recesivni genetski model, saj
smo ugotovili, da je genotip CC s 37 % pogostejsi pri bolnikih s KOPB kot pri zdravih
kontrolah, pri katerih se je pojavil v 26 % (p = 0,045, OR = 1,67, 95 % CI1 = 1,02-2,37).
Odkrili smo, da je frekvenca alela C statisticno znacilno razli¢na med bolniki s KOPB,
pri katerih se je pojavil v 63 % in bolniki z astmo, ki imajo pridruzen rinitis, pri katerih
se je pojavil v 52 % (p = 0,044, OR = 1,58, 95 % Cl = 1,02-2,44). Nasprotno smo
odkrili pri primerjavi frekvenc alelov in genotipov SNP-ja rs4795405 med bolniki s
KOPB in bolniki z astmo, ki nimajo pridruzenega rinitisa, saj je bila razporeditev pri teh
dveh skupinah podobna (Preglednica 6).

Za skupino bolnikov s KOPB smo imeli na voljo tudi klini¢éne podatke o njihovem
pljuénem delovanju, zato smo Zeleli preveriti ali je SNP rs4795405, ki je povezan s
KOPB povezan tudi z % predvidene normalne vrednosti FEV1 in % predvidene
normalne vrednosti FVC pri bolnikih s KOPB. Izkazalo se je, da je genotip CC, ki je
sicer rizi¢en za KOPB, povezan z bolj$im plju¢nim delovanjem, saj je bil % predvidene
normalne vrednosti FEV1 51 % in % predvidene normalne vrednosti FVC 83% pri
bolnikih s KOPB in genotipom CC v primerjavi z 42 % (p = 0,016) in 73 % (p = 0,051)
pri bolnikih s KOPB, ki imajo genotip CT in TT. Te vrste analize pri bolnikih z astmo
nismo izvedli zaradi pomanjkanja klini¢nih podatkov.
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4.2 POVEZAVA SNP-JEV LOKUSA 17q12-17qg21.1 Z ASTMO PRI ODRASLIH
4.2.1 Preiskovanci

V raziskavo smo vkljucili 418 odraslih slovenskih bolnikov z astmo, pri katerih je bila
mediana 45 let, od tega je bilo 38 % moskih. 59 % bolnikov je imelo atopijsko astmo in
pri 17 % se je astma pojavila ze v otroStvu. Srednja vrednost % predvidene normalne
vrednosti VC je bila 100 % in % predvidene normalne vrednosti FEV1 86 %. Slaba
tretjiina (30 %) bolnikov z astmo je bilo bivsih ali sedanjih kadilcev. V kontrolno
skupino je bilo vkljucenih 288 preiskovancev, pri katerih je bila mediana 44 let, od tega
je bilo 54 % moskih. Pri kontrolni skupini preiskovancev je bila izkljucena atopija ali
astma v otro$tvu (Preglednica 7). Skupini sta se po starosti statisticno znacilno
razlikovali.

Preglednica 7: Kliniéne zna¢ilnosti bolnikov z astmo.
Table 7: Clinical characteristics of asthma patients.

. Manjkajo¢i

Znacilnost Astma . Kontrole
podatki

Stevilo preiskovancev, n 418 288
Moski, n (%) 160 (38) 0 155 (54)
Starost, mediana (IQR) 45 (25) 0 44 (29)
Atopija, n (%) 239 (59) 14 0 (0)
% predvidene normalne vrednosti VC, mediana (IQR) 100 (20) 13 ni podatkov
% predvidene normalne vrednosti FEV1, mediana (IQR) 86 (20) 6 ni podatkov
Astma v otrostvu, n (%) 66 (17) 30 0(0)
Kajenje, n (%) 113 (30) 44 ni podatkov
Eozinofilci %, mediana (IQR) 3,0(3,8) 284 ni podatkov
Nevtrofilci %, mediana (IQR) 60,9 (12,8) 284 ni podatkov
Limfociti %, mediana (IQR) 26,6 (11,9) 284 ni podatkov
Monaociti %, mediana (IQR) 8,1(3,1) 284 ni podatkov
Bazofilci %, mediana (IQR) 0,4 (0,3) 284 ni podatkov

IQR = interkvartilni razmik, VC = vitalna kapaciteta, FEV1 = prisiljena izdihana prostornina zraka v 1
sekundi izdiha
IQR = interquartile range, VC = vital capacity, FEV1 = forced expiratory volume in 1 second

4.2.2 Asociacijska analiza

V drugem delu raziskave smo zeleli analizirati povezavo vecih SNP-jev in s tem tudi
vecjega dela kromosomskega lokusa 17q12-17q21.1 z astmo pri odraslih slovenskih
bolnikih. Oznagevalne SNP-je smo izbrali s pomocjo podatkov v zbirki HapMap (The
International..., 2007) in orodja Haploview (Barrett in sod., 2005). Pri tem smo nekaj
SNP-jev prisilno dodali v izbor, saj so se v preteklih raziskavah izkazali kot najmocnejsi
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kandidatni SNP-ji, in sicer 1s9303277, rs2305480, rs7216389 in rs4795405 (Bouzigon
in sod., 2008; Halapi in sod., 2010; Moffatt in sod., 2007), povezani s tveganjem za
razvoj astme. Kot omejitev za izbiro oznacevalnih SNP-jev smo dolocili, da naj bodo to
SNP-ji z minimalno alelno pogostnostjo 10 % v populaciji CEU (podatki temeljijo na
genetski analizi oseb z evropskimi koreninami) in naj bo r* > 0,8 za SNP-je, ki jih
oznacujejo (visok LD). Oznacevalni SNP-ji, ki smo jih s to analizo dolocili kot
kandidatne za analizo in genotipizacijo so bili rs9303277, rs2305480, rs7216389,
rs4795405, 1s8079416, 1s3894194, 1s709592, 1s12309, 1s4795402, rs1007654,
rs8080546, rs4065321 in rs3893044. Iz raziskave smo izvzeli 7 manj informativnih
oznacevalnih SNP-jev, ki niso bili v LD-ju z drugimi SNP-ji. Na ta nacin bi s 13 SNP-ji
zaradi LD-ja uspes$no pokrili 53 SNP-jev. S temi 13 SNP-ji bi uspe$no pokrili velik
interval, saj pokrijejo 250 kbp veliko podrocje (35170k—35430k) na kromosomu 17q. V
drugi stopnji analize, kjer smo vse prvotne kandidatne SNP-je preverili v NCBI-jevi
zbirki podatkov dbSNP (Sherry in sod., 2001) se je izkazalo, da so nekateri izmed njih
tri- ali Stiri-alelni, kar je za SNP-je sicer relativno redko. Za nekatere izmed prvotno
izbranih SNP-jev nismo uspeli uspesno oblikovati testov za genotipizacijo z alelno
diskriminacijo, saj se nekateri pojavljajo v visoko polimorfnih obmo¢jih DNA ali pa jih
obdajajo stevilna ponovljiva zaporedja, ki onemogocajo oblikovanje ustreznih
zanesljivih testov za alelno diskriminacijo. Zaradi teZavnosti nadaljnje analize in vi§jih
stroskov, ki bi jih prineslo dolo¢anje ve¢ alelnih SNP-jev ali SNP-jev, ki se nahajajo v
problemati¢nih obmocjih, smo te zamenjali za obicajne bialelne s pomocjo orodja
SNAP (Johnson in sod., 2008), ki omogoca iskanje SNP-jev, ki so med seboj v
popolnem LD-ju. V preglednici 8 smo navedli zamenjave prvotno izbranih SNP-jev, in
kriterija r* in D' za populacijo CEU, ki opisujeta vezavno neravnotezje med dvema
SNP-jema. Ce je r* enak ena, razlik v alelnih frekvencah dveh SNP-jev ne bo, &e je r°
enak 0,8 in je frekvenca alela enaka 0,5, potem bo med dvema SNP-jema maksimalna
razlika v frekvenci 6 % (Wray, 2005). D' pokaZe kolik$na je verjetnost da se dva SNP-ja
dedujeta skupaj. Ce je D' enak 1, potem se dva SNP-ja vedno dedujeta skupaj. Ce sta r*
in D' priblizno 1 sta dva SNP-ja enakovredna oznacevalca.

Preglednica 8: Zamenjava prvotno izbranih SNP-jev in prikaz vrednosti r* in D',

Table 8: Substitutions of initially chosen SNPs with r* and D' values.

Prvotno izbran SNP Zamenjan SNP  Razdalja v bp r’ D'
rs8080546 1s9916279 812 1 1
54065321 rs8066582 3381 1 1
rs3894194 rs8069202 207 1 1
rs4795402 rs3744246 1035 0,89 1
rs1007654 rs7219080 3162 1 1
rs709592 rs1042658 1651 1 1
rs12309 1s2302777 4030 1 1
1s9303277 rs12936231 52651 1 1
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V koncni fazi smo za genotipizacijo izbrali SNP-je: rs12936231, ki se nahaja v genu
ZPBP2, 152305480 in rs7216389, ki se nahajata v genu GSDMB, rs3744246 ter
rs4795405, ki se nahajata navzgor od gena ORMDL3 v genu RPI1I1-387H17.4,
rs8079416, ki se nahaja navzgor od gena LRRC3C v genu RP11-387H17.4, rs3893044,
ki se nahaja navzdol od gena LRRC3C, rs7219080 in rs8069202, ki se nahajata v genu
GSDMA, 1s8066582 in rs9916279, ki se nahajata v genu PSMD3, rs1042658, ki se
nahaja v genu CSF3 in 1s2302777, ki se nahaja v genu MED24. Uspesnost doloCanja
genotipov je bila 100 % in vsi so bili v HWE.

4.2.2.1 Povezava posameznih SNP-jev lokusa 17912-17g21.1 z astmo pri odraslih

V prvem koraku smo analizirali povezavo posameznih SNP-jev z astmo, pri ¢emer so
bile vse analize prilagojenje za spol in starost. Po popravku vrednosti p, ki je bila
upostevana kot statisticno znacilna (p < 0,004) noben izmed 13-ih SNP-jev ni bil
statisticno znacilno povezan z astmo. Pet SNP-jev je bilo Sibko, mejno statisti¢no
znaCilno povezanih z astmo, ob upoStevanju vrednosti p brez Bonferroni-jevega
popravka. To so rs12936231 v ZPBP2, rs2305480 in rs7216389 v GSDMB, rs4795405,
ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v RP11-387H17.4 in rs7219080 v GSDMA
(Preglednica 9).
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4.2.2.2 Povezava posameznih SNP-jev lokusa 17ql12-17g21.1 s fenotipi astme pri
odraslih

V drugem delu nase raziskave smo proucevali povezavo 13-ih SNP-jev lokusa 17q12—
17921.1 s specificnimi fenotipi astme in sicer, astmo, ki se razvije Ze v otroStvu,
atopijsko astmo, plju¢nim delovanjem in okoljskim dejavnikom, kajenjem, pri bolnikih
z astmo. Noben izmed 13-ih analiziranih SNP-jev ni bil statisti¢éno znacilno povezan s
fenotipi astme. Dva izmed proucevanih SNP-jev sta bila sibko oz. mejno povezana z
razvojem astme v otrostvu (Preglednica 10). En SNP je bil Sibko oz. mejno povezan s
kajenjem pri bolnikih z astmo (Preglednica 11).

Preglednica 10: Povezava med SNP-ji lokusa 17q12—17g21.1 in astmo v otrostvu.
Table 10: Associations between 17q12—17q21.1 SNPs and childhood asthma onset.

Astma, ki se razvije v otro$tvu, Astma, ki se razvije v odrasli dobi,
genotip n (%) genotip n (%)
Alel Prilagojena vrednost p?,
dbSNP Gen 12 11 12 212 11 12 22 OR (95% CI)®

0,045, 1,80 (1,05-3,08)}
152305480 GSDMB A/G 8(12) 28(42)  30(45) 59 (18) 161 (50) 102 (32)
0,022, 1,63 (1,06-2,50)*

rs8066582 PSMD3 C/T 20(30) 27(41) 19 (29) 101 (31) 168 (52) 52(16)  0,024,2,05 (1,12-3,88)}

®Vrednost p prilagojena za spol in starost z logisti¢no regresijo.
PR - recesivni genetski model, A - aditivni genetski model

®P value adjusted for sex and age.

PR - recessive genetic model, A - additive genetic model

Preglednica 11: Povezava med SNP-ji lokusa 17q12—17g21.1 in kajenjem pri bolnikih z astmo.
Table 11: Association between 17q12—17g21.1 SNP and smoking in asthma patients.

Astmatiki kadilci Astmatiki nekadilci,
genotip n (%) genotip n (%)
Alel Prilagojena vrednost p?,
dbSNP Gen 172 1/1 172 212 1/1 172 212 OR (95% CI)"

0,005, 1,98 (1,23-3,20)°
rs9916279 PSMD3 CIT 6() 38(34) 68(6l) 6(2) 58(22) 198(76)
0,004, 1,82 (1,21-2,73)*

#Vrednost p prilagojena za spol in starost z logisti¢no regresijo.
®D - dominantni genetski model, A - aditivni genetski model

*P value adjusted for sex and age.

®D - dominant genetic model, A - additive genetic model
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4.2.2.3 Povezava haplotipov lokusa 17912-17g21.1 z astmo pri odraslih

Poleg analize povezave posameznih SNP-jev smo analizirali tudi povezavo haplotipov z
astmo pri odraslih. Trinajst proucevanih SNP-jev tvori tri haplotipne bloke, ki smo jih
identificirali s pomocjo programa Haploview (Slika 4). Tudi pri delu analize je bila

izvedena logisti¢na regresija, ki omogoca prilagoditev za spol in starost.
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Slika 4: Bloki haplotipov, ki jih sestavljajo analizirani SNP-ji in prikaz vezavnega neravnoteZja z

Blok

vrednostmi . Vezavno neravnoteZje pada z bledenjem sive barve.

Figure 4: Haplotype blocks and pairwise linkage disequilibrium (LD) expressed as r’ between the
investigated 17q12-17q21.1 SNPs. Shading represents magnitude of the pairwise r?, which decreases with

lighter color.
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Prvi haplotipni blok je sestavljen iz SNP-jev rs12936231, rs2305480, rs7216389,
rs3744246 in rs4795405. Nahaja se v obmocju genov ZPBP2, GSDMB, ORMDL3 in
RP11-387H17.4, ter se razteza preko 59 kbp zaporedja. Sestavljen je iz stirih SNP-jev,
ki so pri analizi posameznih SNP-jev nakazovali povezavo z astmo in rs3744246, ki pri
analizi posameznih SNP-jev ni bil niti mejno povezan z astmo. Haplotipe s frekvenco <
1 % pri obeh skupinah smo izkljucili iz analize. Povezave haplotipov, ki jih sestavljajo
navedeni SNP-ji, z astmo ni bilo (Preglednica 12).

Preglednica 12: Povezava haplotipov (rs12936231, rs2305480, rs7216389, rs3744246, rs4795405) lokusa
17q12-17q21.1 z astmo.
Table 12: Association of 17q12—-17q21.1 haplotypes (rs12936231, rs2305480, rs7216389, rs3744246,
rs4795405) with asthma.

S 8 3 & 8
5 § § 3 § Astma Kontrole OR (95% Cl)  Prilagojena vrednost p*
g8 EE e e ° " i
C G T C cC 212 (50,7) 152 (52,6) 1
G A C C T 112 (26,8) 70 (24,3) 1,42 (1,10-1,83) NS®
G A C T T 65 (15,6) 45 (15,7) 1,19 (0,87-1,63) NS
G G C C ¢C 17 (4,1) 11(4,0) 1,29 (0,73-2,26) NS
G A C C C 5(1,3) 4(16) 0,65 (0,22-1,87) NS

* Vrednost p prilagojena za spol in starost z logisti¢no regresijo.

NS - ni statisti¢no znacilnih razlik

‘Krepko so prikazani aleli, ki so bili pri analizi posameznih SNP-jev mejno povezani z astmo.

Haplotipi s frekvenco < 1 % v obeh skupinah so bili izkljuceni iz analize (sedem bolnikov z astmo in Sest
kontrol).

*P value adjusted for sex and age.

’NS - non-significant

‘Alleles that were marginally associated with asthma in single SNP analysis are shown in bold.

Rare haplotypes with frequency < 1% in both groups were excluded from the analysis (seven patients in

asthma group and six patients in control group).

Drugi haplotipni blok, ki se razteza preko 29 kbp zaporedja DNA in je sestavljen iz
SNP-jev rs8079416, rs3893044, rs7219080 in rs8069202, ki se nahajajo v obmocju
genov LRRC3C in GSDMA, ni bil povezan z astmo pri odraslih (podatki niso prikazani).

Tretji blok haplotipov je sestavljen iz Stirih SNP-jev rs9916279, rs8066582, rs1042658
in rs2302777. Nahaja se v obmoc¢ju genov PSMD3, CSF3 in MED24. Haplotipi tretjega
bloka, ki zajema 33 kbp dolgo zaporedje, so bili mo¢no povezani z astmo pri odraslih,
kljub temu, da povezave s posamezni SNP-ji tega haplotipnega bloka z astmo pri
odraslih nismo nasli (Preglednica 13).
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Haplotipni blok 3 sestavlja osem haplotipov s frekvenco veéjo od 1 % pri obeh
skupinah. Haplotipe s frekvenco < 1 % pri obeh skupinah smo izkljucili iz analize. V
nadaljevanju so rezultati povezave haplotipov z astmo pri odraslih predstavljeni v
zaporedju SNP-jev, ki je v skladu z njihovim polozajem na zaporedju DNA in sicer
rs9916279, rs8066582, rs1042658 in rs2302777. Haplotip z najvecjo frekvenco TCCG
je bil pogostejsi pri odraslih bolnikih z astmo v primerjavi s kontrolno skupino, saj se je
pri bolnikih z astmo pojavil v 40,1 % v primerjavi z zdravimi, pri katerih se je pojavil v
27,6 %. Stirje haplotipi z najvegjo frekvenco - TCCG, TTTA, CCCA in TTCA so bili
pogostej§i pri skupini bolnikov z astmo. Stirje najredkej$i haplotipi TTCG, TCCA,
TCTA in TTTG so se pogosteje pojavili v skupini kontrol v primerjavi z bolniki z
astmo. Opazili smo tudi zanimiv vzorec pojavljanja haplotipov, ki jasno locuje med
bolniki z astmo in kontrolami in sicer, je imelo le 3 % bolnikov z astmo haplotipe
TTCG, TCCA, TCTAin TTTG v primerjavi s skoraj tretjino (31 %) kontrol.

Vse primerjave zastopanosti haplotipov v skupini bolnikov z astmo in skupini kontrol
smo izvedli glede na pojavnost haplotipa z najvecjo frekvenco - TCCG. Trije haplotipi
so bili statisticno znacCilno povezani z astmo pri odraslih slovenskih bolnikih. Haplotip
TTCG je imelo le 0,6 % bolnikov z astmo v primerjavi z 12,2 % kontrol (p < 0,0001,
OR = 12,32, 95 % CI = 4,39-34,58). Podobno je imelo haplotip TCCA le 0,3 %
bolnikov z astmo v primerjavi z 9,5 % kontrol (p = 0,0001, OR = 11,58, 95 % CI =
3,43-39,12). Haplotip TCTA je imelo le 0,6 % bolnikov z astmo v primerjavi s 7,1 %
kontrol (p = 0,0001 , OR = 8,15, 95 % CI = 2,87-23,15) (Preglednica 13).
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Preglednica 13: Povezava haplotipov (rs9916279, rs8066582, rs1042658, rs2302777) lokusa 17g12—

17921.1 z astmo.
Table 13: Association of 17q12-17g21.1 haplotypes (rs9916279, rs8066582, rs1042658, rs2302777) with

asthma.

(2] (V] o] N~

5 % § E Astma Kontrole . . .
% % % % n (%) n (%) OR (95% CI) Prilagojena vrednost p
T C C G 167(40,1)  79(27.6) 1,00 —

T T T A 141(338) 65(227) 0,92 (0,68-1,24) NSP

C C C A 66(157  38(13,0) 0,88 (0,61-1,27) NS

T T (o A 33(7,8) 12 (4,1) 0,66 (0,38 — 1,16) NS

T T C G 2 (0,6) 35(12,2) 12,32 (4,39-34,58) <0,0001

T C C A 1(0,3) 27 (9,5) 11,58 (3,43-39,12) 0,0001

T ¢ T A 3(0,6) 20 (7,1) 8,15 (2,87-23,15) 0,0001

T T T G 4 (1,0) 8(2,7) 1,98 (0,89-4,40) NS

* Vrednost p prilagojena za spol in starost z logisti¢no regresijo.

°NS - ni statistidno znagilnih razlik

Haplotipi s frekvenco < 1 % v obeh skupinah so bili izkljuceni iz analize (en bolnik z astmo in tri
kontrole).

*P value adjusted for sex and age.

