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REZUMAT

Astmul bronsic prezinta subiect de controversa in literatura de specialitate,
fiind definit de Initiativa Globalda pentru Astm (GINA) ca "o boald heterogena,
caracterizata prin inflamatia cronica a cailor respiratorii”, cu productia excesiva de
imunoglobulina E (IgE) si aflux de leucocite, in special eozinofile.

Acest subiect a prezentat importanta pentru studiul nostru, care are ca tema
principald analiza modificarilor genetice intalnite in astmul bronsic alergic la copii si
examinarea rolului jucat de gena lectinei de legare a manozei (MBL) si rolul alelelor
MBL2D si MBL2H in fiziopatologia crizelor acute ale bolii.

Subiectul cercetarii noastre prezinta interes global, astmul bronsic fiind o
boala specifica tarilor dezvoltate industrial (prevalenta sa fiind de 7% in Franta, 8%
in Statele Unite si 15-18% in Anglia). Din acest motiv cercetarile actuale se
concentreaza pe descoperirea de teste genetice in vederea diagnosticului precoce si
tratamentului personalizat mult mai eficient al astmului bronsic. Gena MBL si alelele
sale, MBL2D si MBL2H, prezinta interes global si din ce in ce mai multe studii
cerceteaza potentialul lor determinant in astmul bronsic si rolul in evolutia bolii. Se
cunoaste despre glicoproteina secretata de gena MBL, denumita lectina de legare a
manozei,caintervine in procesul de opsonizare si este prima componentda a
complementului pe calea lectinei, iar insuficienta MBL determina susceptibilitate
crescuta la infectii si atopie. In Romania nu existd teste de screening omologate,
care sa ajute la aprecierea corecta a prevalentei astmului bronsic, boala fiind
subdiagnosticata. Se estimeaza, ca in Romania ar exista peste un milion de
astmatici, cu toate ca figuram cu prevalentd de 3-6 persoane la 100.000 de
locuitori.De asemenea se observa incidenta din ce in ce mai ridicata a astmului
bronsic la copiii din zonele urbane si a astmului problematic-sever (3,7% fata de
1,5%) .

Studiul nostru a pornit de la premisa, ca gena MBL si alelele sale, MBL2D si
MBL2H,pot prezenta anumita relevanta clinica in combinatie cu markerii biologici
standard in evaluarea pacientilor adulti cu astm bronsic. Noi am dorit sa analizam
eficienta acestor markeri genetici atat in diagnosticul astmului bronsic alergic la
copiicat si in evolutia bolii in randul populatiei cu varsta sub 18 ani avand potential
predictiv pentru determinarea episoadelor de acutizare ale bolii.



Astmul bronsic fiind o boald cronica cu posibila evolutie severa cu tot cu
tratament corect administrat poate afecta semnificativ calitatea vietii pacientilor prin
limitarea competentelor fizice ale organismului. Pe langa scaderea QoL al pacientilor
determina si costuri semnificative Tn ceea ce priveste medicatia si metodele
terapeutice utilizate in tratamentul paliativ ale acestor pacienti in fazele avansate ale
bolii.

Obiectivele studiului:

° Evaluarea caracteristicilor clinice (severitatea simptomelor) si paraclinice
(variabilitatea VEMS, prezenta eozinofiliei)ale pacientilor inclusi in
studiu, avand in vedere ca studiul are ca si subiecti copii diagnosticati cu

astm bronsic alergic;

. Evaluarea antecedentelor heredo-colaterale (AHC) (cum ar fi parinti
fumatori sau cu astm bronsic, mediu toxic etc) si a celor personale

patologice (teren atopic, alergii cunoscute etc);

o Evaluarea aplicabilitatii clinice in diagnosticul astmului bronsic alergic la
copii a determinarii nivelului plasmatic de MBL in concordanta cu
markerii biologici cunoscuti: cresterea granulocitelor eozinofile, cresterea

nivelului IgE plasmatic;

e  Evaluarea rolului expresiei genei MBL si a alelelor MBL2D si MBL2H in
etiologia astmului bronsic alergic la copii si in aparitia episoadelor de

acutizare.

