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Badania asocjacyjne calego
transkryptomu (TWAS)

w astmie

Transcriptome-Wide Association Studies (TWAS) in asthma

S UMMARY

The greatest advantage of genome-wide association studies (GWAS) is the identification of new genes and biological
pathways that underlie the cause of various diseases. However, they often require further functional studies, which is
not always straightforward: some disease-related regions of the genome might be non-coding or are indirectly related
to the disease or have a small effect. Thus, transcriptome-wide association studies, i.e. TWAS, became an interesting
alternative to GWAS studies. These studies integrate the results obtained in GWAS with data on gene expression

in selected tissue types. It is therefore possible to detect genetically regulated transcriptome changes in the target
tissue where the pathophysiology of the disease is observed. This paper aims to look at the most important and

recent findings of TWAS in asthma.

Najwigkszg korzyscig badan asocjacyjnych catego genomu (GWAS) jest identyfikacja nowych genéw i szlakow biolo-
gicznych, lezacych u podfoza przyczyny roznych chordb. Wymagaja one jednak dalszych badan funkcjonalnych, co
nie zawsze jest proste: niektdre regiony genomu zwigzane z chorobg sg regionami niekodujgcymi lub sg posrednio
zwigzane z chorobg lub ich efekt jest niewielki. Ciekawg alternatywa dla badan GWAS staty sie wigc badania asocja-
cyjne catego transkryptomu, tj. TWAS. Badania te integruja wyniki uzyskane w ramach analiz GWAS wraz z danymi o
ekspresji genow w wybranych typach tkanek. Dzieki temu mozna wykry¢ genetycznie regulowane zmiany transkryp-
tomu w tkance docelowej, w ktérej obserwuije sie zmiany spowodowane przez chorobe. Niniejsza praca ma na celu
przyjrzenie sig jednemu z najwazniejszych odkry¢ TWAS w astmie.

Narozna B.: Badania asocjacyjne cafego transkryptomu (TWAS) w astmie. Alergia, 2022, 4; 22-24

d ponad dekady wysoce popularne wsrdd naukow-
o cOw sg badania asocjacyjne cafego genomu (ang.

Genome-Wide Association Study, GWAS). Analizy
te potwierdzity udziat czynnikéw genetycznych w ryzyku roz-
woju astmy poprzez identyfikacje ponad 140 loci predyspo-
nujacych do zachorowania [1]. Wiekszo$¢ z odkry¢ GWAS to
sekwencje znajdujgce sie w regionach niekodujgcych geno-
mu, a ich funkcja czesto pozostaje niezbadana [2]. Ponadto,
najczesciej dziedziczone warianty ryzyka nie wyjasniajg w
cafosci heterogenicznosci tej choroby. W szczegdlnosci za$
nie uwzgledniajg efektu dodatkowych wariantéw o mniej-
szym efekcie, wptywu wariantéw rzadkich oraz interakciji
geny-$rodowisko.

Badania GWAS charakteryzujg sie niewielkim przefo-
zeniem w praktyce klinicznej, gdyz kazde z odkry¢ wyma-
ga weryfikacji funkcjonalnej i badan klinicznych, w ktorych
potencjalne korzysci przewyzszajg potencjalne ryzyko.
W rezultacie, na ten moment tylko najlepiej poznane geny
(IL4, IL13, TSLP, IL17, IL33, IL25, CRTH2, IL8 i CXCR2) sg
analizowane w kontekscie lekdw biologicznych.

Wszystko to sprawito, iz coraz wigksze zainteresowanie
generujg tzw. badania asocjacyjne cafego transkryptomu

(ang. Transcriptome-Wide Association Study, TWAS) [3].
Ich celem jest identyfikacja zaleznosci pomiedzy gene-
tycznie regulowang ekspresjg gendw i chorobg lub cecha,
€0 pozwala na poznanie dziafania poszczegdlinych genow
i sposéb ich regulacji. Chodzi wiec o wykorzystanie ekspresiji
gendw jako fenotypu i dalszg ocene wptywu polimorfizmow
DNA na ich ekspresje oraz na fenotyp samej choroby.