’NS - non-significant

Rare haplotypes with frequency < 1% in both groups were excluded from the analysis (one patient in

asthma group and three patients in control group).
4.2.2.4 Velikost vzorca in statisti¢na mo¢

Statisticno mo¢ smo izracunali z orodjem Genetic Power Calculator. Izkazalo se je, da
ob analizi vzorca z vklju¢enimi 418 bolniki in 288 kontrolami lahko doseZemo 97 %
moc¢ ob 51 % frekvenci rizicnega alela, kakrSna je bila najnizja frekvenca rizi€nega alela
v na$i raziskavi (z veCanjem frekvence raste tudi mo¢) ob uporabi dominantnega
genetskega modela, ¢e je OR 2,0 in prevalenca bolezni 9 %. Ce OR pade na 1,5, pade
tudi statisticna moc¢ na 65 %. Z 418 vklju¢enimi bolniki smo z 80 % statisticno mocjo
lahko zaznali OR 1,6. Pri OR-ju 1,1 je statisticna mo¢ le e 9 %. Z naSo velikostjo
vzorca in OR-jem 1,5 je bil statisticna mo¢ ob uporabi recesivnega genetskega modela
skromna, in sicer le 12 %.
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43 POVEZAVA SNP-JEV V GENU VEGFA Z ODZIVOM OTROK NA
ZDRAVLIENJE ASTME

4.3.1 Preiskovanci

V farmakogenetski del raziskave astme smo vkljucili 131 otrok z astmo, ki so bili v
povprecju stari 12 let, od tega je bilo 56 % fantov. Otroci z astmo so bili zdravljeni na
tri nacine. V tem delu raziskave smo proucevali izboljSanje pljucnega delovanja in
urejenost astme pri otrocih z astmo, ki so bili 12 mesecev zdravljeni, bodisi z IK, bodisi
redno ali po potrebi z LTRA. Skupine se pred uvedbo zdravljenja niso razlikovale glede
na pljuéno delovanje. Otroci, ki so bili v skupini zdravljenih z IK so imeli vecjo
preodzivnost dihalnih poti glede na metaholinski test, nekaj manjSo so imeli otroci, ki so
bili redno zdravljeni z LTRA in najmanjSo otroci, ki so bili zdravljeni z LTRA po
potrebi. Skupina otrok, ki je bila zdravljena z IK je imela najvecji izdihan FeNO v
primerjavi s skupinama otrok, ki so bili zdravljeni z LTRA.

V prvi skupini je bilo 40 otrok z astmo zdravljenih z IK flutikazon propionatom, ki so
bili v povprecju stari 12 let, od tega je bilo 50 % fantov. Pred zdravljenjem so imeli %
predvidene normalne vrednosti FEV1 97 %, po 6 mesecih zdravljenja so imeli
izboljsanje % predvidene normalne vrednosti FEV1 za 3 % in po 12 mesecih so imeli
izboljSanje % predvidene normalne vrednosti FEV1 za 5 % glede na izhodnega. Otroci,
ki so bili zdravljeni z IK so imeli pred zdravljenjem razmerje FEV1/FVC 88 %, po 6
mesecih zdravljenja ni bilo opaziti izboljSanja s povprecnim povecanjem FEVI/FVC za
2 %, po 12 mesecih zdravljenja ni bilo sprememb v FEV1/FVC glede na izhodnega.
Vecina otrok, ki so bili zdravljeni z IK, 70 %, je imela po 12 mesecih urejeno astmo
(Preglednica 14).

V drugi skupini je bilo 47 otrok z astmo redno zdravljenih z LTRA montelukastom, ki
so bili v povprecju stari 11 let, od tega je bilo 53 % fantov. Pred zdravljenjem so imeli
% predvidene normalne vrednosti FEV1 97 %, po 6 oz. 12 mesecih zdravljenja ni bilo
izboljSanja v % predvidene normalne vrednosti FEV1 glede na izhodnega. Otroci, ki so
bili redno zdravljeni z LTRA so imeli pred zdravljenjem razmerje FEV1/FVC 89%, po
6 mesecih oz. 12 mesecih zdravljenja ni bilo opaziti izboljSanja. Vecina otrok, ki so bili
redno zdravljeni z LTRA, 85 %, je imela po 12 mesecih urejeno astmo (Preglednica 14).

V tretji skupini je bilo 44 otrok z astmo zdravljenih z LTRA montelukastom po potrebi
oziroma ob nastanku simptomov astme, ki so bili v povprecju stari 12 let, od tega je bilo
66 % fantov. Pred zdravljenjem so imeli % predvidene normalne vrednosti FEV1 97 %,
po 6 oz. 12 mesecih zdravljenja ni bilo izboljSanja v % predvidene normalne vrednosti
FEV1 glede na izhodnega. Otroci, ki so bili zdravljeni z LTRA po potrebi so imeli pred
zdravljenjem razmerje FEV1/FVC 90 %, po 6 oz. 12 mesecih zdravljenja ni bilo opaziti
izboljSanja glede na izhodnega. Vecina otrok, ki so bili zdravljeni z LTRA po potrebi,
82 % je imelo po 12 mesecih urejeno astmo (Preglednica 14).
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Po 12 mesecih zdravljenja se je plju¢no delovanje izboljsalo le pri otrocih z astmo, ki so
prejemali IK, saj so imeli le ti statisticno znacilno izboljSanje % predvidene normalne
vrednosti FEV1 (p = 0,0002). Bolniki, ki so prejemali LTRA redno niso kazali
statisticno znacilnega izboljSanja pljucnega delovanja (p = 0,376), podobno se je
izkazalo tudi pri bolnikih, ki so prejemali LTRA po potrebi (p = 0,290). Urejenost astme
po 12 mesecih zdravljenja se med tremi nacini zdravljenja ni razlikovala (p = 0,203)
(Preglednica 14).

Preglednica 14: Klini¢ne znacilnosti bolnikov z astmo.

Table 14: Clinical details of patients with asthma.

Znacilnost Vsi IK LTRA, LTRA, po Vrednost
bolniki redno potrebi pb

Stevilo preiskovancev, n 131 40 47 44

Starost, povprecje+SD 12+3 12+3 11+3 12+3

Moski, n (%) 74 (56) 20 (50) 25(53) 29 (66)

PC20 (mg/ml), mediana (IQR) 0,26 0,14 0,26 0,83 (1,11) <0,0001
(0,73) 0,21)  (0,62)

FeNO (ppb), mediana (IQR) 34 (11) 51(62) 35(37) 27(28) 0,005

% predvidene normalne vrednosti FEV1 pred 97 (14) 97(16) 97(15) 97(14) 0,612
zdravljenjem, mediana (IQR)

Sprememba % predvidene normalne vrednosti 1 (10) 3(11)  0(11) -1(12) 0,459
FEV1 po 6 mesecih zdravljenja, mediana

(IQR)

Sprememba % predvidene normalne vrednosti 3 (12) 509)* 0 (15)** 1 (14)*** 0,212
FEV1 po 12 mesecih zdravljenja, mediana

(IQR)*

FEV1/FVC pred zdravljenjem, mediana (IQR) 89 (8) 88 (9) 89 (5) 90 (9) 0,173
Sprememba FEV1/FVC po 6 mesecih 1 (6) 2(8) 1(6) 0(5) 0,235
zdravljenja, mediana (IQR)

Sprememba FEV1/FVC po 6 mesecih 1(7) 0(10) 1(8) 0(7) 0,832
zdravljenja, mediana (IQR)

Urejena astma, n (%) 104 (79) 28 (70) 39(85) 37(82) 0,203

PC20 = prejeta doza metaholina, pri kateri se FEV1 zniza za 20 % izhodne vrednosti, IQR = interkvartilni
razmik, FeNO = izdihan duSikov oksid, SD = standardni odklon, FEV1 = prisiljena izdihana prostornina
zraka v 1 sekundi izdiha, FVC = prisiljena vitalna kapaciteta, IK = inhalacijski kortikosteroid, LTRA =
antagonist receptorjev za levkotriene

*Sprememba % predvidene normalne vrednosti FEV1 po 12 mesecih zdravljenja glede na vrednost pred
uvedbo zdravljenja je bila statisti¢no primerjana z Wilcoxon-ovim testom ('p = 0,0002, “p = 0,376, "p =
0,290).

PC20 = concentration of methacholine causing a 20% fall in FEV1, IQR = interquartile range, FeNO =
fractional exhaled nitric oxide, SD = standard deviation, FEV1 = forced expiratory volume in 1 second,
FVC = forced vital capacity, IK = inhaled corticosteroid, LTRA = leukotriene receptor antagonist
*Change from baseline in %predicted FEV1 after 12 months of treatment for each therapy was

*kk

statistically compared with paired Wilcoxon test (‘p = 0.0002, “p = 0.376, p = 0.290).
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4.3.2 Asociacijska analiza

V farmakogenetskem delu raziskave astme smo analizirali izboljSanje pljucnega
delovanja in urejenost astme glede na genotipe SNP-jev rs2146323 in rs833058 v genu
VEGFA po zdravljenju z IK ali LTRA, redno in po potrebi. Izkazalo se je, da je odziv
otrok na zdravljenje povezan s proucevanima SNP-jema pri uporabi obeh preiskovanih
terapij. UspeSnost dolo¢anja genotipov je bila 100 %. Genotipi preiskovancev so bili
razporejeni v skladu s HWE.

Pri asociacijski analizi povezave odziva na zdravljenje z IK se je izkazalo, da je odziv
povezan z genotipom 1s2146323 v genu VEGFA. Ko smo primerjali dinamiko plju¢nega
delovanja z merjenjem sprememb v % predvidene normalne vrednosti FEV1 po Sestih
in 12 mesecih zdravljenja z IK se je izkazalo, da se bolniki z genotipom AA v
rs2146323 bolje odzivajo na zdravljenje kot bolniki z genotipom AC in CC.

Po Sestih mesecih zdravljenja so imeli bolniki z genotipom AA 6 % izboljsanje %
predvidene normalne vrednosti FEV1 v primerjavi z bolniki z genotipom AC in CC, ki
so imeli le 1 % izboljSanje % predvidene normalne vrednosti FEV1, kar je statisticno
znacilno razli¢no (p = 0,045). Po 12 mesecih zdravljenja se je ta razlika Se povecala, saj
so imeli bolniki z genotipom AA 9 % izboljSanje % predvidene normalne vrednosti
FEV1 v primerjavi s 5 % pri bolnikih z genotipom AC in CC (p = 0,018) (Preglednica
15, Slika 5). Polimorfizem rs2146323 je bil torej povezan z izboljSanjem pljucnega
delovanja pri zdravljenju z IK.

Nasprotno, povezave 1s2146323 z izboljSanjem pljucnega delovanja pri bolnikih, ki so
bili zdravljeni z LTRA nismo nasli. Odkrili smo povezavo med SNP-jem rs2146323 in
urejenostjo astme pri bolnikih, ki so prejemali LTRA. Ve¢ kot polovica (60 %) bolnikov
z genotipom AA v rs2146323, ki so bili redno zdravljeni z LTRA je imela neurejeno
astmo po 12 mesecih zdravljenja. Nasprotno je imelo le 10 % bolnikov, ki so imeli
genotipe AC in CC in so prejemali enako zdravljenje neurejeno astmo, kar je statisticno
znacilno razli¢no (p = 0,020, OR = 0,07, 95 % CI 0,009-0,57). Povezave z urejenostjo
astme pri bolnikih, ki so bili zdravljeni z IK ali z LTRA po potrebi in rs2146323 ni bilo
(Preglednici 15 in 16).

Drugi proucevan SNP v genu VEGFA, rs833058, je bil povezan z odzivom otrok na
zdravljenje z LTRA po potrebi. Pri skupini bolnikov, ki so imeli genotip TT je po 12
mesecih zdravljenja z LTRA po potrebi prislo do izbolj$anja pljucnega delovanja, saj se
jim je % predvidene normalne vrednosti FEV1 povecal za 9 % v primerjavi z bolniki z
genotipi CC in CT, kjer je bilo izboljSanje % predvidene normalne vrednosti FEV1 le 1
% (P = 0,029) (Preglednica 15). Povezave z urejenostjo astme po 12 mesecih
zdravljenja in rs833058 ni bilo (Preglednica 16).

Po 6 mesecih zdravljenja z LTRA po potrebi so imeli bolniki z genotipom AA v
1rs2146323 rahlo poslabSanje razmerja FEV1/FVC (-2) v primerjavi z bolniki z genotipi
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ACHCC, pri katerih ni bilo sprememb (p = 0,044). Po 12 mesecih zdravljenja razlik ni
bilo. Drugih povezav med spremembo FEV1/FVC in rs2146323 ter rs833058 nismo
nasli (podatki niso prikazani).
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2 2 o
1 g
E= 9 22 97
2% 28
i S 61 2 g 6
3 3 £ 34
s 5 = 5
e 0 £z ° I B
T -
£E -31 E S -3
gH g E
&g o &2 3
-9 p=0,045 p=0018 04 p=0,142 p=0,667
Pred zdravljenjem 6 mesecev 12 mesecev Pred zdravljenjem 6 mesecev 12 mesecev

] C (LTRA, po potrebi)
- Genotip AA

= Genotipa AC+CC

Sprememba % predvidene
normalne vrednosti FEV1

-9 p=0,222] p = 0,460
Pred zdravljenjem 6 mesecev 12 mesecev

Slika 5: Sprememba % predvidene normalne vrednosti FEV1 po Sestih in 12-ih mesecih zdravljenja z
inhalacijskim kortikosteroidom (A), antagonistom receptorjev za levkotriene - redno (B) in antagonistom
receptorjev za levkotriene - po potrebi (C) glede na genotipe v SNP-ju rs2146323 v genu VEGFA.

Figure 5: Change of % predicted FEV1 after 6 and 12 months of treatment with ICS fluticasone
propionate (A), regular use of LTRA montelukast (B) and episodic use of LTRA montelukast (C)
according to the rs2146323 genotype.
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Preglednica 15: Sprememba % predvidene normalne vrednosti FEV1 po Sestih in 12 mesecih zdravljenja
glede na genotipe SNP-jev v genu VEGFA.

Table 15: Change in FEV1 - % predicted after 6 and 12 months of treatment according to genotypes in
VEGFA polymorphisms.

SNP v genu Trajanje rs2146323 Vrednost rs833058 Vrednost
VEGFA zdravljenja Sprememba % p Sprememba % p
v mesecih predvidene predvidene
normalne vrednosti normalne vrednosti
FEV1 FEV1
IK AA AC + CC TT CT+CC
(flutikazon 6 6 1 0,045 -2 5 0,058
propionat) 12 9 5 0,018 4 6 0,459
LTRA
redno 6 5 0 0,142 0 0 0,931
(montelukast) 12 -1 0 0,667 6 -1 0,407
LTRA
po potrebi 6 —6 0 0,222 6 -2 0,131
(montelukast) 12 -6 1 0,460 9 1 0,029

IK = inhalacijski kortikosteroid, LTRA = antagonist receptorjev za levkotriene

IK = inhaled corticosteroid, LTRA = leukotriene receptor antagonist

Preglednica 16: Urejenost astme po 12 mesecih zdravljenja glede na genotipe SNP-jev v genu VEGFA.
Table 16: Asthma control after 12 months of treatment according to genotypes in VEGFA
polymorphisms.

SNP v genu Urejenost rs2146323 Vrednost p rs833058 Vrednost
VEGFA astme? n, % n, % p
IK AA AC+CC T CT+CC
(flutikazon Urejena 8(80) 20 (67) 0,693 2(33) 25(76) 0,060
propionat) Neurejena 2(20) 10 (33) 4 (67) 8 (24)

LTRA

redno Urejena 2(40) 37 (90) 0,020 (OR 0,07, 5(100) 34 (83) 1,000
(montelukast) Neurejena 3(60) 4(10)  95% Cl 0,009-0,57) 0 (0) 7(17)

LTRA

po potrebi Urejena 5(83) 32(82) 1,000 2(50) 35 (85) 0,140
(montelukast) Neurejena 1(17) 7(18) 2 (50) 6 (15)

IK = inhalacijski kortikosteroid, LTRA = antagonist receptorjev za levkotriene
®Astma je bila urejena, ée so bile to¢ke ACT > 20 in neurejena, &e so bile tocke ACT < 20.
IK = inhaled corticosteroid, LTRA = leukotriene receptor antagonist

?Asthma was controlled if ACT scoreswere >20 or uncontrolled if ACT scores were < 20.
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4.4  IN SILICO ANALIZA SNP-JEV POVEZANIH Z ASTMO TER NJIHOVE
MOLEKULARNE OKOLICE

Polimorfizem rs4795405, 17:9.39932164T>C, se nahaja navzgor od gena ORMDL3 v
intronu 2 gena RP11-387H17.4, ki kodira lincRNA, katere bioloska vloga Se ni
opredeljena. LincRNA naj bi imele vlogo pri cis-uravnavanju izraZanja bliznjih genov,
kar naj ne bi bilo sekvencno specifi¢no, temvec¢ naj bi lincRNA le pritegnile proteine
(TF-je in komplekse za modifikacijo kromatina), ki so potrebni za prepisovanje genov.
LincRNA naj bi torej delovale kot ojacevalci transkripcije (Ulitsky in Bartel, 2013).

V okolici rs4795405 so obogatena mesta za vezavo H3K27ac, ki se pogosto nahaja
blizu ojacevalcev prepisovanja genov in nakazuje aktivno prepisovanje v tem obmocju.
V pljucih se v obmocje SNP-ja veze H3K4mel, kar nakazuje, da se sem veZejo
ojacevalci prepisovanja. Izkazalo se je, da SNP rs4795405 spremeni regulatorni motiv
za vezavo TF-ja jedrnega dejavnika 1 (NF1), ki se veZe na motiv TTGGC(N5)GCCAA.
Le-ta se lahko veze tudi na polovi¢ni motiv 5' TGGCA 3', vendar z manjSo afiniteto.
Ker je SNP rs4795405 zamenjava alela T>C, zamenjava povzro¢i nastanek zaporedja 5'
TGGCA 3' na -1 verigi DNA, ki omogoc¢i vezavo TF-ja v primeru, ko je prisoten alel C.
Ker se SNP nahaja 5 navzgor od gena ORMDL3, bi nastanek novega motiva, ki
omogoca vezavo TF-ja lahko privedel do povisanega izrazanja gena ORMDL3.
Polimorfizem rs4795405 je tudi eQTL za gene GSDMB, ORMDL3 in MED24 v krvi ter
eQTL za gena GSDMA in ORMDL3 v pljucih.

Z analizo molekularnega okolja SNP-ja rs4795405 v okviru 500 bp smo ugotovili, da v
tem obmocju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA, scRNA ter tar¢nih mest za
regulatorne miRNA. V tem obmocju ni prisotnih vezavnih mest za TF-je (z izjemo NF1,
ki se lahko veZe ko je prisoten alel C), sem se ne veze nobena POL2, ki bi omogocila
prepisovanje razlicnih RNA. V tem obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov CpG, ki so
lahko metilirani in bi lahko doprinesli k spremenjenemu izraZzanju genov, vendar se
nobeden ne pojavlja v obliki otokov CpG.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 52 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. S pomocjo orodja Variant effect predictor smo predvideli mozen vpliv teh
SNP-jev. Med tiste, ki bi z najvecjo verjetnostjo lahko prispevali k spremenjenemu
izrazanju genov se uvr§¢a SNP rs11078928. Nahaja se v genu GSDMB in povzroci
spremembo akceptorskega mesta za alternativno izrezovanje intronov, kar lahko vodi v
nastanek novega transkripta. Poleg tega bi na izraZanje genov lahko vplivali $e Stevilni
drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo TF-jev. Prikazano je zaporedje s SNP-
jem rs4795405 (podcrtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini proucevanega
SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.
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CTCAGCCTCCCGAGTGGGCTGGGATTACAKGTGCAYGCCACCACATCCAGGTAATTTTTGTATTTTTART
TGAGACAGGGTTTCACCRTGTTGGCCAGGCTGGTTTTGAACTYCTGACTTCAAGTGATCTGCCYACCTTG
GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTRCAGGCATGAGCCACCACGSCTGGGCTATTTTCTCTACTTTTTTAATGT
TTAAAACTGTTCATAATAAAAAGTCTAAACCTGCWTATAYRTTAATGATTAAGATAAGCYAAAATASAGC
AGCACTGGTAACATCCTCTGGCACCAGACTGCCAGGGTTCAACTYGCAGCTCCTCTAGTTACCAGCTGTG
TRACCTTAAGCMAGTTACTGAACCTCTCTGTGCTTCAGTTACCTCGTTGCXAAAAGAATTGGCAAGTGAC
ACTGGTGTTCGGAAAAAATAAAGTAAATGAAGATGGCGATGATCATGATAATACCCTCCTCATGTTGTGG
ATATTAAATGGGTCAGTAAATGTGAAATGAAACACTCAAAACAATTCCTGGCACATAATTAAGTGCTCAG
TATGTGTTGCYTTTTATTAATTCATTCCACATTTGAATGATRTTTGAGCATCTACTYTACTAGGTTATGG
AAATTCAACAAAATAAAAACAGACCTTGGGCCGGGCACTGTGGCTCAAGCCTGTAATCCCAGCACTTTGG
GAAGCTGAGGCGGGAGGATTGCTTGASGCCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCAACSTAATGWGACCCCCC

Polimorfizem rs2305480, 17:9.39905943A>G, se nahaja v intronu 8 gena GSDMB in je
nesinonimna zamenjava, ki povzro¢i zamenjavo aminokisline prolina v serin. Po
podatkih baze PolyPhen naj bi bila ta varianta benigne narave in naj ne bi poSkodovala
strukture proteina GSDMB. Polimorfizem rs2305480 se nahaja v obmocju za vezavo
H3K36me3, ki je obicajno prisoten pri aktivno prepisovanih genih ter se pogosto nahaja
blizu ojacevalcev prepisovanja ali promotorjev. Polimorfizem rs2305480 spremeni
motive za vezavo TF-ja BAF155, ki vpliva na preoblikovanje kromatina, s ¢imer bi
lahko vplival na izrazanje genov. Alel A povzroc¢i nastanek motiva za vezavo BAF155,
medtem ko se v primeru alela G, ta dejavnik ne veze na DNA. Polimorfizem rs2305480
je eQTL za gena ORMDL3 in GSDMA v pljuc¢ih ter GSDMB, MED24 in ORMDL3 v
Krvi.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja v okviru 500 bp smo
ugotovili, da se v bliznji okolici SNP-ja rs2305480 nahajajo Stevilne genetske variante.
V analiziranem obmo¢ju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA ali SCRNA ter tar¢nih
mest za regulatorne miRNA in ni prisotnih vezavnih mest za TF-je, z izjemo CTCF. V
to obmocje se ne veze nobena POL2, ki bi omogocila prepisovanje razlicnih RNA. 100
bp navzdol od rs2305480 se nahaja obmocje preobculjivostnih mest za DN-aze |. V
obmocju SNP-ja so obogatena mesta za vezavo nukleosoma, za to obmocje je znacilna
tudi odprta kromatinska struktura. V tem obmocju ni dinukleotidov CpG.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r*> 0,8, 79 SNP-jev. Med tiste, ki bi z
najvecjo verjetnostjo lahko prispevali k spremenjenemu izraZanju genov se uvrs¢a SNP
rs11078928, katerega vloga je opisana zgoraj. Poleg tega bi na izrazanje genov lahko
vplivali Se Stevilni drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo TF-jev. Prikazano je
zaporedje s SNP-jem rs2305480 (podcrtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini
proucevanega SNP-ja.