Biomarkerii biologici standard in diagnosticul astmului bronsic alergic sunt
reprezentati de numarul de granulocite eozinofile si nivelul de IgE plasmatic. Acesti
biomarkeri prezinta de cele mai multe ori valori crescute la pacientii diagnosticati cu
astm bronsic alergic. Studiile actuale inséd se axeaza pe descoperirea unor
biomarkeri noi de diagnostic si prognostic in astmul bronsic. Concentratia plasmatica
de MBL este considerat un factor nou cu multiple posibilitati atat in evaluarea initiala
cat si in urmarirea evolutiei pacientilor cu astm bronsic.

Rezultatele cercetarilor in domeniu au aratat nivel ridicat de MBL circulant
atat la adulti, cat si la copiii cu astm bronsic, desi putine lucrari raporteaza asocierea



valorilor MBL cu severitatea simptomelor.Totusi exista studii, care sugereaza, ca
nivelul MBL ar putea juca rol modulator in progresia astmului bronsic, astfel sa fie un
marker de sensibilitate pentru evolutia negativa a bolii .

Acest studiu are scopul de a contribui la dezvoltarea unui posibil test de
diagnostic si prognostic, minim invaziv, bazat pe masurarea nivelului seric de MBL in
concordanta cu nivelul plasmatic de IgE si alcelulelor eozinofile in astmul bronsic

alergic de la varste fragede.

Obiectivele Studiului 1:

o Evaluarea caracteristicilor clinice (severitatea simptomelor) si paraclinice
(variabilitatea VEMS, prezenta eozinofiliei) ale pacientilor inclusi in

studiu;
. Evaluarea AHC si APP;

o Evaluarea aplicabilitatii clinice in diagnosticul astmului bronsic alergic la
copii a determinarii nivelului plasmatic de MBL in concordanta cu
markerii biologici cunoscuti: cresterea granulocitelor eozinofile si

cresterea nivelului IgE plasmatic.

Studiul a fost realizat la Sectia Clinica Pediatrie Il, Spitalul Clinic Judetean de
Urgenta, Arad, Roméania, pe o perioada de 1 an intre 2019 si 2020 si a inclus 133 de
pacienti, dintre care 69 cu astm bronsic care au participat la un consult
pediatricpentru simptome respiratorii si 64 de subiecti sanatosi cu varsta, sex si etnie
similara, ca si grup de control. Din grupul de studiu un numar de 43 de pacienti au
fost de acord si cu recoltarea probelor de laborator.

Am realizat anamneza tuturor pacientilor pentru descoperirea antecedentelor
medicale personale, alergii, antecedente familiale si consumul de substante toxice in
cazul parintilor (alcool, fumat etc.).

In plus, s-au efectuat probe ventilatorii pentru a evalua functiile pulmonare si
au fost recoltate specimene de sénge pentru a determinanivelul cantitativ de IgE si

concentratiile plasmatice de MBL.



Pentru a obtine cat mai multe informatii, am efectuat anamneza detaliata a
pacientilorsa cunoastem aspectele legate de simptomatologia resimtita, de
antecedentele personale patologice (alergiile si starile atopice fiind factori favorizanti
pentru aparitia astmului bronsic alergic), de AHC (consumul de toxice a parintilor, in
special fumatul), mediul de provenienta si stilul de viata.

Rezultatul studiului nostru in ceea ce priveste distributia pacientilor in functie
de mediul de provenienta este in concordanta cu studiile internationale, care arata
preponderenta mai mare a astmului bronsic din zonele urbane

Au fost inclusi in studiu pacienti cu varsta sub 18 ani cunoscuti cu
antecedente de astm bronsic alergic, care s-au prezentat pentru acutizarea bolii si
pacientii care au prezentat primul episod de simptomatologie respiratorie sugestiv
pentru aceasta patologie.

In studiul nostru am inclus in total 133 pacienti, dintre care 69 in grupul
pacientilor cu astm bronsic. Putem observa distributia relativ omogena intre sexe in
toate grupele de studiu.Totusi, putem observa o predominantd usoara a numarului
de pacienti de sex feminin diagnosticati cu astm bronsic.

In studiul nostru am descoperit, ca 26.08% dintre pacientii astmatici (n=69) au
prezentat AHC de astm bronsic (Tabel X). Putem observa de asemenea, ca
majoritatea copiiilor cu astm bronsic provin din mediu in care se fumeaza, unul dintre
parinti, sau ambii. Astfel, in studiul nostru am observat, ca in 27.53% din cazuri
fumeaza doar mama, in 36.23% din cazuri fumeaza doar tatal si in 14.49% din
cazuri fumeaza ambii parinti.