Analizy TWAS integruja wigc badania GWAS z bada-
niami ekspresji genow w wybranych tkankach, gdzie
mozemy zaobserwowac patofizjologie danej choroby.
W przypadku astmy jest to wigc w szerszym kontekscie
ptuco, a w spojrzeniu szczegétowym konkretny typ komo-
rek, czyli np. nabtonek drég oddechowych lub mig$nie
gtadkie uktadu oddechowego.

Konkretny typ tkanki stosowany w badaniach jest wiec
zarowno zaletg (poznajemy zmiany funkcjonalne w materia-
le docelowym), jak i wadg, gdyz aby uzyskac¢ dany materiat
konieczne sg czesto inwazyjne procedury, np. biopsja lub
bronchoskopia. Duzo fatwiejsze sg badania na mniej inwa-
zyjnym materiale, tj. nabtonku drdg oddechowych pocho-
dzacym z nosa, ale nalezy upewnic¢ sie czy materiat alter-
natywny jest zblizony do docelowego. W tym przypadku,
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nabtonek nosa zawiera te same typy komorek co nabtonek
oskrzeli i jest narazony na te same czynniki srodowiskowe.

TWAS w astmie

Jednym z najwiekszych i zarazem najnowszych badan
TWAS w astmie jest badanie Sajuthi i wsp. z 2022 roku [4].
Autorzy wykorzystali w swoich analizach dane z sekwencjo-
nowania catego genomu i transkryptomu w nabtonku drog
oddechowych z nosa 434 dzieci z astmg | 247 dzieci zdro-
wych. Badacze zidentyfikowali 34725 niezaleznych wariantow
genetycznych, kiore wykazaly zwigzek z ekspresjg 13807
gendw, co oznacza iz 81% gendw ulegajgcych ekspresji
w nabtonku nosa jest w jaki$ sposob regulowana genetycznie.

Zaawansowana analiza bioinformatyczna, wykorzystuja-
ca dane GWAS pacjentow z astma dziecieca i astma doro-
stych pochodzace z Biobanku Zjednoczonego Krélestwa
(ang, UK Biobank), pozwolita na identyfikacje 93 istotnych
transkryptomicznie gendw w astmie dziecigcej (m.in. recep-
tory interleukin: IL1R2, IL7R, IL4R, geny STAT5A, CRHR1-IT1,
MUC16, czynnik transkrypcyjny FOXA3, locus 17921 z gena-
mi GSDMA, GSDMB, IKZF3) i 21 gendw w astmie dorostych
(m.in. mucyny MUC2, MUC5AC), z czego 12 gendw byfo
wspaolnych (m.in. receptor interleukiny 18 IL18R1, interleu-
kina 33 i limfopoetyna zrebu grasicy, TSLP). Analizy TWAS
wykorzystujgce inny materiat (np. ptuco) nie byty w stanie
zidentyfikowac 58 z tych gendw, co $wiadczy o tym jak duzy
udziat w rozwoju choroby ma zmieniona ekspresja w nabton-
ku drog oddechowych.

Cytokiny Th2

IL33 byta najistotniejszym genem zwigzanym z rozwo-
jem astmy dorostych i drugim najwazniejszym w przypadku
astmy dzieciecej. Jej rolg jest aktywacja wrodzonej odpo-
wiedzi immunologicznej oraz wywotanie odpowiedzi Th2-
zaleznej poprzez interakcje z receptorem ST2 i ko-recep-
torem IL-1RAcP [5]. W badaniach wielokrotnie wykazywata
zwigzek z astma i korelacje z cigzko$cia tej choroby [6, 7].