CAGRGCCTYAGTGGCTGATCACACCCAGAACATGTATCATCAAAAGGTTCCAGAGAGCCCCTGSGAGTGC
TRGATGAGACTTACTCCAAACAGGCCTCTGCTKTGACTCCTGCTTCCCTCTTGGSCTGCAGGAGTCACAG
ACRAGGAACCAGCCCCTCAATGCCTGGCCTGASGAAGACATGAAGGARTGCCYCCCATAAACTGTGAASA
GCAACATGCAGCCCCTCCTCCCAAGATGTGACTCCCCACAGGCCTCTCTGCTCACACTTCYTCCACCCCR
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GCCTACRGCRASAYCCTTCCTYACCTARSAGRGCATCYAGGAARWCCAGAATGGCTTTTRCANRYRCTTC
TACCAARACBCCAGCAGCATTAAAAAGGCTGCTTASGAGAKGCTTKTYTGBGTCYTCCRTGKGTAGCTCC
CYRGAAAYCAGGACCTCAGATACCTAGGGCCAGKAAGTGTRGGAGAYGAGYARCAGTCTCACCATASCAG
ATTATCCTYACTGTGCCAACTGCCATCCYYTCTGGCYCCYMTCTSTCTCTGCCSCAVGGCTTTCTTAGGG
TCCCTTACTCTTTGCTYTAGATBCTGCYRAATATYCTCCTTGCYRARGCACTTAGYRAGGGAGTTYRGCA
CATCTTYTCTYTTMTYYTCTGTCAGGTYCTTGAGGAYACTCTCCAYGTCCTCCAACTTHTCCTTCATGTT
TCTGGAAYCCTCYRMACCCAAAGACTTKCCTGTARAGGCARCARYYGAGAACCTGGGCCRCCCAGMCCAR

Polimorfizem rs7216389, 17:9.39913696T>C, se nahaja v intronu 2 gena GSDMB.
Polimorfizem rs7216389 se nahaja v obmoc¢ju kamor se veze H3K36me, ki je obi¢ajno
prisoten ob aktivno prepisovanih genih. V plju¢ih se rs7216389 nahaja v obmoc¢ju za
vezavo H3K27ac, kar nakazuje, da se sem veZzejo ojacevalci prepisovanja. Nukleotidna
zamenjava alela C v alel T v SNP-ju rs7216389 povzro¢i izgubo dinukleotida CpG, kar
bi lahko privedlo do sprememb v metilaciji in posledi¢no spremenjenemu izraZanju
gena. Polimorfizem rs7216389 je eQTL za izrazanje genov GSDMA, GSDMB in
ORMDL3 v pljuéih ter IKZF3, GSDMB in ORMDL3 v krvi.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs7216389 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmo¢ju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA ali SCRNA ter
tarénih mest za regulatorne mMiIRNA. V tem obmo¢ju ni prisotnih vezavnih mest za TF-
je, z izjemo CTCF. Sem se ne veze nobena POL2, ki bi omogocila prepisovanje
razlicnih RNA. V tem obmocju se nahajajo preobculjivostna mesta za DN-aze |. V
obmocju SNP-ja so obogatena mesta za vezavo nukleosoma, za to obmocje je znacilna
odprta kromatinska struktura. V tem obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov CpG, ki bi
lahko vplivali na izrazanje genov.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 78 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. Med tiste, ki bi z najve¢jo verjetnostjo lahko prispevali k spremenjenemu
izrazanju genov se uvrs¢a SNP rs11078928, katerega vloga je ze opisana. Poleg tega bi
k asociaciji lahko doprinesli trije SNP-ji, ki so nesinonimne variante, rs11557467 v
genu ZPBP2 ter rs2305480 in rs2305479 v genu GSDMB. Po podatkih baze PolyPhen
od teh le rs2305479 verjetno vpliva na strukturo proteina GSDMB. Poleg tega bi na
izrazanje genov lahko vplivali $e $tevilni drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo
TF-jev. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs7216389 (pod¢rtan) ter druge variante, ki
se nahajajo v bliZini proucevanega SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.

GGAGCCCCAGCCAATTGGGAAATAAAAATTAAGCAGTTYTGGGTGGGCACGGTGGGGTGGCTCACRCCTG
TAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGASGTGGGTAGATCACYTGAGGTCAGGAGTTKGAGACCAWMCTGRCC
AACAYSGTGAAACYCCAYCTCTACYAAATTAGTCRGGGGTGGTGGCACAKGCCYRTAATTCCAGCTACTT
GGGAGGCYGAGGCAGGAGAATCGCTTGAAYCTGGGAGGCAGAAGCAAAGABTGCAGTGAGCCAAGATCAM
GCCACTGCACTCCAGCCTGGGCGACAGYGAGACTCCATCTCCAATAAAAGCAGTTYTGTCGCTGTTGTTT
GTATGAACCACACAAGTATGAAGTGAGGCAACCCTGGAAAGTCACAAACAXGCATGGACTCGGCCCTGAT
TGATCAGGMACTAATAAGGGCCTTGGTTCTGAGTCAGYTGCCACCCCAGGTTCRTGGAGGATGTGTGGGC
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ATGCYRAAGRGGCTGYGTGCCTTTGTCTCCAAYCTCCCAGATGGGAACCTACAGKGGAGGGAGMGCTCYC
ACTGCTAGGTTTTGGAGGCAGGGCTGGATTTCCAAAGAYAAATCCATTTTGGAACTGGTGGAAATGTGAC
AGAATTAGAAACAGTGACTGAAATCACTATTTGTGTGTACATRAGACACTAATGTCTYARGGACCATTTG
CTTCTTGAGYAGYGTAAAAGAAAAGAAAAATATCAGAGAGAAAAAGAAAAATAAAAACTATGTGCACAAA

Polimorfizem rs12936231, ¢.39872867G>C, se nahaja v intronu 4 gena ZPBP2. Je
varianta z regulatornim vplivom, saj alel G ustvari vezavno mesto za TF CTCF, ki
povzro¢i nastanek zank DNA in s tem vpliva na vezavo nukleosoma, ki omogoca
prepisovanje genov. Na obmocje, kjer se nahaja rs12936231 se vezejo Se naslednji TF-
ji: ARID3A, RFX5, RAD21, SMC3, MYC in MAX, ki bi lahko vplivali na
prepisovanje bliznjih genov. V to obmogje se veze H3K27ac. Polimorfizem rs12936231
se nahaja v preobcutljivostnem mestu za DN-aze 1. Ti podatki kazejo, da je tu obmocje
z visoko transkripcijsko aktivnostjo. Polimorfizem rs12936231 je eQTL za izraZanje
genov GSDMA, GSDMB in ORMDL3 v pljucih ter IKZF3, GSDMB in ORMDL3 v krvi.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs12936231 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmod¢ju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA ali SCRNA ter
tar¢nih mest za regulatorne mMiRNA. V tem obmoc¢ju so obogatena mesta za vezavo TF-
ja CTCF ter Stevilnih drugih kot so RFX5, RAD21, SMC3, MYC, MAX in REST. Sem
se ne veze nobena POL2, ki bi omogocila prepisovanje razlicnih RNA. V tem obmoc¢ju
so obogatena preobculjivostna mesta za DN-aze | in ni dinukleotidov CpG, ki bi lahko
vplivali na izrazanje genov.

Z analiziranim SNP-jev je v visokem LD-ju, z r’ > 0,8, 78 SNP-jev. Med tiste, ki bi z
najvecjo verjetnostjo lahko prispevali k spremenjenemu izraZzanju genov se uvrs¢a SNP
rs11078928, katerega vloga je Ze opisana in rs11557467, ki se nahaja v genu GSDMB in
je nesinonimna zamenjava, vendar je tudi ta SNP po podatkih PolyPhen benigna
varianta. Poleg tega bi na izrazanje genov lahko vplivali Se Stevilni drugi SNP-ji, ki
spremenijo motive za vezavo TF-jev. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs12936231
(podcrtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini proucevanega SNP-ja.

GARCTATTTATRGCATTTCAAGGTAAAATTTTTRAAATTTCTTTAATTTTSAMTTTARTCCYGAACCATA
ATAGATTACAAAATTACCATATTAATATAAGATATTTTAAAAGTAATAGGTCTTACATGTTTGTTAARCA
CTAAAGTATGTAGTTGACCTTAGCCTGTTYATGGTTTTAAAACTTAACACACTAAYTAATTACTTTCAAA
TATGACATATTGKTGCTTCTTAAAAATCARTATTTTATTAATACAGCCTTYATGCAGCTAATATTTCACT
TATAACTTCTTAYAGAATTTTAAATTGTAYTTTTGAAAACTTAGTAAAAGTGAATAATCARACCAAATTT
AKTTCTATTCATTTTAAAGCCTTGTAGTTACTTACATTAGCCMCCAGATR§RGTGAAACMATCAAGTATA
AATTATTCAAATTGTGCACCKTGTTTTATTACTAGGATTAGATAGCTGGACTAAACATGTGCCTGCRTGC
ACATGGAATTCAGCACTTGGACCTTTATTGAAATGTYTGGAACTTYTCASARTYCSTTTGTGARTSTATS
ATTTTTTYTCYSTTCRGTTAATMCTTTKGCKCYRKGGTGGAAADGTGYTTGCRATKGRTCTGTTGACTGT
GAAGATRCCWCTAATCATAATATCYTCCAGGTGAGAATTTMATGGTAAGGAARAWGTDTTTSTCTTTTTM
TTTTTTYASAGACAGGGTGTCACCSAGGCTGGAGTGCAGTGGTGYGACCAYAGCTCACTGCAGCCTSAAA
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Polimorfizem rs7219080, 17:9.39958263C>A, se nahaja 5' navzgor od gena GSDMA. Je
vezavno mesto za TF CTCF. Nahaja se v preobcutljivostnem mestu za DN-aze |. Poleg
drugih tkiv se v plju¢ih v obmodje, kjer se nahaja SNP rs7219080, vezejo histoni
H3K27ac, kar nakazuje na prisotnost ojacevalcev prepisovanja. Polimorfizem
rs7219080 spremeni motiv za vezavo TF-ja TEF-1, pri ¢emer je vezava mocnejSa v
primeru alela C, kar bi lahko doprineslo k pove¢anem izrazanju gena GSDMA. Dva
SNP-ja, ki sta v LD-ju z rs7219080, rs3902024 in rs56396280, se nahajata v ojacevalcih
prepisovanja, SNP rs7212944 pa se nahaja v eksonu gena GSDMA, vendar je le-ta po
predvidevanju zbirke PolyPhen benigna varianta. Poleg tega bi na izrazanje genov lahko
vplivali Se Stevilni drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo TF-jev. Polimorfizem
rs7219080 je eQTL za gena GSDMA in ORMDL3 v pljucih, ter gene GSDMB,
ORMDL3 in MED24 v krvi.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs7219080 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmo¢ju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA ali SCRNA ter
tarénih mest za regulatorne MIRNA. V tem obmocju ni vezavnih mest za TF-je, z
izjemo proteina CTCF. Sem se ne veze nobena POL2, ki bi omogo¢ila prepisovanje
razlicnih RNA. V tem obmocju se nahajajo preobcutljivostna mesta za DN-aze I,
obogatena so tudi mesta za vezavo nukleosoma. V tem obmod¢ju ni dinukleotidov CpG,
ki bi lahko vplivali na izrazanje genov. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs7219080
(podértan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini prouc¢evanega SNP-ja.

GCTGGGAGGATCACCTGACAGAAGAGAGTTCTCTGGGTTTGGGCTGGAGGCTGGCAGTSGCCTCCTTGCC
CAGACAGRGCTGATGGGTAGGGGGATTGGCAGTGGRGGGGTGGGGGCAGTGAGGGCTGACACCTTGAAGC
TGGATGCTGAGTTTGACACACTTAGAGCTGAACACTGAKGTCTGTTCAGCCAGAGTCTGGGGAGGTCTTG
GACTCCAAAGCTGATBTGGGAATTTGGGAAGAAACRTTAAAGCTTTTTAGAGAATAAGGAAAGAGTATGG
GAGCTTYACTCTGTTSAGAAAGGAGAATTTATGGAAGKATAGCTCACAATCTATGATCTGCACCSCCAAA
CATYCARCCTCYCAYATGAGAGATAAAACACAGCATCCCTAGGAAGCATTMTTCCTGCRCSTCYACCAGG
CAGTCATGCYCCAGCCCAGCCTGTCTTCATCCCTAACCATTACCATTCCACCTCCTTTTGYTCAGGGCAG
GTCTGGGAATATGTTCATGTGAGGGATCACTTCTTGCAAATGCTCCAGTTATCCTGCACCCTTCAAGTAG
GCTCCAAATCCTACAACATTCTCCTTGCCCTCCCAACTYGCAGRGTGCYAGCTTCTTCCCATTCTGGCCA
GAGTTKGTGACTTCCATGAAYRCCCATAATCTACTTTTCTCTGTTTTCTCTGACCCCATGCTGAGGGGGA
AATCAACAATAATAAAAAGGAGGCCAGGCACAGTGGATCACACCTGTAATCCCAGCAATTTGGGAGGCCA

Polimorfizem rs9916279, 17:9.39989901T>C, je sinonimna zamenjava v eksonu 5 gena
PSMD3. Nahaja se v preobcutljvostnem mestu za DN-aze | ter spremeni motiv za
vezavo TF-ja SOX10, saj se na zaporedje, ki vkljucuje alel T SOX10 veze z vecjo
afiniteto. Polimorfizem rs9916279 je eQTL za izrazanje genov IKZF3, GSDMB,
ORMDL3, PSMD3 in MED24 v krvi. Polimorfizem rs9916279 z zamenjavo alela T z
alelom C ustvari nov dinukleotid CpG, s ¢imer bi lahko vplival na spremenjeno
i1zrazanje genov.
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Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs9916279 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmocju ni genskega zapisa za MIRNA, snoRNA ali sScCRNA ter
ni tar¢nih mest za regulatorne MiIRNA. V tem obmocju ni prisotnih vezavnih mest za
TF-je, hkrati se sem ne veze nobena POL2, ki bi omogocila prepisovanje razli¢nih
RNA. V tem obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov CpG, ki so lahko metilirani in bi
lahko doprinesli k spremenjenemu izrazanju genov, vendar se nobeden ne pojavlja v
obliki otokov CpG. Polimorfizem rs9916279 se nahaja v visoko variabilnem obmo¢ju,
kjer so prisotni Stevilni SNP-ji, med katerimi so tudi nesinonimne zamenjave. V
neposredni blizini se nahaja visoko ohranjeno mesto za TF AREBG.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 17 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. S pomocjo orodja Variant effect predictor smo predvideli mozen vpliv teh
SNP-jev. Med tiste, ki bi z najvecjo verjetnostjo lahko prispevali k povezavi z astmo se
uvrséa SNP rs2012, ki je povzroc¢i zamenjavo glicina z alaninom, vendar je njegov vpliv
na protein v bazi PolyPhen neopredeljen. Poleg tega bi na izraZanje genov lahko
vplivali Se Stevilni drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo TF-jev. Prikazano je
zaporedje s SNP-jem rs9916279 (pod¢rtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini
proucevanega SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.

TTCTCATGACCATTGCCTCCCCCACTGCACTGCATTCCCTAAGGGCAGGKTTTTGTCCCTTTGTCRCACC
CAGARTAGTGCTGTACACCTTAGGCACTCRAKAGTTAACRGTATTCAGCAAATAACCAGAAAAGCAATTT
GTATAACTTTTTTAAGGAATTGAGAAAGAGCGWAGAGTTAAARGCAGTTCARAGAGTTGTGATTTGAAGG
BTTTGACATCKTTYTTTYCTTCTTGMAGCTTCTTGCATDCTYRRCTCYGRACAGCTAYRCTTCRGCATRA
YRCAGAYGGGCAGGSCACCCTGTTGAACCTCCTGCTGYRGAATTACYTACRSTACAGCTTGYACRACCAG
GCTGAGAAGCTSGTGTCCAAGTCYRTGTTCCMAGAGCAGRYCAAYAACAAXGAGTKKGCCAGGTACCTCT
RCTACACAGGTGAGCASAGGGGCYYAACCCRTAAATCAGAAGGTGHSTCAGRCCTGCSHVRTGCRAATTT
TCCAAGGGGTGGTGCATAAGAGGCCCATTTGGCACCCTGGCTTGTCGGTGGGGAGTTGGRTGACCCTABT
CTSTTGACCARCTCTCCTCTCCTCYRCTCCCAGGGCRARTCAAAGCCATYCAGCTGGAGTACTCAGWGKC
CCRGAGAAYRATGACCARYGCCCTTCGCAAGGCCCCTCAGCACAVAGCTGTYRGCTTCAAACAGAYRGTG
AGCCACAACTAYCRYCRTCCYTTTKCCTCTTTTTTTTTTTTTYTTTTAAATGGYGTCTKGCTRTGTTACC

Polimorfizem rs8066582, 17:9.39990676T>C, se nahaja v intronu 6 gena PSMD3. Je
eQTL za gen GSDMA v pljuc¢ih in gene GSDMB, ORMDL3 in PSMD3 v krvi. Z
orodjem Jaspar smo ugotovili, da alel C ustvari vezavno mesto za TF STATS3, ki se ne
veze kadar je prisoten alel T.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs8066582 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmocju ni genskega zapisa za MiIRNA, snoRNA ali SCRNA ter
ni tarénih mest za regulatorne MIRNA. V tem obmocju ni prisotnih vezavnih mest za
TF-je, hkrati se sem ne veze nobena POL2, ki bi omogocila prepisovanje razlicnih
RNA. V obmoc¢ju SNP-ja so obogatena mesta za vezavo nukleosoma in
preobculjivostna mesta za DN-aze |. V tem obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov
CpG, ki bi lahko vplivali na izraZanje genov.
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Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 14 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. Nobeden izmed teh ni nesinonimna zamenjava ali zamenjava z regulatornim
vplivom. Na izrazanje genov bi lahko vplivali SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo
TF-jev. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs8066582 (podcrtan) ter druge variante, Ki
se nahajajo v blizini prouc¢evanega SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.

