Streszczenie

W przebiegu astmy oskrzelowej dochodzi do przebydésiany drég oddechowych,
Cco jest swoist cechy tej choroby i u cgci pacjentow mege prowadzi do nieodwracalnego
zwezenia drog oddechowych (nieodwracalnej bronchoobjiyraStopiean zaawansowania
i szybkag¢ rozwoju tego typu zmian jest zmiicowany osobniczo, a zjawisko
to prawdopodobnie pozostaje uwarunkowane genetycznProcesom przebudowy
(ang.remodeling tkanki, czy narzdu towarzyszy proces rewaskularyzacji i powstawanie
nowego unaczynienia. Liczbie nowopowstatych nacodpowiada zwikszone sizenie
czynnikdw angiogennych, do ktérych nafemiedzy innymi czynnik wzrosturodbtonka
naczyniowego (angiascular endothelial growth facter VEGF).

W dostpnej literaturze odczuwa ¢siobecnie brak dostatecznej so doniesi@,
ktére oceniatyby ewentualny wptyw polimorfizmu geMEGF na przebudoyvw obrbie
drog oddechowych u os6b dorostych chorych na @siskrzelow. Dlatego te w niniejszej
rozprawie podjto prole wykazania asocjacji polimorfizmu pojedynczego meakjdu
(ang.single nucleotide polymorphissmSNP) w pozycji -2549 -2567 dell8 w obie rejonu
promotorowego genu dla czynnika wzrostmodbtonka naczyniowego z rozwojem
nieodwracalnego zgzenia drog oddechowych. Ponadto dokonano analizyzliwej
korelacji tego polimorfizmu i nieodwracalnej browafturacji z podwyszonym srednim
stezeniem VEGF w surowicy krwi oraz wzmong aktywndcia komérek alergicznego
zapalenia (bazofile) u pacjentow z agtoskrzelovy.

Badanie przeprowadzono na grupigezinie 122 oséb (w tym 80 kobiet) w wieku
od20do 70 lat (mediana wieku 53 lata), z ktoryé@ osob (w tym 26 kobiet)
nie prezentowato przewleklych schatizekiadu oddechowego (zdrowa grupa kontrolna).
U kolejnych 42 os6b (w tym 25 kobiet) w wieku od @4 69 lat (mediana wieku 55 lat),
na podstawie badania spirometrycznedgh-agonisg wziewnym wedtug wytycznych GINA,
zostato ustalone rozpoznanie astmy oskrzelowej eodwracalp bronchoobturagj
natomiast w grupie naginych 40 oséb (w tym 29 kobiet) w wieku od 23 do la$¢
(mediana wieku 52 lata) z rozpozpaastny oskrzelows wykazano odwracalé zwezenia
drog oddechowych.

Pocatkowy etap bada obejmowat okrélenie wystpowania polimorfizmu
insercyjno-delecyjnego, ktéry polega na dodaniu lthacie fragmentu genu w aiie
regionu promotorowego genu dla VEGF w pozycji -252%67 dell8 — do tego celu

zastosowana zostala metoda reakcjictechowej polimerazy (angpolymerase chain



reaction— PCR). We wszystkich badanych grupach stwierdatsminacg genotypu dell8,
bez wzgtdu na wystipowanie astmy oskrzelowej, czy ezkos¢ bronchoobturacji.
Zarowno iloraz szans, jak i istot§to statystyczna uzyskanych wynikow badaskazui,

iz obecné¢ genotypu dell8 wykazuje asocjacjzarowno 2z astm oskrzelow,

jak i z rozwojem nieodwracalnego @ienia drog oddechowych. Uwzghi¢ nalezy takze

dodatkowy czynnik nasilagy ekspresgj fenotypu choroby z nieodwracglbronchoobturagj

ktorym jest palenie papierosow.