Biatko TSLP ulegato ekspresji w obu typach astmy, co
zgadza sie z dotychczasowymi doniesieniami literaturowy-
mi. TSLP moze bowiem ulega¢ aktywacji przez cytokiny
prozapalne Th2, a poprzez komorki dendrytyczne stymulo-
wac réznicowanie komaorek CD4+ T w limfocyty Th2 [8, 9].
Nadekspresja TSLP w ptucach powoduje rozwdj ciezkiego
stanu zapalnego i nadaktywnosci oskrzeli [10].

Co ciekawe, obydwa biafka okazaly sie istotne jedynie
w analizach nabtonka drég oddechowych, co sugeruje ze
to wtasnie w tym miejscu wywierajg one najwiekszy efekt
na rozwoj choroby.

Locus 17921

Najsilniejszg asocjacje z astma dziecieca wykazat gen
GSDMB kodujacy biatko gasdermine B. Polimorfizmy tego
genu zwigzane sg z cigzkoscig astmy i czestszymi zaostrze-
niami [11]. Sama funkcja gasderminy B zostata odkryta sto-
sunkowo niedawno: jest odpowiedzialna za nadreaktywno$c
oskrzeli i remodeling, nawet w przypadku braku obecnosci
stanu zapalnego [12]. GSDMB indukuje bowiem TGF- B1
poprzez wpltyw na 5-lipooksygenaze (ALOX5). Polimorfizmy
w obrebie genu ALOX5 sg zwigzane ze zwigkszong produk-
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cja leukotrientow i gorsza funkcja ptuc [13]. Z kolei, TGF- B1
bierze udziat w remodelingu drég oddechowych i indukuje
wioknienie nabtonka [14].

Co ciekawe, trzeci gen wykazujacy najwieksza asocjacje
z astma dziecieca to IKZF3 (ang. IKAROS Family Zinc Finger
3), kodujacy czynnik transkrypcyjny odpowiedzialny za regu-
lacje proliferacji limfocytow B. Pochodzi on prawdopodobnie
nie z samego nabtonka, ale z komorek uktadu immunolo-
gicznego, pobranych w trakcie wykonywania wymazu.

Mucyny

Dwa unikalne dla astmy dorostej geny to geny kodujace
mucyny: MUC2 i MUC5AC. Co ciekawe, badacze zauwazyli,
iz polimorfizm rs12788104, odpowiedzialny za nasilong eks-
presje MUC2 i MUC5AC kolokalizuje z sygnatem z GWASSw
powigzanym z astmg dorostych. Obydwa geny sa wiec
prawdopodobnie zwigzane z predyspozycja do zachorowa-
nia. MUCBAC jest glikoproteing wchodzacag w skiad $luzu,
chronigcego drogi oddechowe przed infekcjg i uszkodze-
niami chemicznymi [15]. Jej ekspresja jest znacznie wyzsza
U 0sob chorych na astme Th2-zalezng, zapewne dlatego,
iz jest indukowana przez IL13 [16]. Niewiele natomiast wia-
domo o MUC2 w konteks$cie astmy, gdyz wystepuje ona
gtownie w nabtonku jelit.. Co ciekawe, leukotrieny D4 moga
zwigksza¢ jej ekspresie [17]

Dalsze analizy bioinformatyczne wykazaly zwigzek geno-
typu GG polimorfizmu rs12788104 z astmag o wysokim ste-
zeniu cytokin Th2 i genotypu AA z astmg o niskim stezeniu
cytokin. Eksperymenty in vitro na organoidach uzyskanych
z modelu komarkowego ALl (ang. air-liquid interface) zrozni-
cowanego nabtonka drég oddechowych od dawcow o obu
genotypach wykazaly znaczaco wigkszg ilo$¢ komorek kub-
kowych w hodowlach dawcéw o genotypach GG. Analiza
$luzu wydzielanego przez komorki wykazata natomiast
4,6-krotne wyzsze stezenia biatka MUC5AC w komorkach
0 genotypie GG w poréwnaniu do komorek AA. Co ciekawe,
allel ryzyka astmy rs12788104-G wykazat dodatkowo zwia-
zek z siedmioma innymi genami, z czego trzy z nich — AGR2.
BHLHA15 i FKBP11 — zostaly takze powigzane z mechani-
zmem wydzielania $luzu.