TGGTCTKGAACTCSYGGGTTCAAGAAGTCCTCCCACCTCAGCTTCCCAAAGTGCTGGGATCACAGGTATG
AGCCACCATGCCTGRCCCCTTTGCCTRTTACTCATTCCCTACCACTTCAGTTCTCTTCTCTATGCTAGGG
GMTAGGAAAGGCATCCTTAACCTTCCTATCCAGAAGGACTTCAAMTTYTATTATTATTTTKTGTGTGTGT
GGAGACAGGCATATCACTGTTGCTCAGGTGAGAACTCCTGGGCTCAAGCAATCCTTYGGCCTYTGCCTCC
CTAAGTGCTGAGATTGCAGGLITGCGAGCTGCCATGTCTGCAAAARGTTGCTTCACATCTATYTGTGGGTG
TCAATGAAGSAGACRCTACSTGCACCTCTGGCAGTGGATATTCAGAGTGTTXCTGGCAGATAGGTTTAKA
ATATTCCYGATTCCCYAGMGCTCCTGACAGTCATTCCAGGCTYGGACCTAGATTGTGTTGATACARACSC
CAGGTTTTTATCTAGTCCTTCATGTTCACATTTGGAAACTGTATTGTCTGTGGCCAAGRAACCCAGAAAA
TCTCTGCAAGGCTGAGTGGCTCAAGTAAACATAAARCTTGGCCACTTAAGAGCTGTCAGTCAGCAAGTAT
TTAAGCATCAACCTTGGTATTAGGCACTGTAAGGGATAGGAAGGGARGATAATAAGTGATCTTTCTTWCT
TTTCTTTCRTTTTTTGTTTTCTGAGACAGAGTCTCCMTCTGTCACTCAGGCTGGAGTGCAATGGYRYGAT

Polimorfizem rs1042658, 17:9.40017649T>C, se nahaja v 3' neprevedenemu obmocju
gena CSF3. Polimorfizem rs1042658 se nahaja v obmoc¢ju za vezavo razli¢nih histonov.
Poleg drugih tkiv, se v plju¢ih na obmocje, kjer se nahaja SNP, vezeta H3K4mel in
H3K27ac, ki sta pogosto prisotna v blizini ojacevalcev prepisovanja in v obmocju za
vezavo H3K4me3, ki je pogosto prisoten v bliZini promotorjev. V neposredni blizini so
Stevilna preobcutljivostna mesta za DN-aze |. 1z teh podatkov je razvidno, da je to
obmocje povezano s transkripcijsko aktivnostjo. Je eQTL za izraZzanje genov GSDMA in
MED24 v plju¢ih ter genov GSDMB, ORMDL3, PSMD3 in MED24 v Kkrvi.
Polimorfizem rs1042658 ne spremeni motivov za vezavo TF-jev.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs1042658 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmocju ni genskega zapisa za MiIRNA, snoRNA ali SCRNA ter
tarénih mest za regulatorne mMiRNA. V tem obmo¢ju ni prisotnih vezavnih mest za TF-
je, hkrati se sem ne veze POL2, ki bi omogocila prepisovanje razlicnih RNA. V tem
obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov CpG, vendar se nobeden ne pojavlja v obliki
otokov CpG.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 27 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. S pomocjo orodja Variant effect predictor smo predvideli mozen vpliv teh
SNP-jev. Med tiste, ki bi z najve¢jo verjetnostjo lahko prispevali k spremenjenemu
izrazanju genov se uvrs¢a SNP rs709592, ki povzroc¢i spremembo mesta za izrezovanje
intronov v genu MED24. Poleg tega bi na izraZzanje genov lahko vplivali Se Stevilni
drugi SNP-ji, ki spremenijo motive za vezavo TF-jev. Prikazano je zaporedje s SNP-
jem rs1042658 (podcrtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini proucevanega
SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.
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GRGTCCCCACCTGGGAYCSTTGAGAGTATCARGTCTCCCAYRTGGGAGACAAGAAATCCCTGTTTAATAT
TTAAACAGCAGTRTTCCCCATCTGGGTCCTTGCACYCCTCACTCTGGCCTCAGCCRACTGCAYAGYGGCC
CCTGCATCCCCTTGGCTGTGAGGCCCCTRGACAAGCAGAGGTGGCCAGAGCTGGGAGGCATGGCCCTGGG
GTCCCACGAATTTGCTGGGGAATCTYRTTTTTCTTCTTAAGACTTTTGGGACATGGTTTGACTCCCRAAC
ATCACCRACGYGTCTCCTGTTTTTCTGGGTGGCCTCGGGACACCTGCCCTRCCCCCACGAGGGTCAGGAC
TGYGACTCTTTTTAGGGCCAGGCAGGTGCCTGGACATTTGCCTTGCTGGAXGGGGACTGGGGATGTGGGA
GGGAGCAGACAGRARGAATCATGTCAGGCCTGTGTGTGAAAGGAAGCTCCACTGTCACCCTCCACCTCTT
CACCCCCCACTCACCAGTGTCCCCTCCACTGTCACATTGTAACTGAACTTCARGATAATAAAGTGTTTGC
CTCCAGTCAYGTCCTTYCTCCTTCTTGAGTCCAGCTGGTGCCTGGCCAGGGGYTGGGGAGRTGGCTGAAG
GGTGGSAGAGGCCAGAGGGAGGTCRGGGAGGAGGTSTGGGGAGGAGGTCYRGGGAGGAGGAGGAAAGTTC
TCAAGTTYGTCTGACATTCATTCYRTTAGCACATRTTTATCYGAGCACCTACTCTGTGCAGACGCTGGRC

Polimorfizem rs2302777, 17:9.40023239A>G, je sinonimna varianta v eksonu 20 gena
MED24. Nahaja se v vezavnem mestu za TF TFAP2A, vendar ne vpliva na spremembo
motiva za njegovo vezavo. Nahaja se v obmod¢ju za vezavo nukleosoma. V njegovi
neposredni blizini se nahajajo Stevilni SNP-ji, med katerimi je veliko nesinonimnih
zamenjav. Je eQTL za gen GSDMA v pljucih in gena ORMDL3 ter GSDMB v krvi.
Poleg drugih tkiv, se v pljucih na obmocje, kjer se nahaja rs2302777, vezeta H3K27ac
in H3K4mel, ki se pogosto nahajata v blizini ojacevalcev prepisovanja. Na to obmogje
se vezejo tudi intragenski ojacevalci prepisovanja, ki naj bi delovali kot alternativni
promotorji in omogocali prepisovanje molekul eRNA. Te so sicer enake molekuli
mRNA, vendar so krajSe in naj ne bi bile prevedene v protein. Prepisovanje eRNA naj
bi bilo tkivno specifi¢no, vendar njihova bioloska vloga $e ni znana (Kowalczyk in sod.,
2012).

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs2302777 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmocju ni genskega zapisa za miRNA, snoRNA ali sScRNA ali
tarénih mest za regulatorne MIRNA. Sem se ne veze nobena POL2, ki bi omogocila
prepisovanje razlicnih RNA. V tem obmocju se nahaja nekaj dinukleotidov CpG,
vendar se nobeden ne pojavlja v obliki otokov CpG. V neposredni blizini rs2302777 so
motivi za vezavo TF-jev STAT3, ESR1 in TFAP2C ter preobcutljivostna mesta za DN-
aze I.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, 27 SNP-jev v okviru razdalje
500 kbp. S pomoc¢jo orodja Variant effect predictor v zbirki podatkov Ensembl smo
predvideli mozen vpliv teh SNP-jev. Med njimi ni nesinonimnih zamenjav. V popolnem
LD-ju z rs2302777 so SNP-ji, ki spremenijo Stevilne motive za vezavo TF-jev (na
primer rs12451897 spremeni Sest motivov, rs12451547 spremeni dva in rs12453343
spremeni Stiri motive), kar bi lahko vplivalo na spremenjeno prepisovanje genov.
Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs2302777 (pod¢rtan) ter druge variante, ki se
nahajajo v bliZini proucevanega SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.
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WAAGRGRGCAGYTCAGGAGCYRGSGDCCYRGGATCTGGGRCTCCTACACCCTGCCACSCCAGCATGGCTG
TCCAGTAAGGCCCGCAGAGGGGGCCCCAGATGTTGCTCCRCCCCTCAGGCTGAATCCCAGTCTCTGGCCA
GAGCTYCCCAAGGAGGCAACTCTGAGRCGAGGCATTCCRGGGAKGCCRCCTGGCTSACRGCAGCCTCTCA
GRSAAGCCTGGCAGACCAGGCCAGGTGTGGGGAGCCMGRGKACAGGRCYCATRTYRGCCCMCAGCCACTC
CARCYCAASYACCTTAATYAGGTTRTTGCAGAASCAGYAGAYRCYRMMCATGTGCAGCAGGSTGYCAAAG
ATGTGGAHSGAGCGGCTGTCCACCCAGMCYTTCTCYAGMACCTTGGCAAAEATGTCYRTCASCACCTCTY
TGATGGGCYRYTTGBGGGRYAGCARGTTSCAGTAGGGMATTGTGTCCACYCCRGTGGMGGGAAACTTGAT
CTGYDTGGCTGTCTGCTRCAGCAYKYBRGCACACRTGCRYTCCAGGATSGAGTTCATGATCACCASCCYG
RGGGAGGGSYSAGARRASSTGAGGCTCAGGTGCYMCTRTAGGRKGGGGAGGGAGAGGAGGGAACACCCAT
GCCAGACTTTCCCTTGGACTTAGGTTACGGAWATCTCCCTGAGGCATTAACCCAGTTTTGCVCTGGGGGA
CRGTAYAMCCCRGGGTGACCTGGCCCCTGCTCTGCYCCTGGCAGGTCTCTCACCTGCAGGACACAAAGCC

Polimorfizem rs2146323, 6:9.43777358C>A, se nahaja v intronu 2 gena VEGFA.
Nahaja se v preobcutljivostnem mestu za DN-aze | ter v vezavnem mestu za nukleosom.
Poleg drugih tkiv, se v plju¢ih na obmocje, kjer se nahaja rs2146323, vezeta H3K27ac
in H3K4mel, ki se pogosto nahajata v blizini ojacevalcev prepisovanja. Alel C v SNP-
ju rs2146323 spremeni motiv za vezavo TF-ja p53, ki se obifajno veZze na zaporedje
RRRCWWGYYY (R=A,G; W=A,T; Y=C,T), pri ¢emer je klju¢no zaporedje CWWG
(Beno in sod., 2011). Na verigi -1 je zaporedje GGCAA(G>T)TC, kar pomeni, da je
vezava mogo¢a le, ¢e je prisoten alel C. Ceprav se vezavno mesto za TF nahaja v
intronu, lahko to funkcionalno pomeni dvoje. Lahko se TF veZze, vendar ni
spremenjenega prepisovanja genov, torej vezava ni funkcionalna. Druga moznost je, da
morda lahko vpliva na prepisovanje nekega drugega zaporedja, saj so Stevilni
regulatorni elementi, ki se nahajajo v genomu Se neraziskani oziroma ni jasno kako
vplivajo na prepisovanje oz. na prepisovanje ¢esa vplivajo.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs2146323 v okviru 500 bp,
se je izkazalo, da v tem obmocju ni genskega zapisa za MiIRNA, snoRNA ali sSCRNA ter
ni tarénih mest za regulatorne MIRNA. V tem obmodju ni prisotnih vezavnih mest za
TF-je, sem se ne veze nobena POL2. V okolici rs2146323 se nahaja obmocje
preobcutljivostnih mest za DN-aze I. V obmoc¢ju SNP-ja so obogatena mesta za vezavo
nukleosoma. V neposredni blizini naj bi se nahajal aktiven promotor, kar je bilo
dokazano na razli¢nih celi¢nih linijah. V tem obmoc¢ju se nahaja nekaj dinukleotidov
CpG, ki bi lahko vplivali na izrazanje genov.

Z analiziranim SNP-jem je v visokem LD-ju, z r* > 0,8, le 1 SNP v okviru razdalje 500
kbp. To je intronski SNP rs3025010. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs2146323
(podcrtan) ter druge variante, ki se nahajajo v blizini proucevanega SNP-ja, krepko so
oznaceni dinukleotidi CpG.

GATAGCTGTGSACTACTGTACASAGTWCTCAGGATGTAGTAAGTGCTCAATAAACAGCTGTTGGTATGGT

TGACRTTATGGTAGTGGTTGTGGGGAGGACGTAGGAAACTGGAGACTAGCTTGGCAAAGSTGGCTCTTCC
TCCTTTTAGGGAAAGCTTRGAGCATCCCCATSGGGTATACCCATACTCAGACTGTCCTCTGGCATCRAGG
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TTGRCCCAGGATTCAGTTCAGCTGTCACAGTGAGGTGGCRGGATCAGATGTGGCAGGCCATGTCCCTTGG
AACTTGAGTACATCGTGTGATCTCTGGAATGAAAACAGGCCTTCACCAGYGTTGATGGTGGAAAGCTTAG
GGAAGTGCTTCAAACAYAGTAGGAGGGACTTASGTTAGATTTYGGAAGGAMTTGCCTGATTCRGAAGCTC
CAAAGAGTGGCATTACAGAGYTGGGTGGAGAGAGGGGCTAGCYATCTTTYGTGTYGSCCACYGGGCTCWT
RTRTYRTYRYCTCTCATKCAGYGGTGAARTTCATGGATGTCTATCAGCGCAGCTACTGCCATCCARTYGA
RACCCTGRTGGACATCTTCCAGGAGTAYSYTGATGAGWTYGAGTACATSTTYAAGCCATCCTGTRTGYCC
CTGAYGCRATGYRGRGGCTRCTGCRATGAYGAGGGCCTGGAGTGYGTGCCCASTGARGAGTCCAAYAYCA
CCATGCAGGTGGRYATCTTTGGGAAKTGGGGCRAGSSGGGGATAGGRAGGVGRGTAASACTTTGGGAAYA

Polimorfizem rs833058, 6:9.43764117T>C, se nahaja navzgor od gena VEGFA. SNP
rs833058 spremeni motiv za vezavo TF-ja HOXAS, saj alel C omogoci tvorbo
sekundarnega vezavnega mesta na verigi +1, medtem ko je v primeru alela T vezava
mozna le na verigi -1. Po podatkih Haploreg v4 rs833058 spremeni $e motive za vezavo
TF-jev AP-1, CEBPB ter CEBPD, vendar z bazo Jaspar ne zaznamo vezave slednjih, ne
glede na alelno varianto.

Ko smo podrobneje analizirali molekularno okolje SNP-ja rs833058 v okviru 500 bp, se
je izkazalo, da v tem obmoc¢ju ni genskega zapisa za MIRNA, snoRNA ali sScCRNA ter ni
tarénih mest za regulatorne mMiRNA. V tem obmo¢ju ni prisotnih vezavnih mest za TF-
je, sem se ne veze nobena POL2. V obmoc¢ju rs833058 se nahaja obmocje
preobcutljivostnih mest za DN-aze 1. V obmoc¢ju SNP-ja so obogatena mesta za vezavo
nukleosoma.

Z analiziranim SNP-jem v okviru razdalje 500 kbp ni visokem LD-ju, z r* > 0,8, noben
SNP. Prikazano je zaporedje s SNP-jem rs833058 (podértan) ter druge variante, ki se
nahajajo v blizini proucevanega SNP-ja, krepko so oznaceni dinukleotidi CpG.

CAAGGAGCTTAGCTGATGTTTGCTRTTTCCATATATTTCCCTACARCCCTGGGAGGTAAGAACCAYGAAC
CTCATTTTACAGATGARGAAACTGAGGCTCAGAYAAGATAAGTGAATTGTCCAAGTCTCAAAGCTTGGAA
KTGTTGAACCAAGATCAAACCCAGCCTGTCTGGCTTTTTCYATTACTYGCTATGGGGKTGGTGGKGTGGA
GAAAGGGGAGTGGRTGGGTGGCTGAGGCTTTTCACAGTGAGGGTTCATCAAGCTGGTGTCTTTYCTGAAA
GGACAGAGGTCTGGCATCTCAGGTAACAGAGGAAGCGGTTCCCTACCTGCTGGGATTTGAGGGGTTCATA
AGAACKGCTTCTCCCTTCCATCACTKGGTGCTGAGCCCCAGATTTCACCAZTAGYGCTAGATTTCTTTGA
GTTAAGCACTGCCCTCTCCAAGAGGCTTTTAAAACACACAGGCCCTGGAAGATGTGACATTTGKTATCAG
TCATCTCATCTGGAGTGTTTRAGGGAGATGTTACAGSCTYACAGAGMMTCAGARCTTRGGGAGTGGAACC
TCATGCTTTACCCAGGAGAAGCCTGAGGTCCAGCAAGGGGAGCTGACTYGGCCAAGGTCACACAGCATGC
AACAGACTCTGGWAATTTTTTTTTTTTTTTAKACGGAGYCTYGCTTTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTG
GTGCCATCTTGGCTTACTTGCCTCYYGGGTTTAAGTGATTCTYCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGTTGGYA

61



Zavbi M. Genetska in farmakogenetska analiza izbranih genov pri bolnikih z astmo v Sloveniji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

5 RAZPRAVA

Astma je kompleksna genetska bolezen k razvoju katere doprinesejo Stevilni geni. Eden
izmed najbolj znanih genetskih lokusov, ki doprinese k razvoju astme je kromosomski
lokus 17q12-17q21.1 (Bouzigon in sod., 2008; Halapi in sod., 2010). V nasi raziskavi
smo ugotavljali povezavo SNP-jev podro¢ja 17q12-17g21.1 z astmo pri odraslih
slovenskih bolnikih. Kot prvi smo zeleli preveriti ali je tudi KOPB, ki je tako kot astma,
kroni¢na obstruktivna bolezen pljuc¢, povezan s SNP-jem rs4795405, ki se nahaja na
lokusu 17q12-17q21.1.

Poleg iskanja genetske podlage astme je pomembno tudi proucevanje farmakogenetike
astme, saj se Stevilni bolniki na zdravljenje slabo odzivajo. Ker za genetske asociacijske
raziskave kompleksnih bolezni velja, da potrebujejo ponovitvene raziskave za doseganje
boljSe zanesljivosti najdenih povezav, smo zeleli potrditi, da je gen VEGFA res povezan
z odzivom na zdravljenje astme z IK.

5.1 POVEZAVA SNP-JA 154795405, KI SE NAHAJA NAVZGOR OD ORMDL3
V RP11-387H17.4, Z ASTMO PRI ODRASLIH IN KOPB

5.1.1 SNP rs4795405 in astma pri odraslih, s ali brez pridruZenega rinitisa

Astma je heterogena bolezen in na njen fenotip lahko vpliva obdobje v katerem se
razvije. Astma, ki se pojavi pri odraslem cloveku se od astme, ki se pojavi v otroStvu
razlikuje v mnogih znacilnostih. Najveckrat astmo pri otrocih sproZzijo ekstrinzi¢ni
dejavniki in je mnogokrat alergijska, nasprotno je pri odraslih astma veckrat intrinzi¢na.
Astma pri odraslih je pogosteje ne-atopijska, tezja, upad pljunega delovanja pa je
hitrej$i. Spoznanje, da se fenotip astme razlikuje glede na ¢as njenega nastanka ni novo,
a vendar se v zadnjih letih ponovno odkriva in poudarja (de Nijs in sod., 2013). K temu
so zagotovo pripomogle tudi genetske raziskave astme, saj se je v Stevilnih raziskavah
izkazalo, da je eden izmed najbolj znanih kromosomskih lokusov 17q12-17q21.1
povezan ravno z astmo, ki se razvije v otroStvu (Bouzigon in sod., 2008; Halapi in sod.,
2010; Moffatt in sod., 2007). Kljub mo¢ni povezavi SNP-jev tega lokusa z astmo v
otroStvu se je v nekaterih raziskavah izkazalo, da je lokus 17q12-17q21.1 vendarle
povezan tudi z astmo pri odraslih (Fang in sod., 2011; Hrdlickova in sod., 2011). Druge
raziskave pa temu spoznanju s svojimi odkritji nasprotujejo (Kreiner-Mpgller in sod.,
2015). Povezava lokusa 17q12—-17q21.1 z astmo pri odraslih torej ni enotna, zato so
potrebne dodatne raziskave, ki bi razjasnile ali imata astma pri otrocih in odraslih vsaj
deloma skupno genetsko ozadje, kar zadeva lokus 17q12—-17g21.1. Ena izmed moznih
razlag zakaj se rezultati genetskih raziskav astme pri otrocih in odraslih razlikujejo je,
da je zastopanost fenotipov pri proucevanih skupinah otrok in odraslih z astmo razli¢na,
kar vodi v neponovljivost. Astma je namre¢ kompleksna bolezen, pri kateri razli¢ni
mehanizmi vodijo v nastanek razli¢nih fenotipov bolezni (Agache in sod., 2012).
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Poleg najpogostejSe delitve astme glede na atopijo, je ena od delitev bolnikov z astmo
delitev bolnikov glede na pridruzeni rinitis. Raziskave so pokazale, da je obstrukcija
dihalnih poti pri bolnikih z astmo brez pridruZzenega rinitisa tezja oziroma manj
reverzibilna kot pri bolnikih s pridruzenim rinitisom (Jang in sod., 2010), kar nakazuje
na morebitno razli¢no obliko bolezni, z razlicnim bioloSkim in genetskim ozadjem.
Podobno kot je za astmo brez pridruZzenega rinitisa znacilna slabSe reverzibilna
obstrukcija dihalnih poti, je to glavna znacCilnost KOPB-ja. Zgodovinsko sicer velja, da
je v nasprotju z astmo, za KOPB znacilna ne-reverzibilna oziroma fiksna obstrukcija
dihalnih poti in da sta astma in KOPB popolnoma razli¢ni bolezni (Zeki in sod., 2011).
A vendar se je v zadnjih letih izkazalo, da sta obe bolezni izjemno heterogeni in se pri
nekaterih bolnikih lahko tudi prekrivata. Izkazalo se je, da imajo tudi nekateri bolniki z
astmo ne-reverzibilno obstrukcijo. Hkrati, je pri nekaterih bolnikih s KOPB obstrukcija
lahko deloma reverzibilna (Lenz in Panos, 2014). Razli¢ni fenotipi astme naj bi imeli
razlicno genetsko osnovo in domnevamo, da imajo doloceni fenotipi astme skupno
genetsko ozadje s KOPB.