Rezultatele noastre arata, ca nu exista diferente semnificative statistic in
evolutia bolii astmatice la pacientii inclusi in studiu, in functie de consumul de toxice
a parintilor (test Kruskal-Wallis, p=0.438). Interesant este ca pacientul cu cea mai
severa evolutie a bolii, provine din familie de nefumatori.

Totusi, daca calculam media claselor de medicamente administrate, putem
observa, ca pacientii cu mama fumatoare si cei cu ambii parinti fumatori au avut
nevoie in medie de 3 clase diferite de tratament, in schimb celelalte doua categorii
de pacienti au primit tratament cronic constituit in medie din 2 clase diferite de
medicamente.

in studiul nostru am urmarit atat modificarile la ascultare, cum ar fi ralurile

pulmonare si wheezing-ul expirator, cat si modificarile probelor sanguine.



Studiul nostru a investigat pentru prima data potentiala semnificatie clinica a
nivelului MBL plasmatic in contextul astmului bronsic la copii, aceste rezultate fiind
publicate intr-o revista de specialitate cu factor de impact. Valorile masurate au
aratat heterogenitate mai larga la pacientii cu astm bronsic decét la martori.

Rezultatele noastre sugereaza, ca nivelul plasmatical MBL comparativ cu
valorile IgE prezinta un rol diagnostic relativ pentru astmul bronsic la copii si
adolescenti, deoarece concentratiile de MBL au o relevanta mai mare in diagnosticul
astmului bronsic lacopii si sensibilitate si specificitate mai mari, avand in vedere ca
toti pacientii astmatici au avut valori ale MBL modificate comparativ cu valorile IgE,
care au fost modificate doar la cativa pacienti cu astm bronsic. Discrepanta dintre
valorile IgE in cadrul grupurilor de studiu necesita studii suplimentare; sunt necesare
si studii suplimentare pentru elucidarea rolului jucat de MBL in determinismul si
evolutia astmului bronsic la pacientii minori.

Lectina de legare amanozei (MBL) este prima componenta a complementului
pe calealectinei si un reactant de faza acuta secretat de ficat. Este codificata la om
de o singura gena functionala (MBL2) localizatd pe cromozomul 10q11.2 — g21.
Concentratia scazuta si insuficienta MBL sunt cauzate de polimorfisme in codonii§2
(CGT — TGT; desemnat alela D), 54 (GGC — GAC; B) si §7 (GGA — GAA; C) in
exonul 1 al genei structurale MBL2, care rezulta in substituti de aminoacizi
Arg—Cys, Gly— Asp si Gly—Glu in peptida. Concentratia MBL depinde in mare
masura de mai multe polimorfisme ale regiunii promotorului genei MBL2, dintre care
perechea de baze (bp) din pozitia -221 este din punct de vedere clinic cea mai
importanta (schimbarea nucleotidelor G — C; respectiv alelele Y — X). Prezenta
alelei X in starea homozigota influenteaza concentratia serica de MBL bazala egala
cu acea alela varianta structurala unica.

In Romania din cauza lipsei de studii sunt foarte putine date legate de
determinismul genetic al astmului bronsic. Cercetarile internationale au aratat deja
ca gena MBL2 este un factor important al sistemului imunitar innascut, iar
functionarea sa deficitara poate cauza susceptibilitate crescuta la infectii, alergii si
dezvoltarea astmului bronsic.

Acest studiu are scopul de a aduce completari la datele deja cunoscute
despre gena MBL2 si cele doua alele importante. Dupa cunostintele noastre acest

studiu evalueaza pentru prima data in Romania importanta lor in etiopatogeneza



astmului bronsic, severitatea si frecventa exacerbarilor bolii la pacienti cu varste sub

18 ani.

Obiectivele Studiului 2:

. Evaluarea incidentei diferitelor genotipuri;

o Evaluarea incidentei diferitelor alele;

J Evaluarea exacerbarilor in functie de alela prezenta;

o Evaluarea aplicabilitatii clinice atat in diagnosticul astmului bronsic

alergic la copii, céat si valoarea predictiva pentru evolutia bolii.

Acesta este un studiu prospectiv care isi propune sa analizeze corelatiile
dintre gena alela MBL prezenta sinumarul de exacerbari, respectiv severitatea
acestora la copii si adolescenti cu astm bronsic.