Kolejnym etapem badawtasnych byta analiza surowiczychesn VEGF w grupach
badanych pacjentow z asinoskrzelow i w grupie kontrolnej. Do oznaczeniag&tnia
VEGF w surowicy krwi pacjentbw we wszystkich grupadadanych zastosowano
ilosciowg metod immunoenzymatyczn - test podwdjnego wrania ELISA
(ang.,sandwich” enzyme linked immunosorbent agsajNa podstawie uzyskanych
wynikéw bada wnioskow& nalezy, ze srednie surowicze stenie VEGF pozostaje
istotnie statystycznie wgze u pacjentow z asgnoskrzelowd, niz u osob bez przewlektych
schorzé uktadu oddechowego. Po uwedhieniu cézkosci bronchoobturacji, statystycznie
istotrg  réznicg potwierdzono zestawig zdrows grupe kontrolmg i grupe chorych
z astm oskrzelow z nieodwracaly bronchoobturagj u ktérych sizenie VEGF byto
znacaco podwyszone. Ponadto zauweno, ze osoby oberzone genotypem dell8
genu VEGF wykazuj statystycznie istotnie wgze surowicze @tenia VEGF, ni osoby
z genotypem ins genu VEGRrednie surowicze stenie tego czynnika bylo najusze
u pacjentow z astgni genotypem dell8, wigze nk w grupie kontrolnej z genotypem dell8,
u pacjentdw z astgn i genotypem ins oraz w grupie kontrolnej z genetyp ins.
Uzna nalezy wigc, ze srednie osoczowe @tenie VEGF koreluje z  ekkoscia
bronchoobturacji wygpujac w zwigkszonym sizeniu u astmatykOw z nieodwracalnym
zwezeniem drég oddechowych; dodatkowo obeéngenotypu dell8 genu VEGF koreluje
ze zwekszonym sgzeniem tego czynnika w surowicy krwi.

Nastpnym etapem w badaniache¢tyich w niniejszej pracy byto wykorzystanie
metody cytometrii  przeptywowe] analizge] aktywnd¢ bazofilbw na podstawie
znakowania przeciwciatem anty-CD203c  w grupach bgada w $rodowisku
zawierajcym jako czynnik stymulapy fMLP (kontrola pozytywna), a tak VEGF
we wzrastajcych stzeniach oraz w probie komorek spoczynkowych, niestgmanych.
Uwzgledniajgc aktywna¢ bazofilbw wyraong jako odsetek tych komoérek z ekspsesj
receptora CD203c na ich powierzchni, w probie wgimsiowanej uzyskano zhibng

mediar odsetka aktywnych bazofilbw w grupie kontrolnejanrw grupach badanych



0s6b z astm oskrzelows, bez wzgtdu na genotyp i nasilenie bronchoobturacji.
Po stymulacji bazofilbw przy udziale fMLP wykazanistotrg statystycznie rinice

w aktywnaci tych komorek uwzgldniajgc polimorfizm dell8 genu VEGF w grupie
kontrolnej i u chorych z astroskrzelowy, a take zestawiajc obie te grupy z genotypem ins.
Analizujagc aktywne bazofile po stymulacji ragrymi stzeniami VEGF stwierdzono
zblizony odsetek aktywnych komérek w poszczegolnych aghpbadanych, a istotnie
statystyczg roznice zaobserwowano u chorych z astnoskrzelows i z odmiennymi
genotypami dell&sins genu VEGF, a tak pome¢dzy grup pacjentow z astmoskrzelovwy

z genotypem dell8, a graikontrolrg z genotypem dell8 genu VEGF. Uzmystawia to,
ze stymulacja bazofilbw przy udziale VEGF wzmaga yekios¢ tych komoérek.
Dodatkowo u pacjentéw ohgionych genotypem dell8, zaréwno w grupie kontrolnej,
jak i w grupie z astm oskrzelowy, aktywna¢ bazofilow po stymulacji VEGF pozostaje
wyzsza nk w probie komérek spoczynkowych, niestymulowanych.

Patomechanizm przebudowy oskrzeli w astmie jestpewndcia ztozony.
Uzyskane wyniki ukladgj sic w logiczny ciag, ktory mae wskazywd na kolejm,
dotychczas nie rozwarg, s$ciezke tego procesu. Polimorfizm regionu promotorowego
-2549 -2567 genu VEGF w postaci obearogenotypu dell8 nie tylko jest skojarzony
z podwyszonym sfzeniem VEGF w surowicy krwi, ale rowrie ze zwikszon,
pod wptywem VEGF, aktywagjbazofiléw i przez to z wksz predypozycj do uwalniania
mediatorow z tych komérek. Oba te procesy sprzyjapzwojowi remodelingu.

Hipoteza powysza jest warta przeprowadzenia dalszych hadaduej probce pacjentow.