ORMDL3 je eden izmed najbolj znanih kandidatnih genov za astmo. V Stevilnih
raziskavah je bil povezan z astmo, predvsem z zgodnjo astmo, ki se pri¢ne v otrostvu
(Binia in sod., 2011; Bouzigon in sod., 2008; Kavalar in sod., 2012). Eden izmed
kandidatnih SNP-jev gena ORMDL3, ki je bil v preteklih raziskavah povezan z astmo,
je SNP rs4795405 T>C (Moftatt in sod., 2007). Nahaja se navzgor od ORMDL3 v genu
za lincRNA RP11-387H17.4. Pogosto je imenovan kar SNP gena ORMDL3, saj je bil
povezan z njegovim izrazanjem. V eni izmed naSih preteklih raziskav genetike astme pri
otrocih smo ugotovili, da je SNP rs4795405 mocneje povezan z astmo brez
pridruZenega rinitisa v primerjavi z astmo s pridruZzenim rinitisom (Kavalar in sod.,
2012). Ta rezultat smo Zeleli potrditi Se na skupini odraslih bolnikov z astmo. Hkrati
smo zeleli ugotoviti ali je rs4795405 povezan tudi s KOPB.

Pri proucevanju odraslih bolnikov smo dokazali statisticno znacilno povezavo alelov
rs4795405 z astmo. Pogostnost rizi¢nega alela C je bila pri bolnikih z astmo 59 % v
primerjavi z zdravimi kontrolami, kjer je bila 49 % (p = 0,017). Z uporabo recesivnega
genetskega modela smo ugotovili, da je pogostnost genotipa CC pri odraslih bolnikih z
astmo 35 % v primerjavi z zdravimi kontrolami, kjer je bila 26 %, vendar ta razlika ni
bila statisticno znacilno razli¢na. Po delitvi bolnikov na bolnike z astmo s pridruZenim
rinitisom in na bolnike z astmo brez pridruZenega rinitisa, se je izkazalo, da je
rs4795405 statisticno znacilno povezan le z astmo brez rinitisa, saj je bila pogostnost
rizicnega genotipa CC podobna pri bolnikih z astmo in rinitisom kot pri zdravih
kontrolah (24 % in 26 %). Pri bolnikih z astmo brez rinitisa je bila pogostnost genotipa
CC 44 %, kar je statisti¢no znacilno vecje kot pri zdravih kontrolah (p = 0,006) in tudi
statisticno znacilno razlicno od astme z rinitisom (p = 0,017). Tudi pogostnosti
genotipov 154795405 se niso razlikovale med bolniki, ki imajo izklju¢no rinitis in
zdravimi (Balanti¢ in sod., 2013). S tem smo potrdili tudi rezultate naSe predhodne
raziskave pri otrocih z astmo (Kavalar in sod., 2012).
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Rezultati nase raziskave kaZzejo na izjemen pomen proucevanja razlicnih fenotipov
astme, pri ugotavljanju genetskega ozadja te fenotipsko heterogene bolezni, saj
domnevajo, da je manifestacija astme odsev specificne genetske nagnjenosti (Meng in
Rosenwasser, 2010). Pokazali smo, da SNP, ki se nahaja v kandidatnem lokusu 17q12-
17g21.1, ni povezan izklju¢no z astmo pri otrocih, vendar je povezan tudi z astmo pri
odraslih. Poleg tega, smo s ponovitvijo povezave med rs4795405 in astmo pokazali, da
druge genetske raziskave astme odsevajo tudi genetsko ozadje pri slovenskih bolnikih z
astmo. Kot je ze znano, doloCena genetska varianta, ki jo lahko zaznamo preko
dolocitve SNP-jev lahko vodi v razli¢ne teze bolezni (Halapi in sod., 2010) ali kot smo
pokazali, do astme, ki jo spremlja rinitis ali ne in je po svoji biologiji lahko bistveno
drugacna. To je pomembno spoznanje, saj je lahko tudi neodzivnost na zdravljenje z
dolo¢eno vrsto terapije posledica razlicne biologije astme. Nase odkritje, da je
rs4795405 mocno povezan z astmo brez rinitisa in ni povezan z astmo s pridruzenim
rinitisom, niti ne z izkljucno rinitisom (Balanti¢ in sod., 2013) je skladno z raziskavo,
kjer so proucevali povezanost med najbolj prou¢evanim SNP-jem lokusa 17q12-
17921.1 - rs7216389 in rinitisom (Bisgaard in sod., 2008), saj tudi oni povezave niso
nasli. Polimorfizem rs7216389 se 18 kbp navzdol od ORMDL3, v genu GSDMB, in je
bil tako kot rs4795405 povezan z izrazanjem gena ORMDL3 (Moffatt in sod., 2007).
Hkrati sta omenjena SNP-ja v LD-ju (¥ = 0,79), kar potrjuje nae ugotovitve.
Nasprotno, so v eni izmed raziskav nasli povezavo med SNP-ji lokusa 17q12-17q21.1
in astmo s pridruzenim alergijskim rinitisom in hkrati z rinitisom brez astme (Fuertes in
sod., 2015).

Astma in rinitis se pogosto pojavljata skupaj, vendar je rinitis bolezen zgornjih dihalnih
poti, medtem, ko je astma bolezen spodnjih dihalnih poti. Tudi bolniki z rinitisom, ki
sicer nimajo astme v 38 % izkusijo simptome astme in mnogokrat je pojav rinitisa
izhodiSce za kasnejsi razvoj astme (Corren, 1997). Po nekaterih raziskavah je za bolnike
z astmo brez rinitisa v primerjavi z astmo z rinitisom znacilna slabSa reverzibilnost
obstrukcije dihalnih poti ter slabsa odzivnost na kortikosteroidno zdravljenje. Zanje je
znacilen tudi niZji odstotek atopije. Ti dve skupini bolnikov z astmo se v preteklih
raziskavah nista razlikovali glede na celokupne IgE, Stevilo eozinofilcev v izmecku,
indeks telesne mase in provokacijsko koncentracijo metaholina, ki zniza FEV1 za 20 %
(Jang in sod., 2010). Pokazali so tudi, da so imeli bolniki z astmo brez rinitisa slabse
plju¢no delovanje v primerjavi s tistimi z rinitisom (Dixon in sod., 2006). Druge
raziskave so pokazale, da je lahko sopojavnost rinitisa tudi rizicni dejavnik za tezji
potek astme (Ponte in sod., 2008).

Ponovitev povezave rs4795405 z astmo brez rinitisa, ki smo jo prvotno odkrili na
otroski populaciji bolnikov (Kavalar in sod., 2012), potrjuje moZne razli¢ne mehanizme
oziroma izvor astme z ali brez pridruZzenega rinitisa, ki temeljijo na genetskem ozadju
posameznikov. Morda je potrebna locena obravnava teh dveh skupin bolnikov in s tem
tudi izbira ustreznega zdravljenja. Z naso raziskavo smo potrdili tudi povezavo z astmo
pri odrasli slovenski populaciji, kar je v skladu z drugimi raziskavami, ki so pokazale,
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da lokus 17q12-17g21.1 ni povezan izklju¢no z astmo v otroStvu (Karunas in sod.,
2011), vendar je potrebno proucevati Se druge fenotipe astme znotraj ze proucevanih,
kot sta astma pri otrocih in odraslih.

5.1.2 SNP rs4795405 in KOPB

Astma in KOPB sta kroni¢ni bolezni dihalnih poti z deloma se prekrivajocimi
klini¢nimi simptomi. Za obe bolezni je znacilna obstrukcija dihal, ki pomeni zozitev
dihalnih poti, z glavno razliko v reverzibilnosti (Meyers in sod., 2004). V nekaterih
primerih astma lahko vodi v razvoj KOPB (Soriano in sod., 2005). Kljub deloma
podobni etiologiji bolezni, sta bili le v nekaj primerih skupaj proucevani v eni genetski
raziskavi. Zaradi odkrite povezave med rs4795405 in astmo brez rinitisa (Kavalar in
sod., 2012), za katero je znacilna slabsSe reverzibilna obstrukcija dihalnih poti (Jang in
sod., 2010), smo v analizo vkljucili Se bolnike s KOPB, za katere velja fiksiranost
oziroma ne-reverzibilnost obstrukcije. To je bila tudi ena prvih raziskav, v kateri smo v
analizo kandidatnega lokusa za astmo 17q12—17q21.1 vkljucili bolnike s KOPB.

Pogostnost alela C v rs4795405 je bila statisticno znacilno vecja pri bolnikih s KOPB,
kot pri zdravih kontrolah. Alel C je imelo 63 % bolnikov s KOPB v primerjavi z 49 %
zdravih kontrol (p = 0,001). Z uporabo recesivnega genetskega modela smo ugotovili,
da so pogostnosti rizicnega genotipa CC pri bolnikih s KOPB 37 % in 26 % pri zdravih
kontrolah, kar je statistiéno znacilno razli€no (p = 0,045). Hkrati so bile pogostnosti
rizicnega genotipa CC in alela C podobne pri KOPB in astmi brez rinitisa (37 % vs. 44
% in 63 % vs. 65 %). Pogostnost alela C je bila statisti¢no znacilno razli¢na med bolniki
s KOPB in astmo s pridruZenim rinitisom (p = 0,044). Ti rezultati nakazujejo na moZno
kliniéno prekrivanje med KOPB in dolodenimi fenotipi astme. Ze v predhodnih
raziskavah so namre¢ pokazali, da so nekateri geni povezani tako z astmo kot s KOPB.
Dva izmed teh sta gen ADRB2 ter gen ADAM33 (Gosman in sod., 2007; Jie in sod.,
2011; Matheson in sod., 2006). Ker za naSo analizo nismo imeli podatkov o FEV1/FVC,
na podlagi katerih bi lahko ocenili stopnjo obstrukcije, to ostaja zanimiv raziskovalni
problem za prihodnje raziskave.

Nasprotno na$im pri¢akovanjem, smo odkrili tudi statisticno znacilno povezavo med
rizicnim genotipom CC in boljSim plju¢nim delovanjem pri bolnikih s KOPB, kar kaze
na to, da je genotip CC sicer rizi¢ni dejavnik za razvoj KOPB, a je hkrati znacilen za
blazje oblike KOPB, z manj prizadetim plju¢nim delovanjem (Balanti¢ in sod., 2013).
Ta rezultat nakazuje na povezavo rs4795405 z dolo¢enim fenotipom KOPB, podobno
kot se je izkazalo za astmo. V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno oceniti stopnjo
reverzibilnosti obstrukcije pri bolnikih s KOPB in povezavo s SNP-jem rs4795405.
Genetske raziskave so ravno s pristopom proucevanja povezave SNP-jev s posameznimi
fenotipi astme vodile do razumevanja, da je astma kompleksna bolezen, pri kateri
obstaja vec fenotipov in endotipov, ki imajo lahko razlicna genetska ozadja in se
razli¢no odzivajo na zdravljenje, kar morda velja tudi za KOPB.
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Prekrivanje genetskega ozadja astme in KOPB, ki smo ga nakazali v naSi raziskavi
sovpada tudi z obstojem ACOS-a, za katerega je znacilno prekrivanje simptomov obeh
bolezni. Ker smo nasli povezavo rs4795405 z astmo brez rinitisa, za katero je znacilna
manj reverzibilna obstrukcija dihalnih poti in hkrati povezavo z milejSo obliko KOPB bi
bilo ta SNP oz. lokus 17q12—-17g21.1 smiselno preuciti Se na skupini bolnikov z ACOS-
om. Do sedaj je bila izvedena le ena raziskava, kjer so proucevali genetiko ACOS-a.
Ugotovili so, da so z njim povezani geni CSMDI, SOX5 in GPR65 (Hardin in sod.,
2014).

5.1.3 Vloga SNP-ja rs4795405

Polimorfizem rs4795405 lezi navzgor od protein-kodirajocega gena ORMDL3 in je bil
povezan z njegovim izrazanjem (Moffatt in sod., 2007). Pred kratkim so na obmocju,
kjer lezi ta polimorfizem anotirali Se gen RP/1-387H17.4, ki kodira lincRNA. Vloga
molekul lincRNA je trenutno slabo znana. Domnevajo, da naj bi nekatere lincRNA
neodvisno od zaporedja cis-uravnavale transkripcijo bliznjih genov, saj naj bi
oznacevale obmocja z odprto, transkripcijsko kompetentno kromatinsko strukturo s
¢imer naj bi privlacile RNA-vezavne proteine. Po drugi hipotezi naj bi lincRNA trans
uravnavale izrazanje genov, saj naj bi se vefinoma nahajale v citosolu. Molekule
lincRNA naj bi vezale razlicne proteine, molekule DNA in RNA. Usmerjale naj bi
komplekse, ki modificirajo kromatin k specificnim tarénim genom, s ¢imer naj bi
uravnavale izraZzanje genov. Dokazano je bilo, da lahko veZejo dejavnik CTCF in
nekatere druge proteine. CTCF se na RNA veze z drugo domeno kot na DNA.
Mehanizem vezave med lincRNA in proteini Se ni jasen, hkrati ni znano kakSna je
vezava z DNA. Po eni izmed hipotez naj bi lincRNA pritegnile proteine potrebne za
transkripcijo, medtem ko se aktivno prepisujejo in so Se pripete na DNA z RNA-
polimerazo. Po drugi teoriji se lincRNA vezejo na mRNA podobno kot miRNA ali
snoRNA (Ulitsky in Bartel, 2013).

Polimorfizem rs4795405 bi torej lahko vplival na izraZzanje gena ORMDL3 na podlagi
dejstva, da se nahaja navzgor od gena ORMDL3 in vpliva na spremenjeno vezavo TF-ja
NF-1, preko delovanja lincRNA ali pa je eQTL za gen ORMDL3 na podlagi LD-ja z
nekim drugim SNP-jem, ki dejansko uravnava njegovo izrazanje.

Polimorfizem rs4795405 naj bi bil odgovoren za priblizno 20 % variabilnosti v
izrazanju gena ORMDL3 v perifernih krvnih limfocitih CD4+ (Murphy in sod., 2010).
Glavna vloga ORMDL3 pri astmi naj bi bila celino uravnavanje Ca’", saj preko
endoplazemske ¢érpalke SERC-e omogola privzemanje citosolnega Ca>™ v
endoplazemski retikulum. Kadar je ORMDL3 prekomerno izraZen se delovanje SERC-e
zmanjga, kar povzro&a pove&ane stopnje znotrajceliénega Ca®" in vodi v kréenje gladkih
miSicnih celic, preodzivnost dihal in nepravilno zvijanje proteinov, kar povzro¢i odziv
na ne-zvite proteine, ki vodi v vnetja. Ca’" je pomemben tudi za eozinofilce, saj
omogoca citoskeletno reorganizacijo, spremembe v morfologiji ter modulacijo
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integrinskih receptorjev, celicno adhezijo, migracijo in njihovo degranulacijo (Wong in
sod., 2004). Povetane stopnje Ca®" so odkrili pri bolnikih z astmo in pri bolnikih s
KOPB, pri katerih so bile stopnje Ca®" povezane tudi s teZo bolezni (Manral in sod.,
2011; Parameswaran in sod., 2002). ORMDL3 je vpleten tudi v sfingolipidni
metabolizem in bioaktivni sfingolipidni metaboliti uravnavajo imunske in vnetne
procese (Breslow in sod., 2010).

Modeli mii z utianim genom ORMDL3, so imeli niZje stopnje znotrajceli¢nega Ca®’,
kar je vodilo v sprostitev dihalnih gladkih miSic (Cantero-Recasens in sod., 2010; Ha in
sod., 2013). Za transgene misi s prekomerno izrazenim ORMDL3 je znacilno povecano
ter povecano nastajanje sluzi. Hkrati so razvile spontano preodzivnost dihalnih poti na
metaholin in so imele tudi poviSane stopnje protiteles IgE (Miller in sod., 2014).

Polimorfizem rs4795405 ali SNP-ji, ki so z njim v LD-ju bi torej lahko vplivali na
astmo preko uravnavanja Ca”". Raziskave so namre¢ pokazale, da je rs4795405 povezan
z izrazanjem gena ORMDL3, kar kaze na moZzno funkcionalno vlogo pri razvoju astme
(Moffatt in sod., 2007). Alel C, ki se je v nasi raziskavi izkazal kot rizi¢en za razvoj
astme, je bil povezan s povecanim izrazanjem gena ORMDL3 (Sharma in sod., 2014).

Motnje v homestazi Ca*" in posledi¢no aktivaciji odziva na nezvite proteine so bile
pokazane za mnoge kroni¢ne vnetne bolezni, med njimi tudi KOPB in druge bolezni,
kot je vnetna Crevesna bolezen (Hasnain in sod., 2012), ki so bile ravno tako povezane s
SNP-ji lokusa 17q12—-17q21.1.

V nasdi raziskavi smo pokazali, da je SNP rs4795405 povezan z astmo pri odraslih
slovenskih bolnikih, predvsem s fenotipom astme brez pridruzenega rinitisa. Hkrati smo
pokazali, da je rs4795405 povezan tudi s KOPB, a vendar s fenotipom KOPB za
katerega je znaCilna manjSa prizadetost dihal. Te ugotovitve nakazujejo, da imajo
razliéni fenotipi astme in KOPB lahko razlicno genetsko ozadje in da si doloceni
fenotipi teh dveh bolezni lahko delijo genetsko ozadje. Kot prvi smo dokazali, da SNP-
ji, ki se nahajajo v kromosomskem lokusu 17q12-17q21.1 niso povezani izkljucno z
astmo, vendar doprinesejo tudi h KOPB. Zaradi ugotovljene povezave rs4795405 z
astmo pri odraslih, smo nase raziskovanje lokusa 17q12—-17q21.1 razsirili tako, da smo
v naslednjem delu raziskave preucevali 13 SNP-jev tega lokusa na drugi skupini
bolnikov z astmo.

5.2 POVEZAVA SNP-JEV LOKUSA 17q12-17921.1 Z ASTMO PRI ODRASLIH

Lokus 17q12-17g21.1 je eden izmed glavnih kandidatnih kromosomskih lokusov, ki naj
bi bil pomemben za razvoj astme. Ker smo v prvem delu nase raziskave potrdili
povezavo SNP-ja rs4795405 z astmo pri odraslih, smo zeleli ta lokus podrobneje
preuciti na drugi, vecji skupini bolnikov, pri ¢emer smo analizirali vecje Stevilo SNP-
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jev in haplotipov, kar nam je omogocilo proucevanje vecjega dela lokusa 17ql12—
17g21.1.

Za naso raziskavo smo izbrali 13 SNP-jev in sicer: rs12936231, rs2305480, rs7216389,
1s3744246, 134795405, rs8079416, rs3893044, rs7219080, rs8069202, rs9916279,
rs8066582, rs1042658 in rs2302777, ki se nahajajo v obmocju osmih protein-
kodirajoc¢ih genov - ZPBP2, GSDMB, ORMDL3, LRR3C3, GSDMA, PSMD3, CSF3 in
MEDZ24 in zajemajo 121 kbp kromosomskega lokusa 17q12—-17q21.1.

Rezultati nase raziskave so pokazali, da po popravku za testiranje ve¢ spremenljivk, pri
¢emer je vrednost p, ki je statisticno znacilna < 0,004, noben izmed proucevanih SNP-
jev ni statisti¢no znacilno povezan z astmo pri odraslih. Z astmo so bili Sibko 0z. mejno
(p < 0,05) povezani rs12936231 v ZPBP2, rs2305480 in rs7216389 v GSDMB,
rs4795405, ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v RPI11-387H17.4 in rs7219080 v
GSDMA (Zavbi in sod., 2016). Razmerja obetov, ki predstavljajo poveéano tveganje za
razvoj astme, so bila po pri¢akovanjih relativno majhna, od 1,10 do 2,03, saj so
frekvence manj pogostega alela v splosni populaciji relativno visoke in posledi¢no ni
pricakovati velikega doprinosa k bolezni. Vsi ti SNP-ji so bili mejno povezani z astmo
na podlagi linearnega modela logisti¢ne regresije, po popravku za spol in starost, saj
proucevani skupini nista bili primerljivi po spolu, starostni interval pa je bil zelo velik.
Na ta nacin smo zagotovili, da povezava SNP-jev z astmo ne bi bila posledica
raznolikosti dveh prou€evanih skupin.