Subiectii de studiu sunt pacienti cu varsta <18 ani care au indeplinit criteriile
de includere (copii si adolescenti, careau prezentat o variabilitate a volumului
expirator fortat (FEV) si au fost sub tratament cu bronhodilatatoaresi
antihistaminice), ai caror parinti au dat acordul scris pentru participare. De
asemenea am obtinut consimtamantulinformat de la adolescenti.

Studiul a fost realizat la Sectia ClinicaPediatrie II, Spitalul Clinic Judetean de
Urgenta Arad, Roménia, pe o perioada de 1 an intre 2019 si 2020 si a inclus 133 de
pacienti, dintre care 64 de pacienti cu astm bronsic care au participat la un consult
pediatric pentru simptome respiratorii si 69 de subiecti sanatosi cu varsta, sex si
etnie similara, ca si grup de control.

Statusul de fumator al tatalui s-a aratat a fi un factor de risc important pentru
dezvoltarea astmului bronsic la copiii proveniti din familii cu antecedente heredo-

colaterale nesemnificative sau absente in ceea ce priveste aceasta maladie.

Din céate stim, acesta este primul studiu care examineaza in Romaénia
relevanta clinica a nivelului plasmatic de MBL in contextul astmului bronsic la
pacientii cu varsta sub 18 ani. Rezultatele cercetarii noastrear trebui, prin urmare, sa

extinda cunostintele anterioare despre legatura presupusa intre MBL si patogenia de



astm bronsic la copii si ofera date noi cu privire la noile instrumente potentiale care
sa fie utilizate insimplificarea si imbunatatirea diagnosticului acestei patologii la copii
si adolescenti.

Studiul nostru s-a concentrat pe determinarea nivelurilor plasmatice de IgE la
pacientii stratificati pe baza nivelurilor de MBL si eozinofilelor din sange in fluxul
sanguin sistemic. Am gasit 12 pacienti cu astm bronsic care au prezentat niveluri
crescute de eozinofile in probele de sange, in timp cesubiectii din grupul de control
au avut un numar normal de eozinofile. Acest lucru sugereaza ca numarul
eozinofilelorpoate fi util pentru delimitarea intre copiii cu astm bronsic si copiii
sanatosi.Odata prezente in caile respiratorii si circulatia sistemica a sangelui,
eozinofilele elibereazd unele substante, care pot determina modificarile
bronhoconstrictiei si deteriorarii celulelor epiteliale.Aceasta deteriorare, legata de
citokinele profibrotice eliberate de asemenea de eozinofile si celulele epiteliale,poate
duce la remodelarea cailor respiratorii.

Nivelurile crescute de MBL si activitatea sa la pacientii alergici pot contribui la
activarea suplimentara de complement prin calea lectinei si, prin urmare, la o
severitate crescutd a markerilor alergici, cum ar fio crestere a numarului de
eozinofile din sange. Activarea complementara a MBL poate conduce,
deasemeneadirect la dezvoltarea alergiilor prin afectarea nivelului de citokine
proinflamatorii.

Prin urmare, studiul de aici a avut ca scop sa contribuie la descoperirea unui
posibil test minim invaziv de diagnostic sau prognostic bazat pe masurarea
nivelurilor serice de MBL in conformitate cunivelul IgE si al celulelor eozinofile in
astmul bronsic alergic inca de la varste fragede.

In studiul nostru, concentratiile plasmatice de MBL au fost semnificativ mai
mari la copiii cu astm bronsic comparativ cu controalele sanatoase. De asemenea,
am gasit o corelatie pozitiva intre concentratiile din plasma de MBL si nivelurile de
IgE in probele de sange periferic. Aceste date ofera dovezi pentru oasociere intre
acesti doi biomarkeri, care pot reflecta aspecte moleculare similare care stau la baza
perturbarii functiilor cailor respiratorii. Cu toate acestea, aceasta asociere este dificil
de luat in considerare pentru a indica un rol al MBL in patogeneza astmului alergic la
pacientii copiii si adolescenti, dat fiind faptul caaceastacorelatie nu implica
cauzalitate. Mai degraba, ar trebui consideratda ca o constatare interesanta care

merita investigatii suplimentare.