Nasli smo moc¢no povezavo enega izmed treh haplotipnih blokov, ki ga sestavljajo SNP-
J1159916279, rs8066582, rs1042658 in rs2302777, ki se nahajajo v genih PSMD3, CSF3
in MED24, z astmo, z visokimi razmerji obetov, do 12,32 in globalno haplotipno
povezavo s p < 0,0001 (Zavbi in sod., 2016). Tako smo pokazali pomen proucevanja
haplotipov v povezavi s kompleksnimi boleznimi v primerjavi s posameznimi SNP-ji
(Akey in sod., 2001).

5.2.1 Povezava posameznih SNP-jev lokusa 17q12-17q21.1 z astmo pri odraslih

Izmed 13-ih prouc¢evanih SNP-jev noben ni bil statisticno znacilno povezan z astmo pri
odraslih. Nakazane so bile Sibke, mejne povezave 5-ih SNP-jev. Te povezave bi lahko
bile posledica nakljucja, saj so vrednosti p relativno visoke oz. nobena ni < 0,004,
kakrSna bi morala biti, da bi zadostili statisticnim pogojem glede na Stevilo prouc¢evanih
SNP-jev. Kljub temu so bili ravno SNP-ji, ki so bili v nasi raziskavi mejno povezani z
astmo, SNP-ji, ki so se ze v preteklih raziskavah izkazali kot eni izmed najmocneje
povezanih z astmo. Ravno te SNP-je, z izjemo rs7219080, smo izbrali na podlagi
preteklih objav, medtem ko so bili preostali izbrani s pomoc¢jo orodja Haploview in
zanje z analizo posameznih SNP-jev nismo nasli nobene povezave z astmo.
Polimorfizem rs7219080 je bil edini, ki je bil v nasi raziskavi z astmo mejno povezan z
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uporabo recesivnega genetskega modela, medtem ko so bili preostali mejno povezani z
astmo z uporabo dominantnega genetskega modela (Zavbi in sod., 2016).

Polimorfizem rs7219080 je bil v nasi raziskavi le §ibko oz. mejno povezan z astmo, kar
pomeni, da bi bila ta povezava lahko posledica naklju¢ja. Nahaja se na 5° koncu gena
GSDMA. V eni izmed raziskav so pri analizi 16 SNP-jev lokusa 17q12—-17q21.1 odkrili
najmocnejSo povezavo med astmo in SNP-ji, ki se nahajajo v genu GSDMA (Marinho in
sod., 2012). Gen GSDMA je sicer eden izmed najmocnejsih kandidatnih genov lokusa
17q12-17q21.1 za astmo. Ceprav je bil gen GSDMA e v predhodnih raziskavah
povezan s tveganjem za razvoj astme (Yu in sod., 2011), je njegova vloga pri astmi
popolnoma neznana. Znano je le, da so SNP-ji lokusa 17q12-17921.1 povezani z
izrazanjem gena GSDMA (Hao in sod., 2012; Llius in sod., 2011). Polimorfizem
rs7219080 je eQTL za gen GSDMA v pljucih in gene ORMDL3, GSDMB in MED24 v
krvi. To kaze, da bi rs7219080 lahko imel funkcionalno vlogo v patologiji astme,
vendar je bila v naSi raziskavi povezava z astmo preSibka, da bi lahko sklepali, da
pomembno doprinese k astmi. Gen GSDMA je visoko izrazen v apikalnih in v bazalnih
epitelnih celicah plju¢ (Hao in sod., 2012). Proteini GSDMA imajo v gastricnem
epiteliju visoko apoptotsko aktivnost (Saeki in sod., 2007), zato lahko predpostavimo,
da povecano izrazanje GSDMA povzroca vnetje, kar bi lahko delno pojasnilo povezavo
SNP-jev v genu GSDMA z astmo odkrito v predhodnih raziskavah. Proteini GSDMA
naj bi bili vpleteni v mnoge imunske procese, kot je signaliziranje T-celi¢nega
receptorja in uravnavanje izraZanja receptorjev na povrsini celic pri imunskem odzivu
(Hao in sod., 2012).

Dva SNP-ja, ki sta v visokem LD-ju, rs2305480 in rs7216389, sta bila v nasi raziskavi
le Sibko o0z. mejno povezana z astmo, zato ne moremo potrditi, da pomembno
doprineseta k astmi pri odraslih. Nahajata se v genu GSDMB. Polimorfizma rs2305480
in 157216389 sodita med najbolj znane in z astmo najveckrat povezane SNP-je lokusa
17q12-17921.1. Polimorfizma rs2305480 in rs7216389 sta eQTL-a za izrazanje genov
GSDMB in ORMDL3 v krvi, kar kaze na morebitno funkcionalno vlogo v biologiji
astme. Polimorfizem rs2305480 je bil predhodno povezan izkljuéno z astmo, ki se
pri¢ne v otros$tvu, medtem ko ni bil povezan z astmo pri odraslih. To se je nakazovalo
tudi v nasi raziskavi ko smo proucevali povezavo SNP-jev z obdobjem v katerem se
astma razvije, vendar je bila povezava z astmo, ki se razvije v otroStvu Sibka 0z. mejna,
zato z naso raziskavo ne moremo potrditi, da rs2305480 doprinese k razvoju astme v
otrostvu. Kljub Sibki povezavi, ki smo jo ugotovili v nasi raziskavi so nasi rezultati v
skladu z drugimi (Bouzigon in sod., 2008), saj se je alel G nakazoval kot rizien za
razvoj astme. V predhodnih raziskavah so alel T v rs7216389, ki se je nakazoval kot
rizien za astmo v nasi raziskavi, povezali s poveCanim izrazanjem genov ORMDL3 in
GSDMB, katerih izrazanje je bilo povezano, kar kaZe na moZzno koregulacijo teh dveh
genov, ki sodita med glavne kandidatne gene za razvoj astme (Halapi in sod., 2010).
Polimorfizem rs7216389 je bil v GWAS, ki je odkrila povezavo 17q12-17q21.1 z
astmo, povezan z njenim razvojem pri otrocih (Moffatt in sod., 2007). Povezan je bil
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tudi s tezko astmo, pri cemer je bil rizicen alel T (Halapi in sod., 2010; Binia in sod.,
2011). V raziskavi kjer so proucevali rusko populacijo se je pokazala tudi povezava z
astmo pri odraslih, ¢eprav SibkejSa kot povezava z astmo pri otrocih (Karunas in sod.,
2011). Z raziskavami afro-ameriske populacije niso potrdili povezave rs7216389 z
astmo (Galanter in sod., 2008). Na podlagi drugacne haplotipne strukture med
populacijami lahko sklepamo, da rs7216389 ne vpliva na astmo, temvec je verjetno
vzrok SNP v LD-ju z njim. Sklepamo lahko, da je pri afro-ameri¢anih vzro¢en SNP
oziroma genetska varianta v nizjem LD-ju z rs7216389 kot pri evropski populaciji, pri
kateri je povezava med rs7216389 in astmo visoko ponovljiva. Vloga gena GSDMB je
znana le pri nekaterih vrstah tumorjev, kjer spodbuja invazijo in metastaziranje
(Hergueta-Redondo in sod., 2014; Komiyama in sod., 2010).

Polimorfizem rs12936231, ki se nahaja v genu ZPBP2, v na$i raziskavi ni bil statisti¢no
znacilno povezan z astmo, nakazovala se je le Sibka, mejna povezava, zato ne moremo
potrditi njegove povezave z astmo pri odraslih. Ravno rs12936231 naj bi bil glavni
funkcionalni kandidatni SNP, ki pojasnjuje fenotipsko povezavo z astmo (Verlaan in
sod., 2009). Polimorfizem rs12936231 je namre¢ del regulatornega obmocja, ki
narekuje izrazanje vecjega Stevila genov, med njimi ZPBP2, GSDMB in ORMDLS3.
Nahaja se v visoko ohranjenem obmocju, je vezavno mesto za razline proteine,
povzro¢a spremembo regulatornih motivov in vpliva na razporejanje nukleosoma
(Verlaan in sod., 2009). Poleg povezave z astmo, je bil ta SNP povezan tudi z
ankilozirajo¢im spondilitisom, ki je kroni¢na vnetna bolezen (Qui in sod., 2013).
Povezan je bil z astmo pri odraslih pri kitajski populaciji, pri ¢emer se je, kot se je
nakazalo v naSi raziskavi, kot rizi¢en izkazal alel C. Dokazali so, da se izrazanje genov
ORMDL3 in GSDMB sorazmerno veca s Stevilom kopij alela C (Fang in sod., 2011), kar
nakazuje na funkcionalno vlogo tega SNP-ja. Ne nazadnje je rs12936231 eQTL za
GSDMB, ORMDL3, IKZF3 in izraZanje drugih genov v krvi.

Polimorfizem rs4795405 v drugem delu naSe raziskave ni bil statisticno znacilno
povezan z astmo, nakazovala se je le Sibka oz. mejna povezava, zato nismo potrdili
rezultatov iz prvega dela raziskave, kjer smo ugotovili, da je rs4795405 povezan z
astmo pri odraslih, predvsem z astmo brez pridruzenega rinitisa. Kljub temu, da v tem
delu raziskave nismo imeli podatkov o rinitisu, sklepamo, da je bila zastopanost
bolnikov brez pridruzenega rinitisa bistveno manjsa kot v prvem delu, glede na podatke,
da je rinitis prisoten pri priblizno 80 % bolnikov z astmo. V prvi del raziskave smo
namre¢ nacrtno vkljucili priblizno enak delez bolnikov z astmo s pridruzenim rinitisom
in brez pridruZzenega rinitisa, saj smo Zeleli ovrednotiti povezavo rs4795405 brez
rinitisa, ki smo jo prvotno ugotovili pri skupini otrok z astmo (Kavalar in sod., 2012).
Kot zas¢itni se je v drugem delu raziskave nakazal genotip TT, kar je skladno z rezultati
naSih predhodnih raziskav izvedenih pri odraslih bolnikih z astmo, otrocih in tudi
bolnikih s KOPB (Kavalar in sod., 2012; Balanti¢ in sod., 2013). Podobno so ugotovili
tudi pri proucevanju ruske populacije bolnikov z astmo, kjer je bil ravno tako rizicen
alel C, hkrati je bil v tej raziskavi rs4795405 povezan tako z astmo pri otrocih, kot z
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astmo pri odraslih (Karunas in sod., 2011). Druga raziskava je pokazala povezavo
izklju¢no z astmo, ki se pri¢ne v otrostvu, medtem ko niso potrdili povezave z astmo, ki
se pricne v odrasli dobi (Bouzigon in sod., 2008). Pri vseh omenjenih raziskavah se je
kot rizi¢en izkazal alel C.

V prvem delu raziskave, v katerem smo preucevali izklju¢no rs4795405 je bilo v
skupini zdravih kontrol 4 % manj oseb z genotipom CC (26 % vs. 30 %) ter 4 % vec
oseb z genotipom TT (27 % vs. 23 %). Podobno smo pri predhodni raziskavi, kjer smo
preucevali otroke, ugotovili, da se pri zdravih genotip CC pojavi v 24 % in genotip TT v
30 %. (Kavalar in sod., 2012). Pri vseh treh raziskavah se je pri bolnikih z astmo
genotip TT pojavil v 17 %. V populaciji CEU je 30 % oseb z genotipom CC in 17 %
oseb z genotipom TT. Ti podatki nakazujejo, da je v slovenski populaciji zdravih %
oseb z genotipom TT, ki se je nakazal kot zaScitni, nekaj % visji. Hkrati je bila
razporeditev genotipov pri kontrolni skupini v drugem delu raziskave bolj podobna
populaciji CEU kot v prvem delu raziskave. Medtem ko se frekvence genotipov
rs4795405 niso razlikovale pri skupinah bolnikov z astmo, so se razlikovale pri
skupinah zdravih kontrol, kar bi lahko doprineslo k neponovljenem rezultatu povezave
154795405 z astmo.

Statisticna mo¢ pri analizi povezave posameznih SNP-jev z astmo pri odraslih, pri
¢emer je bilo vklju¢enih 418 bolnikov in 288 kontrol, je bila zadostna pri analizi z
dominantnim genetskim modelom, medtem ko je bila relativno skromna pri analizi z
recesivnim genetskim modelom, glede na ugotovljene skromne OR-je. Kljub omejeni
moc¢i nasih analiz in ugotovljenim S$ibkim povezavam se rezultati ujemajo z
ugotovitvami drugih raziskav (Moffatt in sod., 2007).

Genetske raziskave astme so doprinesle pomemben vpogled v kompleksnost astme, ki
je bolezen mnogih fenotipov. Zato i§¢emo genetske razli¢ice, povezane s specifiénimi
fenotipi astme, ki bi lahko razloZile genetsko osnovo bioloskih razlik med razli¢nimi
fenotipi astme (Hesselmar in sod., 2012). Tudi v naSo raziskavo smo vkljucili nekatere
parametre, ki oblikujejo fenotipe astme in sicer atopijo, plju¢no delovanje, astmo, ki se
pojavi v otroStvu ali odrasli dobi. Kot okoljski dejavnik, ki bi lahko vplival na razvoj
astme smo v analizo vkljucili vpliv kajenja.

Ko smo proucevali povezavo razli¢nih fenotipov astme (atopija, plju¢no delovanje,
obdobje v katerem se astma pojavi, kajenje) pri odraslih s 13-imi izbranimi SNP-ji
nobena povezava ni bila statisti¢no znacilna, zato ne moremo potrditi, da lokus 17q12—
17921.1 doprinese k razvoju specifi€nih fenotipov astme oz. k heterogenosti bolezni.
Ugotovili smo le Sibke, mejne povezave SNP-ja rs2305480, ki se nahaja v genu
GSDMB in 1rs8066582, ki se nahaja v genu PSMD3 z astmo, ki se pojavi v otrostvu.
Lokus 17q12-17q21.1 je bil v preteklih raziskavah povezan predvsem z astmo pri
otrocih, medtem, ko je povezava z astmo pri odraslih nejasna (Moffatt in sod., 2007;
Karunas in sod., 2011). Razlog za razlicno povezavo SNP-jev z astmo pri otrocih in
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astmo pri odraslih je verjetno v razlicni biologiji astme, saj je heritabilnost astme pri
otrocih in odraslih zelo podobna in znasa priblizno 62 % (de Nijs in sod., 2013). Ker so
nekatere raziskave dokazale tudi povezavo SNP-jev lokusa 17q12-17qg21.1 z astmo pri
odraslih (Balanti¢ in sod., 2013; Karunas in sod., 2011) sklepamo, da je pomembna
kombinacija ustreznih SNP-jev in sprozilcev, kar vodi v nastanek astme v otrostvu ali v
odrasli dobi, kar bo potrebno razjasniti v prihodnjih raziskavah.

Pomemben vpliv na razvoj astme ima tudi kajenje. Polimorfizmi, ki se nahajajo na
lokusu 17q12—-17g21.1 so bili ze v predhodnih raziskavah povezani z astmo, pri kateri
so bili bolniki izpostavljeni tobaénem dimu (Bouzigon in sod., 2008). V nasi raziskavi
nismo naSli statisticno znacilne povezave med 13-imi proucevanimi SNP-ji lokusa
17q12-17921.1 in kajenjem pri bolnikih z astmo. Ugotovili smo le Sibko, mejno
povezavo SNP-ja rs9916279, ki se nahaja v genu PSMD3, z astmo pri kadilcih, vendar
ne moremo trditi, da kombinacija kajenja in genotipov v 19916279 doprinese k razvoju
astme.

Ugotovljene povezave 13-ih SNP-jev lokusa 17q12-17q21.1 so Sibke oz. mejne, z
nizkimi OR-ji, zato ne moremo potrditi, da posamezni SNP-ji doprinesejo k razvoju
astme pri odraslih. Ker so bili prouc¢evani vzorci preiskovancev majhni, je potrebno
nase ugotovitve potrditi na vzorcih z vecjim Stevilom preiskovancev.

5.2.2 Povezava haplotipov lokusa 17g12-17g21.1 z astmo pri odraslih

V primeru, da v enem lokusu obstaja ve¢ kandidatnih SNP-jev, ki bi lahko bili
odgovorni za razvoj bolezni, kar je znacilno za lokus 17q12-17g21.1 in astmo, je v
primerjavi z analizo posameznih SNP-jev uc¢inkovitejSa analiza haplotipov (Morris in
Kaplan, 2002). Haplotipi namre¢ predstavljajo variacije SirSega obmocja, saj na podlagi
strukture LD, zajamemo informacije o vec¢jem Stevilu SNP-jev. Haplotipi predstavljajo
naravno zaporedje DNA, ki bi bilo popolno, ¢e bi med SNP-je vrinili Se preostale
ohranjene nukleotide. V nasprotju s predvidevanjem, da nek SNP povzroca fenotipsko
spremembo, domnevamo, da se nekje v obmocju, ki ga predstavlja posamezen z
boleznijo povezan haplotip, nahaja vzro¢na varianta oziroma ve¢ vzro¢nih variant.
Haplotipi so pomembni za odkrivanje variant, ki povzroc¢ajo bolezen, saj se haplotipne
strukture ohranjajo med generacijami in tako se znotraj haplotipov prenaSajo tudi
bolezenske genetske variacije. Ker se haplotipi prenasajo znotraj obolelih druzinskih
¢lanov, bomo bolezensko variacijo lazje zaznali (Cullen in sod., 1997; Daly in sod.,
2001; Stephens in sod., 2001; Wall in Pritchard, 2003).

Posamezni SNP-ji povezani z astmo se v vecini primerov nahajajo v ne-kodirajoc¢ih
obmocjih kot so introni in intergenska obmocja. Haplotipi, ki jih predstavljajo SNP-ji in
obsegajo 2—-15 SNP-jev obicajno pokrijejo 20-300 kbp velika obmoc¢ja DNA in
predstavljajo variacije v eksonih enega ali ve¢ genov, kar pomeni, da s proucevanjem
haplotipov analiziramo bistveno ve¢ informacij o zaporedju DNA kot pri analizi
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posameznih SNP-jev (Morris in Kaplan, 2002). Analiza haplotipov je pomembna
predvsem pri SNP-jih, ki so v Sibkem LD-ju, saj tako pridobimo bistveno vec
informacij. Glavna slabost proucevanja haplotipov pri klasi¢ni asociacijski raziskavi je
nepoznavanje dejanskih vezavnih faz SNP-jev. Zato so bili haplotipi v nasi raziskavi
konstruirani z orodjem SNPStats, ki zgradi haplotipe po eni izmed najbolj uporabljenih
metod, imenovani EM-algoritem.

V naSi raziskavi smo analizirali 13 SNP-jev lokusa 17q12-17q21.1. Z orodjem
Haploview (Barrett in sod., 2005) smo dolocili, da pripadajo trem haplotipnim blokom.
Dva izmed treh, sestavljena iz rs12936231, rs2305480, rs7216389, rs3744246 in
rs4795405, ki se nahajajo v obmoc¢ju protein-kodirajo¢ih genov ZPBP2, GSDMB,
ORMDL3 in LRRC3C ter rs8079416, rs3893044, rs7219080 in rs8069202, ki se
nahajajo v obmocju protein-kodirajo¢ih genov LRRC3C in GSDMA nista bila povezana
s tveganjem za razvoj astme pri odraslih slovenskih bolnikih.

Ceprav smo pri analizi posameznih SNP-jev nasli §ibke oz. mejne povezave SNP-jev
rs12936231, rs2305480, rs7216389 in rs4795405 z astmo pri odraslih, le-ti v
kombinaciji z rs3744246 niso bili povezani z astmo, ko smo analizirali haplotipe.
Haplotipi so bili sestavljeni iz petih SNP-jev, pri ¢emer je najpogostejsi haplotip
vkljuceval kombinacijo Stirih alelov, ki so se v analizi posameznih SNP-jev nakazovali
kot rizi¢ni. Peti SNP, rs3744246, pa ni bil povezan z astmo. Morda rs3744246, ki pri
analizi posameznih SNP-jev ni bil niti Sibko povezan z astmo vpliva na kombinacijo
SNP-jev in zabriSe ucinek preostalih ali pa so bile Sibke povezave ugotovljene pri
analizi posameznih SNP-jev nakljucne.

Glavni rezultat nasSe raziskave je povezava haplotipov enega izmed treh blokov, ki ga
sestavljajo SNP-ji 19916279, rs8066582, rs1042658 in rs2302777 z astmo pri odraslih
slovenskih bolnikih. Ti SNP-ji se nahajajo v obmocju genov PSMD3, CSF3 in MED24,
ki so vpleteni v diferenciacijo belih krvnih celic, predvsem nevtrofilcev (Nalls in sod.,
2011). Stirje haplotipi z najve&jo frekvenco TCCG, TTTA, CCCA in TTCA so bili
pogostejsi pri bolnikih z astmo, kot pri zdravih kontrolah. Obratno so bili preostali Stirje
(TTCG, TCCA, TCTA in TTTG), sicer manj pogosti, pogostejsi pri zdravih kontrolah
kot pri bolnikih z astmo. Ti Stirje haplotipi so bili prisotni le pri 3 % bolnikov z astmo,
vendar skoraj pri tretjini (31 %) zdravih kontrol (Zavbi in sod., 2016).

Haplotip z najvecjo frekvenco - TCCG je bil uporabljen kot referencni haplotip na
katerega so bile izvedene vse nadaljnje primerjave. Haplotip TTCG je bil prisoten le pri
0,6 % bolnikov z astmo, a kar pri 12,2 % zdravih kontrol, kar kaze na visoko za$¢itno
vlogo (p < 0,0001). Haplotip TCCA je bil prisoten le pri 0,3 % bolnikov z astmo, a kar
pri 9,5 % zdravih kontrol (p = 0,0001) in haplotip TCTA je bil prisoten le pri 0,6 %
bolnikov z astmo, a kar pri 7,1 % zdravih kontrol (p = 0,0001) (Zavbi in sod., 2016).

73



Zavbi M. Genetska in farmakogenetska analiza izbranih genov pri bolnikih z astmo v Sloveniji.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2016

V nasprotju z analizo posameznih SNP-jev so haplotipi pokazali bistveno visja tveganja
za razvoj astme. Nepric¢akovano, SNP-ji, ki sestavljajo ta haplotipni blok, niso bili
povezani z astmo pri analizi posameznih SNP-jev, kar lahko razlozimo z zgoraj
opisanim, in sicer, da haplotipi predstavljajo ve¢ informacij in variacij lokusa, predvsem
pri SNP-jih, ki so v Sibkem LD-ju, kar je znaCilno za SNP-je, ki tvorijo haplotipe
povezane z astmo v nasi raziskavi. Povezava haplotipov z boleznijo je lahko posledica
ucinka kombinacije SNP-jev, ki je potrebna, da lahko vplivajo na spremenjeno izrazanje
proteina, kot se je izkazalo za gen, ki kodira IL-4a (Kruse in sod., 1999). Genetska
raznolikost populacij je organizirana v haplotipe in ravno haplotipi, in ne posamezni
SNP-ji, naj bi bili osnova za fenotipsko variabilnost (Silverman, 2007). Hkrati naj bi
bile raziskave, ki vkljuCujejo haplotipe ucinkovitejSe, saj vkljuCujejo tudi mozne
epistatske interakcije (Liu in sod., 2008). Haplotipi povezani z astmo sami najverjetneje
niso funkcionalni element, zato je z molekularno validacijo potrebno raziskati, katera
oz. katere od genetskih variant, ki jih pokrivajo haplotipi povezani z boleznijo
povzrocajo fenotipske vplive (Silverman, 2007).

Sode¢ po bioinformacijski analizi z orodjem HaploReg v4 (Ward in Kellis, 2012), so
SNP-ji, ki sestavljajo haplotipe povezane z astmo v nasi raziskavi, v visokem LD-ju (*
> 0,80) s SNP-ji, ki so vezavna mesta za GATA-1, GATA-2 in GATA-3 proteine in
zato povzrocajo spremembe v GATA-motivih. GATA-1 in GATA-2 se veZeta na
STAT3 in ga inhibirata. Tudi STAT3 se nahaja v obmoc¢ju 17q21.1.31 in je pomemben
pri vnetju dihalnih poti, eozinofiliji in vdoru celic Th2 v pljuca (Ezoe in sod., 2005;
Simeone-Penney in sod., 2007). Na osnovi teh podatkov lahko sklepamo, da SNP-ji v
17q12-17921.1 ne vplivajo nujno samo na gene v neposredni bliZini, vendar so za
potrditev le-tega potrebne funkcionalne raziskave. Izkazalo se je tudi, da sta SNP-ja, ki
tvorita haplotip, rs1042658 in rs2302777, eQTL-a za izrazanje GSDMA v pljucih,
medtem ko so vsi Stirje SNP-ji eQTL-i za izrazanje vecih genov v krvi, med drugim
GSDMB, ORMDL3, IKZF3 in PSMD3, kar kaze na morebitno bioloSko vlogo teh
haplotipov v biologiji astme.

Geni CSF3, PSMD3 in MED24 imajo verjetno pomembno vlogo pri uravnavanju
granulocitov. Na mi§jih modelih za astmo so pokazali, da tretiranje misi s CSF3
zmanjSa akumulacijo infiltrirajo¢ih eozinofilcev v bronhoalveolarne, peribronhialne in
perivaskularne dele pljuc, preprecuje upornost dihal po aplikaciji alergena in ima mnoge
vplive na nastajanje citokinov in kemokinov, saj zmanjSuje IL-2, IL-12 in eotaksin v
BAL-u. Po tretiranju s CSF3, so v plazmi nasli povecane koncentracije nevtrofilnega
atraktanta KC in znizan IL-5. Hkrati je CSF3 preprecil nastajanje eozinofilcev v
kostnem mozgu izzvanih misi ter stimuliral nastajanje nevtrofilnih kolonij. To kaZe, da
CSF3 pomembno vpliva na eozinofilce v pljucih in v kostnem mozgu (Queto in sod.,
2011). Druge raziskave so pokazale na vlogo CSF3 v ekspanziji in zorenju nevtrofilnih
populacij (Shochat in sod., 2007). Gena CSF3 in PSMD3 sta bila povezana s Stevilom
limfocitov in nevtrofilcev (Okada in sod., 2010). V raziskavi genskega podpisa Th2 pri
bolnikih z astmo so odkrili poviSano izrazanje citokinov in kemokinov Th2, to so /L13,
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CCL13 ter CCL26 in znizano izrazanje CSF3, ILI12A, CXCL6 in CXCL11 (Choy in sod.,
2010), ki so udelezeni v imunskem odzivu Thl. Polimorfizmi genov PSMD3 in MED24
so bili v nedavni raziskavi povezani s koncentracijami serumskega fosfatidilholina pri
bolnikih z astmo (Reid in sod., 2013). Fosfatidilholin je pomembna sestavina celi¢ne
membrane in je pljucni surfaktant, ki zmanjSuje povrSinsko napetost na prehodu zrak-
tkivo in predstavlja bariero za inhalacijske alergene.

V preteklih raziskavah je bilo nekaj haplotipov lokusa 17q12—-17q21.1 Ze povezanih z
astmo, Ceprav so se mnoge raziskave osredotocile le na analizo posameznih SNP-jev. Z
analizo haplotipov gena ORMDL3 na ¢eski populaciji bolnikov z astmo, so ugotovili le
mejno povezavo (Hrdilckova in Holla, 2011). Pri proucevanju kitajske populacije
bolnikov z astmo so nasli povezavo med astmo in haplotipi sestavljenimi iz SNP-jev, ki
se nahajajo v genth ORMDL3, GSDMB, ZPBP2 in IKZF3 (Fang in sod., 2011), vendar z
bistveno nizjimi razmerji obetov, kot pri nasi raziskavi.

Rezultati naSe raziskave potrjujejo pomemben doprinos lokusa 17q12-17qg21.1 k
tveganju za astmo pri odraslih in poudarjajo pomen analize haplotipov, poleg
posameznih SNP-jev, za prouCevanje genetskega ozadja astme. Iz navedenih bioloskih
vlog lahko sklepamo, da je povezava haplotipov, ki se nahajajo v genih CSF3, PSMD3
in MED24 z astmo smiselna, vendar bi bile potrebne dodatne raziskave, ki bi omogocile
dolocitev SNP-ja ali druge genetske variante, ki je vzrok povezavi haplotipov z astmo,
ki smo jo odkrili. Hkrati rezultati naSe raziskave poleg Ze znanih kandidatnih genov za
astmo kot so ORMDL3, GSDMB in ZPBP2 postavljajo v ospredje nove, pri astmi slabo
proucdene gene - CSF3, PSMD3 in MED24 (Zavbi in sod., 2016).

53 POVEZAVA SNP-JEV V GENU VEGFA Z ODZIVOM OTROK NA
ZDRAVLIENJE ASTME

VEGFA je dimerni glikoprotein, ki ima glavno vlogo pri nastajanju novih krvnih Zil. Pri
bolnikih z astmo so odkrili povecane koncentracije VEGFA, ki so bile v obratnem
sorazmerju s pljuénim delovanjem in v sorazmerju s preodzivnostjo dihal (Horvath in
Wanner, 2006). Domnevamo, da VEGFA pri astmi doprinese k obstrukciji dihal preko
uravnavanja vnetja, povecevanja prepustnosti Zil, spodbujanja nastajanja citokinov
odziva Th2, mukozne metaplazije, hiperplazije gladkega misievja ter parenhimalnega
in Zilnega preoblikovanja (Wang in sod., 2008; Lee K.S. in sod., 2004). Vloga VEGFA
pri astmi Se ni popolnoma jasna.

VEGFA je ena izmed posrednih tar¢ pri zdravljenju astme. Zdravljenje astme z IK in
LTRA namre¢ vodi do zniZanja sicer povecanih koncentracij VEGFA (Lee K.S. in sod.,
2004). VEGFA je vpleten v Stevilne bioloske procese na katere vpliva zdravljenje z IK,
med njimi vazodilatacijo, mikrovaskularno permeabilnost in angiogenezo (Zanini in
sod., 2010). Eozinofilci in mastociti pri nekaterih tipih astme sproS€ajo vnetne
molekule, ki jih imenujemo levkotrieni. Tudi levkotrieni doprinesejo k poveCanemu
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izrazanju VEGFA, kar podpira tudi dejstvo, da se VEGFA vrne v normalno raven po
zdravljenju z LTRA (Poulin in sod., 2011). To kaze, da razlicna zdravljenja, ki se
uporabljajo za astmo, vplivajo na VEGFA. Zato je VEGFA eden izmed zanimivih
kandidatnih genov na podrocju farmakogenetike astme, kjer poskusamo odkriti gene ali
SNP-je, ki bi bili povezani z odgovorom na zdravljenje astme. Odziv bolnikov z astmo
na zdravljenje je namre¢ zelo raznolik. Domnevajo, da bi lahko genetsko ozadje
pomembno doprineslo k raznolikosti v odzivu (Silverman in sod., 2001). Polimorfizem
1s2146323 v genu VEGFA je bil povezan z odzivom na IK (Sharma in sod., 2009).

V naSo raziskavo smo vkljucili otroke z astmo, ki so prejemali bodisi IK flutikazon
propionat bodisi LTRA montelukast redno ali po potrebi. V nasi raziskavi smo
analizirali povezavo med SNP-jema rs2146323 in rs833058, ki se nahajata v genu
VEGFA in odgovorom otrok z astmo na zdravljenje po Sestih in 12 mesecih zdravljenja.
Kot merilo izboljsanja smo uporabili spremembo v % predvidene normalne vrednosti
FEV1, za katerega je bilo ze prej dokazano, da je obratno sorazmeren s koncentracijami
VEGFA (Sharma in sod., 2009) ter razmerje FEVI/FVC, na podlagi katerega
ugotavljamo obstrukcijo dihalnih poti. Odkrili smo statisti¢no znacilno povezavo med
rs2146323 in spremembo v % predvidene normalne vrednosti FEV1 po Sestih in 12
mesecih zdravljenja z IK. Z recesivnim genetskim modelom smo ugotovili, da so
bolniki zdravljeni z IK, ki so homozigoti za manj pogost alel A kazali vec¢je izbolj$anje
v % predvidene normalne vrednosti FEV1, v primerjavi s kombiniranimi heterozigoti in
pogostejSimi homozigoti, AC+CC, v obeh Casovnih tockah, po Sestih in 12 mesecih
zdravljenja. Nasprotno, je imelo 60 % bolnikov z genotipom AA v 152146323 po 12
mesecnem zdravljenju z LTRA neurejeno astmo, v primerjavi z 10 % bolnikov z
genotipom AC+CC (Balanti€ in sod., 2012).

Ti podatki kaZzejo, da se bolniki z genotipom AA v rs2146323 bolje odzivajo na
zdravljenje z IK v primerjavi z LTRA. Podobno so pokazali tudi Sharma in sod., ki so
ugotovili, da so imeli bolniki z genotipom CC v rs2146323 po 4 letih zdravljenja z IK
podobno razmerje FEV1/FVC kot nezdravljene kontrole, medtem, ko se je bolnikom z
genotipom AA pljucno delovanje izboljSalo (Sharma in sod., 2009).

V nali raziskavi smo nasli tudi povezavo med SNP-jem rs833058 v VEGFA in
spremembo % predvidene normalne vrednosti FEV1 po 12 mesecih zdravljenja pri
bolnikih, ki so se zdravili z LTRA po potrebi. Bolniki z genotipom TT v rs833058 so
imeli vecjo spremembo v pljunem delovanju v primerjavi z bolniki z zdruzenimi
genotipi CT+CC. Razlike v odzivu na zdravljenje glede na SNP-je bi lahko bile
posledica delovanja samega zdravila na taréne molekule ali razli¢nih podtipov astme.

Funkcionalna vloga proucevanih SNP-jev v genu VEGFA, rs2146323 in rs833058, ni
znana. S spletnimi orodji, kot sta PolyPhen (Adzhubei in sod., 2010) in SNPeffect (de
Baets in sod., 2011), ki omogocajo predvidevanje vloge razli¢nih genetskih variant
nismo ugotovili na kakSen nacin bi lahko vplivala na protein. SNP rs2146323 se namre¢
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nahaja v intronu gena VEGFA, rs833058 pa navzgor od gena VEGFA. Z orodjem
HaploReg v4 (Ward in Kellis 2012) smo ugotovili, da rs2146323 spremeni motiv za
vezavo transkripcijskega dejavnika p53. Nedavno je bilo pokazano, da p53 vpliva na
izrazanje VEGFA (Farhang in sod., 2013). Polimorfizem rs833058 spremeni motive za
vezavo promotorskih ojaCevalcev prepisovanja in povzro¢i spremembe v motivih za
vezavo TF-jev. S pomocjo orodja SNAP (Johnson in sod., 2008) smo ugotovili nizek
LD (* = 0,21; D’ = 0,90) med analiziranima SNP-jema, kar podpira njuno razli¢no
povezavo z odzivom na zdravljenje.

Do sedaj se je veCina farmakogenetskih raziskav o ucinkovitosti IK pri astmi
osredotocila na kortikosteroidne receptorje ali druge tar¢e v kortikosteroidni poti
(Tantisira in sod., 2004; Tantisira in sod., 2005). Vendar je tudi gen VEGFA, ena izmed
pomembnih tar¢ teh zdravil, saj kortikosteroidi zniZujejo koncentracije VEGFA. Na
celicnih kulturah humanih Zzilnih gladkih celic so dokazali sorazmerno znizanje
izrazanja mRNA VEGFA z naraS§¢ajo¢imi koncentracijami kortikosteroida
deksametazona (Nauck in sod., 1998). Tudi pri bolnikih z astmo so zaznali znizane
koncentracije VEGFA v izme&ku po aplikaciji IK. Ceprav VEGFA ni neposredna taréa
terapij, ki se uporabljajo pri zdravljenju astme, imajo znizane koncentracije VEGFA,
kot posledica zdravljenja, pozitivne ucinke na bolnike (Feltis in sod., 2007). Trenutno se
neposredno anti-VEGF zdravljenje uporablja za zdravljenje nekaterih vrst rakov, vendar
ima tovrstno zdravljenje mnogo stranskih uc¢inkov, kot so poskodbe ledvic, krvavitve,
diareja, dermatitis in levkopenija (Izzedine, 2014; Kamba in McDonald, 2007). V
prihodnosti bi z izboljSanjem lokalizacije delovanja anti-VEGF zdravil, potencialno
lahko le-te uporabili tudi pri zdravljenju astme (Rothenberg, 2004), pri ¢emer bi morda
lahko kot pomo¢ pri izbiri bolnikov uporabili farmakogenetske oznacevalce, kot sta
SNP-ja rs2146323 in rs833058 v genu VEGFA.

Rezultati naSe raziskave jasno kazejo, da genetska variabilnost pomembno doprinese k
odzivu bolnikov z astmo na zdravljenje z IK in LTRA. Farmakogenetske raziskave so
zelo pomembne pri odkrivanju bolnikov, ki se na neko zdravljenje ne odzivajo, Se
posebno pri pogostih kroni¢nih boleznih kot je astma (Ruggiero in sod., 2011). Ker je
bila naSa raziskava izvedena na majhnem Stevilu bolnikov, bi bilo potrebno rezultate
ponoviti na ve¢ji skupini bolnikov zdravljenih z IK, pri ¢emer bi bilo potrebno vkljuciti
Se skupino bolnikov, ki bi prejemala placebo. V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno
narediti tudi analizo, kjer bi skupina bolnikov prejemala zdravljenje glede na genotip v
rs2146323 v primerjavi s skupino, ki bi prejemala IK naklju¢no. S tem bi lahko
ovrednotili dejansko uporabno vrednost nasih rezultatov.

Kortikosteroidi aktivirajo glukokortikoidni receptor, ki posredno ali neposredno vpliva
na izrazanje tarénih genov. Ocenjujejo, da lahko vpliva na izraZzanje do 100 genov v
celici. Spremenjena transkripcija je lahko posledica vezave z razlicnimi TF-ji ali
kompleksi, ki vplivajo na preoblikovanje kromatina. Ve¢ina genov, ki so aktivirani pri
astmi nima specificne sekvence za vezavo glukokortiokoidnega receptorja v svojih
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promotorjih, vendar vseeno prihaja do zmanjSanega prepisovanja, zato domnevajo da
kortikosteroidi verjetno delujejo navzdol od promotorjev. Domnevajo, da naj bi
kortikosteroidi pomembno vplivali na strukturo kromatina z interakcijo z dejavniki, Ki
inhibirajo acetilacijo, metilacijo in fosforilacijo histonov (Barnes in Adcock, 2003).
Preucevan SNP 1rs2146323 se nahaja v obmocju kamor se vezejo H3K4mel in
H3K27ac v pljucih in drugih tkivih in celicah, kar nakazuje na prisotnost ojacevalcev
transkripcije na tem obmocju. Kljub slabo poznani vlogi SNP-jev, ki se nahajajo v teh
obmodjih je bilo za nekatere ze pokazano, da vplivajo na prepisovanje genov. Eden
izmed primerov je funkcionalni SNP rs12821256, ki se nahaja v ojacevalcu za
prepisovanje gena KITLG, ki vpliva na razvoj lasnih foliklov (Guenther in sod., 2014).
Tako bi bil lahko tudi rs2146323 povezan z aktivnostjo ojacevalcev, vendar so za to
potrebne funkcionalne raziskave.

Ceprav smo v nasi raziskavi ugotovili povezavo med SNP-ji v genu VEGFA in odzivom
na zdravljenje z IK in LTRA ne moremo pojasniti na kakSen nacin bi omenjeni terapiji
lahko wvplivali na VEGFA, saj ni znano kak$na naj bi bila interakcija na nivoju
protein/u¢inkovina med VEGFA in IK oz. LTRA. Znano je, da zdravljenje zniZuje
koncentracije VEGFA pri bolnikih z astmo, saj vpliva tako na samo izrazanje mRNA
kot tudi na zniZevanje koncentracij proteina. Sklepamo, da lahko pri bolnikih prihaja do
razlik v koncentraciji ali strukturi VEGFA ali pa SNP-ji, ki so povezani z odzivom
dejansko odrazajo razlicne fenotipe astme, ki se razlicno odzivajo na zdravljenje.
Slabost naSe raziskave je majhen vzorec proucevanih bolnikov glede na dva proucevana
SNP-ja in tri izide zdravljenja. Po delitvi bolnikov glede na genotipe so bile nekatere
skupine zelo majhne, kar bi lahko vplivalo na najdene povezave. Da bi lahko zagotovo
potrdili povezavo SNP-jev v genu VEGFA z odzivom na zdravljenje je potrebno
rezultate potrditi na ve€ji populaciji preiskovancev z namenom doseganja boljSe
statisticne moci ter ovrednotiti funkcionalno vlogo le-teh. Kljub omejenem znanju o
funkcionalnosti SNP-jev v genu VEGFA in interakciji z IK oz. LTRA najdeno povezavo
lahko potrdimo s predhodnimi ugotovitvami, kjer so ugotovili, da je rs2146323 povezan
z odzivom na zdravljenje z IK (Sharma in sod., 2009), kot se je izkazalo v nasi
raziskavi.

S farmakogenetskimi raziskavami astme trenutno lahko razloZimo le majhen del
variabilnosti v odzivu na zdravljenje. Na farmakogenetske asociacije lahko vpliva vec
dejavnikov, na primer interakcije med geni in genetsko ozadje populacij. Morda bomo v
prihodnosti nasli nove SNP-je ali kombinacije SNP-jev, ki bodo razlozili vecji del
fenotipske variabilnosti v odzivu. Tudi za razumevanje farmakogenetike astme je
potrebno v prihodnjih raziskavah natan¢neje opredeliti fenotipe oziroma endotipe astme,
saj je lahko razlicna biologija fenotipov astme eden kljuénih dejavnikov pri
razumevanju genetske podlage za razli¢en odziv na zdravljenje.