Studiul nostru are limitele sale. O astfel de limitare este reprezentata de faptul
ca probeleau fost colectate in timpul perioadelor de remisie la copii deja diagnosticati
cu astm bronsic.A doua limitare se datoreaza faptului ca nivelurile plasmatice de
MBL pot varia usor intrendivizi in functie de factorii de mediu (de exemplu,expunerea
la arsenic, plumb, poluanti organici persistenti,poluarea aerului) si infectii sau alte
patologii inflamatorii, care ar putea interfera cu rezultatele obtinute.

Cu toate acestea, rezultatele noastre sunt promitatoare. Credem ca
determinarea MBL plasmatic in viitor poate fi folosita ca test de diagnostic si
prognostic in astmul bronsic. Aceste descoperiri sustin studii de cercetare anterioare
care au raportat niveluri crescute de MBL atat la adulti, cat si la copii diagnosticati cu
astm bronsic. Studiile sugereaza ca MBL ar putea juca un rol modulator in progresia
astmului si, prin urmare, sa fie un marker al susceptibilitatii pentru boala severa sau
un marker pentru un fenotip distinct de astm. Doi autori au raportat o asociatie intre
nivelurile de MBL si eozinofilie, sustinand ipoteza noastra a unui rol pentru MBL in
diferite fenotipuri de astm .

in studiul nostru am investigat semnificatia diferitelor genotipuri ale MBL2,
care pot determina concentratie scazutd de MBL si insuficientd de MBL la copiii
diagnosticati cu astm bronsic alergic.

O limitare importanta a studiului nostru este reprezentat de lipsa datelor
asupra rolului jucat de gena MBL in declansarea astmului bronsic, si in rata
exacerbarilor la copii. Comparativ cu adultii, copiii au sistemul imunitar mai putin
dezvoltat, astfel evolutia bolii si reactiile organismului vor fi diferite la stimuli.

La evaluarea efectului genotipului MBL2 asupra aparitiei atopiei la martori, nu
au fost detectate rezultate semnificative statistic. Cu toate acestea, atunci cand se
evalueaza simptomele clinice dintre controalele cu atopie, simptomele tractului
respirator inferior tind sa fie mai putin frecvente la femeile care poarta genotipul A /
O decét la cele cu genotipul A / A. Diferentele de distributie a genului in ceea ce
priveste atopia si tulburarile conexe au fost detectate anterior.

S-a observat ca defectul de opsonizare cauzat de insuficienta MBL este
asociat cu atopie la copii. Cu toate acestea, legatura directa intre insuficienta MBL si
atopie nu a fost studiata anterior.

Rezultatele noastre anuleaza efectul predispozant sugerat anterior al
insuficientei MBL asupra atopiei, cel putin la copii. De fapt, insuficienta MBL poate

oferi chiar protectie impotriva simptomelor atopice in anumite subgrupuri.



Originalitatea tezei de doctorat intitulata ” Alele predictive ale riscului de
exacerbare in astmul bronsic alergic — MBL2D si MBL2H" consta in faptul c&, dupa
cunostintele noastre in Romania este prima lucrare stiintifica, care urmareste
legatura dintre nivelul seric de MBL si riscul de exacerbare al astmului bronsic
alergic la copii, respectiv alelele prezente la pacientii inclusi in studiu, si rolul
acestora in evolutia bolii.Nivelul de MBL seric s-a dovedit un marker important in
diagnosticarea astmului bronsic alergic la copii avand o specificitate si o sensibilitate
crescuta fata de ceilalti markeri. Descoperirea remarcabila a acestui studiu este
faptul ca in cazul pacientilor fara antecedente heredo-colaterale de astm bronsic,
consumul de tutun in cazul tatalui a predispus la aparitia acestei maladii.

Rezultatele acestei lucrari subliniaza importanta epigeneticii in cazul astmului
bronsic alergic la copii, respectiv importanta stilului de viata al parintilor, care prin
consumul de tutun poate determina aparitia astmului bronsic alergic la copii prin
modificarea epigenomului, in lipsa antecedentelor heredo-colaterale pentru aceasta
maladie.

Daca genetica "da nastere" vietii epigenetica o modeleaza. Acest aspect
aduce in discutie responsabilitatea in ceea ce priveste stilul de viata al parintilor
pentru a nu determina aparitia de maladii la copii.in acelasi timp cunoasterea
implicarii genetice in cazul copiilor cu astm bronsic poate influenta abordarea si
managementul adecvat al astmului bronsic la copii pentru a evita aparitia formelor

severe de astm bronsic la varsta adulta.
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