Rezultati naSe preiskave kazejo, da je VEGFA pomemben farmakogenetski gen, pri
odzivu otrok z astmo na zdravljenje z IK. Izkazalo se je, da se bolniki z genotipom AA
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v 152146323 bolje odzivajo na zdravljenje z IK v primerjavi z bolniki z genotipi
AC+CC. Hkrati so imeli bolniki z genotipom AA po zdravljenju z LTRA v vecji meri
neurejeno astmo, kar nakazuje da bi bili lahko ucinkoviteje zdravljeni z IK. Alel T v
rs833058 pa je bil povezan z boljSim odzivom na zdravljenje z LTRA (Balantic¢ in sod.,
2012). Hkrati povezava odziva na zdravljenje z razlicnimi terapijami z genom VEGFA
nakazuje, da bi bilo morda v prihodnosti anti-VEGFA zdravljenje ucinkovito pri
doloc¢enih bolnikih z astmo, ki bi jih morda lahko prepoznali na osnovi genotipov v
genu VEGFA.

54  ZAKLJUCNA RAZPRAVA

Astma je kompleksna heterogena bolezen. V nasi raziskavi smo pokazali, da so geni
lokusa 17q12-17q21.1 povezani z astmo pri odraslih slovenskih bolnikih. Eden izmed
SNP-jev, ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v RP11-387H17.4, 14795405, je bil
povezan z astmo. V nadaljevanju se je izkazalo, da povezan predvsem s fenotipom
astme, ki ji ni pridruzen rinitis. Polimorfizem rs4795405 je bil povezan tudi s KOPB, pri
cemer je bil povezan z lazjo obliko KOPB oziroma boljsim plju¢nim delovanjem. Ker
so doprinosi posameznih SNP-jev majhni, a vendar ponovljivi, domnevamo, da k astmi
prispevajo Stevilni geni hkrati in da razli¢ni geni vplivajo na izrazen fenotip astme. V
drugem delu raziskave, na drugi skupini bolnikov, smo ugotovili, da je lokus 17q12—
17g21.1 povezan z astmo pri odraslih, saj smo nasli mo¢no povezavo haplotipov, ki jih
sestavljajo SNP-ji rs9916279, rs8066582, rs1042658, rs2302777 in se nahajajo v genih
PSMD3, CSF3 in MED24, z astmo pri odraslih. Hkrati nismo nasli statisticno znacilne
povezave posameznih SNP-jev lokusa 17ql12-17q21.1 z astmo pri odraslih.
Polimorfizmi rs12936231 v ZPBP2, rs7216389 in rs2305480 v GSDMB, rs4795405, ki
se nahaja navzgor od ORMDL3 v RP11-387H17.4 in 157219080 v GSDMA so bili le
Sibko 0z. mejno povezani z astmo, zato ne moremo potrditi, da doprinesejo k astmi pri
odraslih. V drugem delu raziskave torej nismo potrdili ugotovitve iz prvega dela, da je
154795405 povezan z astmo, predvsem z astmo brez rinitisa. V tem delu raziskave
nismo imeli podatkov o prisotnosti rinitisa. Ko smo proucevali razli¢ne fenotipe astme v
povezavi s SNP-ji lokusa 17q12-17g21.1 nismo nasli statisticno znacilnih povezav.
Nakazala se je le Sibka oz. mejna povezava SNP-jev, 152305480 v GSDMB in
18066582 v PSMD3 z astmo, ki se pojavi Ze v otroStvu in mejna povezava 1s9916279 v
PSMD3 z astmo pri kadilcih. Razen doprinosa rs4795405 k razvoju astme brez rinitisa,
ne moremo potrditi doprinosa 13-ih preu¢evanih SNP-jev lokusa 17q12-17q21.1 k
heterogenosti astme. Noben izmed 13-ith SNP-jev ni bil niti mejno povezan z atopijsko
astmo ali plju¢nim delovanjem. Zaklju¢imo lahko, da s proucevanjem haplotipov poleg
posameznih SNP-jev lahko najdemo mocnejSe povezave z astmo, saj na ta nacin
zajamemo variacije v ve¢jem delu lokusa. S tem pristopom smo ugotovili, da so poleg
ze znanih kandidatnih genov za astmo, kot so GSDMA, ORMDL3 in GSDMB, lahko
pomembni tudi drugi, kot so PSMD3, CSF3 in MED24. Nadaljnje proucevanje genetike
astme sklopljeno z ra¢unalnisko analizo bo morda lahko ovrednotilo doprinos sestevka
razli¢énih genetskih variant k astmi. Kot se je nakazovalo tudi v naSi raziskavi je
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pomembno v raziskave genetike astme vkljuciti tudi razlicne fenotipe astme, saj so
genetski razlogi za pojav posameznih fenotipov lahko razlicni. Morda bo definiranje
endotipov astme prineslo boljSe razumevanje genetike astme ter vecjo ponovljivost med
razlicnimi raziskavami. V zadnjih petih letih se je pogled na genetiko astme zelo
spremenil. Pred prvo GWAS leta 2007 je bila genetika astme proucevana vefinoma na
podlagi analize kandidatnih genov. Od takrat dalje so rezultati GWAS bistveno
pomembne;jsi kot rezultati analize kandidatnih genov. Poudarja se pomen proucevanja
razliénih populacij, dejavnikov okolja, zadostne velikosti vzorcev ter definiranja
fenotipov in endotipov astme. NajnovejSe hipoteze predvidevajo, da k razvoju astme
dejansko doprinesejo redke variante, ki jih lahko odkrijemo =z metodami
sekvencioniranja naslednje generacije in bodo v prihodnosti verjetno prinesle nov
vpogled v genetiko astme. Proucevanje genetike astme je prineslo odkritje o Stevilnih
genih ponovljivo povezanih z astmo, ki verjetno vplivajo na njeno patogenezo, a je
njihova bioloska vpletenost v astmo mnogokrat Se nejasna. Zaradi Stevilnih bolnikov z
astmo je pomemben vidik proucevanja tudi povezava odziva na razli¢ne terapije, ki se
uporabljajo za zdravljenje astme in genetskih oznacevalcev, na podlagi katerih bi lahko
predvideli odziv na zdravljenje astme brez predhodnega preizkuSanja ucinkovitosti
zdravljenja. Izkazalo se je namre¢, da se mnogi bolniki ne odzivajo na doloc¢eno
zdravljenje in da je ta odziv ponovljiv, zato domnevamo, da obstaja genetska podlaga.
Do sedaj so odkrili nekaj genov povezanih z odzivom na zdravljenje astme, a vendar so
kot pri proucevanju astme, doprinosi genov majhni. V nasi raziskavi smo odkrili, da sta
SNP-ja rs2142363 in rs833058, ki se nahajata v genu VEGFA povezana z odzivom
otrok na zdravljenje. To pomeni, da bi ta dva SNP-ja z ustreznimi validacijami lahko
uporabili za izbiro vrste zdravljenja. To odkritje hkrati potrjuje vlogo VEGFA pri astmi.
Morda bi na podlagi teh SNP-jev lahko izbrali bolnike za anti-VEGFA zdravljenje pri
dolo€enih bolnikih z astmo. Zaklju¢imo lahko, da sta genetika in farmakogenetika
astme, kljub mnogim raziskavam $e vedno nejasni, a so kljub temu odkriti Stevilni geni,
ki prispevajo k razvoju astme in tako prinasajo vpogled v biologijo astme ter
razumevanje astme, kot kompleksne bolezni z mnogimi fenotipi.
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6

SKLEPI

V sklopu doktorske disertacije smo sklenili sledeCe ugotovitve:

Na podlagi proucevanja SNP-ja rs4795405, ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v RP11-
387H17.4, lahko zaklju¢imo naslednje:

Polimorfizem rs4795405, ki je bil v predhodnih raziskavah vecinoma povezan z
astmo pri otrocih, je povezan tudi z astmo pri odraslih.

Fenotipska analiza je pokazala, da je SNP rs4795405 pomembno povezan predvsem
z astmo brez rinitisa.

Kot prvi smo pokazali, da je SNP rs4795405 povezan tudi s kroni¢no obstruktivno
pljucno boleznijo (KOPB).

Navedeni zakljucki vodijo v potrditev prve hipoteze, da je SNP rs4795405 povezan z
astmo in KOPB pri odraslih.

Na podlagi proucevanja lokusa 17q12—-17q21.1 lahko zaklju¢imo naslednje:

Haplotipi, ki jih sestavljajo SNP-ji rs9916279, rs8066582, rs1042658, rs2302777, ki
se nahajajo v genih PSMD3, CSF3 in MED24, so pomembno povezani z astmo pri
odraslih.

Na nivoju povezave posameznih SNP-jev so ugotovljene povezave z astmo Sibke
oziroma mejno statisticno znacilne, zato ne moremo potrditi njithovega doprinosa k
astmi pri odraslih. Nakazane so naslednje povezave: 1512936231 v ZPBP2,
rs7216389 in rs2305480 v GSDMB, 154795405, ki se nahaja navzgor od ORMDL3 v
RPI11-387HI17.4 in 157219080 v GSDMA. S fenotipsko analizo so nakazane
naslednje povezave: 1s2305480 v GSDMB in 1s8066582 v PSMD3 z astmo, ki se
pricne v otroStvu in rs9916279 v PSMD3 z astmo pri kadilcih. Atopija in pljuc¢no
delovanje pri bolnikih z astmo nista povezana s prou¢evanimi SNP-ji.

Navedeni zakljucki vodijo v potrditev druge zastavljene hipoteze, da je lokus 17q12—
17g21.1 povezan z astmo pri odraslih, vendar ni povezan s fenotipi astme.

Na podlagi proucevanja SNP-jev v genu VEGFA lahko zaklju¢imo naslednje:

Polimorfizma rs2146323 in rs833058 sta povezana z odgovorom na zdravljenje
otrok z astmo, ki so zdravljeni z inhalacijskimi kortikosteroidi (IK) ali z antagonisti
receptorjev za levkotriene (LTRA). Otroci z genotipom AA v rs2146323 imajo
vecje izboljSanje pljucnega delovanja po zdravljenju z IK in vecji delez neurejene
astme po zdravljenju z LTRA v primerjavi z nosilci alela C. Genotip TT v rs833058
je povezan z vecjim izboljSanjem pljucnega delovanja pri otrocih, ki prejemajo
LTRA po potrebi.

Navedeni zakljucki vodijo v potrditev tretje zastavljene hipoteze, da sta SNP-ja
1s2146323 in rs833058 v genu VEGFA farmakogenetska oznacevalca pri astmi.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1  POVZETEK

Za astmo je znacilna druzinska obremenjenost. Kljub Stevilnim raziskavam, genetsko
ozadje astme ostaja nepojasnjeno. Domnevamo, da k njenemu razvoju doprinesejo
Stevilni geni z majhnimi ucinki. V nasi raziskavi smo pri odraslih slovenskih bolnikih z
astmo proucevali SNP rs4795405, ki se nahaja na lokusu 17q12—-17q21.1, navzgor od
ORMDL3 v RPI11-387H17.4. Ugotovili smo, da je rs4795405 povezan z astmo pri
odraslih. Izkazalo se je, da je ta SNP povezan predvsem z astmo brez rinitisa, s ¢imer
smo potrdili rezultate predhodne raziskave pri otrocih. Ker je bilo v preteklosti
pokazano, da je za astmo brez rinitisa znacilna manj reverzibilna obstrukcija dihalnih
poti, ki je sicer znacilna za bolnike s KOPB, smo ta SNP preiskovali $e na skupini
bolnikov s KOPB. Izkazalo se je, da je rs4795405 povezan tudi s KOPB in da je rizi¢ni
alel skladen z rizi¢nim alelom za astmo. Hkrati je to prva raziskava, v kateri smo
proucevali SNP, ki se nahaja na kandidatnem lokusu za astmo 17q12-17q21.1 pri
bolnikih s KOPB. V drugem delu smo nase raziskovanje razsirili na ve¢ji del lokusa
17q12-17921.1, tako da smo analizirali 13 SNP-jev na drugi skupini bolnikov z astmo.
Pri proucevanju posameznih SNP-jev noben izmed 13-ih SNP-jev ni bil statisti¢no
znacilno povezan z astmo pri odraslih. Nakazovale so se le Sibke, mejne povezave z
naslednjimi SNP-ji: rs12936231, ki se nahaja v genu ZPBP2, rs2305480 in rs7216389,
ki se nahajata v genu GSDMB, ter rs7219080, ki se nahaja v genu GSDMA. Nakazovala
se je tudi povezava rs4795405 s celotno skupino bolnikov z astmo, saj v tem delu
raziskave nismo imeli podatkov o prisotnosti rinitisa pri bolnikih z astmo. Ker nobena
izmed povezav ni bila statisticno znacilna ne moremo potrditi vloge posameznih SNP-
jev pri odraslih z astmo. Tudi pri proucevanju povezave med fenotipi astme in 13-imi
SNP-ji lokusa 17q12-17921.1 nismo ugotovili statisticno znacilnih povezav z atopijo,
pljuénim delovanjem, obdobjem, ko se astma razvije in kajenjem, zato ne moremo
potrditi vloge teh SNP-jev pri heterogenosti astme. Najpomembnejsi rezultat nase
raziskave je mo¢na povezava haplotipov lokusa 17q12-17q21.1 z astmo. Eden izmed
treh blokov haplotipov je bil povezan z astmo pri odraslih slovenskih bolnikih.
Sestavljajo ga rs9916279, rs8066582, rs1042658 in rs2302777, ki se nahajajo v genih
PSMD3, CSF3 in MED?24. Haplotipi z najvecjo frekvenco - TCCG, TTTA, CCCA in
TTCA so bili pogostejsi pri astmi kot pri zdravih kontrolah, medtem ko so bili preostali
haplotipi TTCG, TCCA, TCTA in TTTG pogostejsi pri zdravih kontrolah, in so
predstavljali kar 31 % zdravih kontrol v primerjavi s 3 % bolnikov. Z povezavo
haplotipov smo potrdili doprinos lokusa 17q12-17q21.1 k astmi pri odraslih.
Domnevamo, da se nekje v haplotipnem bloku nahaja genetska varianta ali kombinacija
variant, ki doprinesejo k astmi pri odraslih. Hkrati smo z analizo haplotipov zaznali, da
bi tudi geni PSMD3, CSF3 in MED24, ki se pri analizi posameznih SNP-jev niso
izkazali kot pomembni, lahko doprinesli k biologiji astme in do sedaj Se niso bili
proucevani. Za zdravljenje astme se uporabljajo razli¢ne terapije. Izkazalo se je, da
imajo pomemben vpliv na VEGFA, zato smo proucevali povezavo SNP-jev rs2146323
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in 1833058 v genu VEGFA z odzivom otrok z astmo na zdravljenje z IK in LTRA.
Izkazalo se je, da je genotip AA v 152146323 povezan z boljSim odzivom bolnikov na
zdravljenje z IK, vendar slabsim odzivom na zdravljenje z LTRA, kar nakazuje da bi
bolniki z genotipom AA lahko bili u€inkoviteje zdravljeni z IK. Genotip TT v rs833058
je bil povezan z boljSim odzivom pri bolnikih, ki so bili zdravljeni z LTRA po potrebi.
Ti rezultati kazejo, da so SNP-ji v genu VEGFA lahko farmakogenetski oznacevalci pri
astmi.

Astma po vec kot 15 letih intenzivnega genetskega proucevanja Se vedno ostaja uganka.
Glavno odkritje, ki so ga prinesle genetske raziskave je pogled na astmo kot neenotno
bolezen, kar smo potrdili tudi mi, saj je bil rs4795405 povezan le z astmo brez rinitisa.
Povezan je bil tudi s KOPB, kar nakazuje na skupne genetske oznacevalce. Lokus
17q12-17921.1 je eden izmed najmocnejSih lokusov povezanih z astmo in v nasi
raziskavi smo potrdili njegovo povezavo z astmo pri odrasli slovenski populaciji, saj
smo odkrili mo¢no povezavo haplotipov, ki se nahajajo v genih PSMD3, CSF3 in
MED24 in so morda pomembni pri razvoju astme. Pokazali smo tudi, da je VEGFA
pomemben farmakogenetski gen za astmo, katerega bi bilo potrebno dalje preuciti.

7.2 SUMMARY

Family history is very important in asthma. Despite numerous studies, its genetic
background remains unsolved. It is assumed that numerous genes with small effects
contribute to asthma development. In our study, we have analysed SNP rs4795405,
located in 17q12-17g21.1 locus, upstream of ORMDL3 in RPI11-387H17.4, in
Slovenian adult patients with asthma. We found rs4795405 to be associated with
asthma. It has revealed that rs4795405 is specifically associated only with asthma
without rhinitis, what confirms our previous findings in children with asthma. It has
been previously shown that fixed obstruction characterizes asthma without rhinitis, what
is also typical for COPD. Thus, we further analysed rs4795405 in COPD patients. These
SNP was found to be associated also with COPD, with a risk allele identical to asthma.
Nevertheless, this was the first study analysing 17q12-17g21.1 SNP in COPD patients.
Due to rs4795405 association found, we have additionally analysed a larger region of
17q12—-17g21.1 locus in other group of asthma patients. We have analysed 13 SNPs in
adult Slovenian patients with asthma. No significant association was found with asthma
in adults in single SNP analysis. There were only marginal associations found between
rs12936231 in ZPBP2, rs2305480 and rs7216389 in GSDMB, 157219080 in GSDMA,
154795405 located upstream of ORMDL3 in RP11-387HI17.4 and asthma, thus we
cannot conclude that analysed single SNPs contribute to asthma in adults. We have not
confirmed association between asthma and rs4795405 found in first part of the analysis.
The reason could be in smaller portion of patients without rhinitis in this part of the
analysis. In the first part approximately equal number of patients with and without
rhinitis was included, while in second part a general population of asthma patients was
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analysed, for which a higher prevalence of rhinitis is typical. None of 13 analysed SNPs
was significantly associated with asthma phenotypes, specifically atopy, lung function,
asthma in childhood or smoking. Thus we cannot conclude that 13 SNPs analysed
contribute to asthma heterogeneity. The most important result found in our study is a
strong association found between haplotypes constructed of analysed SNPs and asthma
in adult Slovenian patients, what confirms a role of locus 17q12-17g21.1 in asthma in
adults. One of three haplotype blocks was highly associated with asthma. It was
composed of 1s9916279, rs8066582, rs1042658 and rs2302777, located in genes
PSMD3, CSF3 and MEDZ24. Haplotypes with the highest frequency TCCG, TTTA,
CCCA and TTCA were more frequent in asthma compared to healthy controls, whereas
the remaining haplotypes TTCG, TCCA, TCTA and TTTG were more frequent in
healthy controls. TTCG, TCCA, TCTA and TTTG haplotypes were found in 31% of
healthy controls compared to only 3% of asthma patients. We assume there is a variant
or a combination of variants located in associated haplotype that could have a major
impact on asthma. Furthermore, genes PSMD3, CSF3, MED24 were not found to be
important in adult asthma in single SNP analysis, whereas they were found to be highly
important in haplotype analysis. These three genes are poorly studied but could have a
biological role in asthma, thus making them interesting targets for further research. For
asthma treatment, different therapies are used. One of the targets of asthma treatment is
VEGFA. Elevated levels were found in asthma patients, which decreased after
treatment, thus we analysed SNPs rs2146323 and rs833058 located in VEGFA gene and
treatment response in children with asthma treated with ICS or LTRA. It has revealed
that patients with AA genotype in rs2146323 had better response when treated with
ICS. In contrast, AA genotype was associated with worst response to LTRA. These
findings suggest that patients with AA genotype in rs2146323 could be more efficiently
treated with ICS. Furthermore, genotype TT in rs833058 was associated with better
response in patients receiving LTRA episodically. These results show that VEGFA gene
is a prominent marker for personalized asthma treatment.

After more than 15 years of asthma genetics research, its genetic background still
remains an enigma. The main overall observation of those studies is that asthma is a
heterogeneous disease, what was also confirmed in our research, where rs4795405 was
associated only with asthma without rhinitis. We have also shown that rs4795405 is
associated with COPD, what suggests shared genetic background between both
diseases. In our research we have also confirmed asthma association with one of the
most highly replicated locus — 17q12-17g21.1. We found that haplotypes located in
PSMD3, CSF3 and MED24 are highly associated with asthma and could be important in
asthma development. Finally, we have shown that VEGFA is a prominent asthma
pharmacogenetic gene that should be further studied.
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Zahvaljujem se komisiji, izr. prof. dr. Tanji Kunej, prof. dr. Borutu Peterlinu in prof. dr.
Mitju Kosniku, za pregled doktorskega dela in strokovne nasvete, ki so izboljsali
nalogo.

Iskrena hvala tudi vsem sodelavcem Laboratorija za molekularno genetiko in klini¢éno
imunologijo Univerzitetne klinike Golnik, s katerimi smo ob razpravah vedno prisli do
zanimivih zakljuckov ali novih vprasan;j.

Zahvaljujem se tudi zdravnikom Univerzitetne Klinike Golnik ter drugih ustanov, ki so
sodelovali pri zbiranju vzorcev in klini¢nih podatkov.

Iskrena zahvala gre tudi moji druzini, Matjazu in Roku, ter seveda starSem, ki so me
vedno podpirali pri mojem delu. Hvala, ker ste mi vedno stali ob strani.