FOXA3

Intrygujacym odkryciem okazat sie czynnik transkryp-
cyjny FOXAS. Stan zapalny Th2-zalezny indukuje ekspresje
tego czynnika powodujac transformacje oskrzelikowych
komarek maczugowatych w komaorki kubkowe.

Analizy badaczy wykazaty, iz polimorfizm rs8103278
wplywajacy na ekspresje FOXAS3 kolokalizuje z locus
z GWAS zwigzanym z astma dziecieca. Allel ryzyka astmy
rs8103278-G wykazat asocjacje z innymi genami o zwiekszo-
nej ekspresiji: BPIFB2, CLCA1, CLCA2, TFF1. Geny te zwig-
zane sg ze zwiekszong produkcig $luzu wywoltywang przez
IL13. Eksperymenty in vitro na komorkach nabtonka drog
oddechowych o genotypie rs8103278 GG i rs8103278 AA
potwierdzity, iz po stymulacji IL13 ekspresja FOXA3 spada,
natomiast w komdrkach niestymulowanych i komorkach
0 genotypie GG stezenie FOXA3 rosnie.

FOXA3 byt dotychczas analizowany w niewielu pracach
poswieconych astmie, zapewne ze wzgledu na sprzeczne
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doniesienia: w modelu zwierzecym jego nadekspresja nie
wykazafa wptywu na zwiekszenie ilosci komorek kubko-
wych, z kolei w innych badaniach wykazat wysokg ekspresije
U pacjentdw z astmg i zwigkszone réznicowanie nabfonka
w komorki produkujgce $luz [18, 19].

Inne badanie

Chociaz niniejsza praca skupia sig gléwnie na naj-
nowszym doniesieniu w tej dziedzinie, warto oczywiscie
wspomniec, iz nie jest ono jedynym. Praca Hao i wsp.
faczy dane z GWASOw z danymi o ekspresji genow
z ptuc [20]. Istotny okazat sie zwigzek allelu T w polimor-
fizmie rs7216389 z czteroma genami: ORMDL3, GSDMA,
GSDMB i CRKRS. W pracy tej autorzy skupili sie glownie
na poszukiwaniu sieci genow, ktore sg gtéwnymi regulato-
rami astmy, wytaniajac 6 gendw (CCL2, SOCS3, CXCL2,
IL1-B, CXCR3 i CD200R1) majgcych najwiekszy wplyw
na geny kontrolujgce astme, tj. ACP1, CCL5, CCL11,
CCR5, IL1A, IL1RN, IL8, IL12B, IL12RB1, IRF1, LTA,
VCAM1 i TNF. Zidentyfikowali takze, iz z duzym prawdopo-
dobienstwem najwiekszy wptyw na predyspozycije astmy

na chromosomie 2g12 ma gen IL1R1, a na chromosomie
17921 gen GSDMA.

Podsumowanie

Badania asocjacyjne catego transkryptomu integrujg
wyniki GWAS z ekspresja genéw w tkankach objetych zmia-
nami chorobowymi. Dzieki nim mozliwa jest identyfikacja
genow, na ktérych ekspresie istotnie wptywaja polimorfizmy
powigzane z chorobg. Najnowsze analizy nie tylko potwier-
dzity istotnosc¢ biatek, ktore sg juz analizowane w kontekscie
lekéw biologicznych (IL33 czy TSLP), ale wskazaly geny
odpowiedzialne za produkcje i sktad $luzu jako bardzo
istotne w patofizjologii astmy (MUC5AC, MUC 2, FOXA3).
Wskazuje to na konieczno$¢ nadania kontekstu badaniom
genomowych poprzez analize zmian w transkryptomie
w poszczegolnych tkankach. Nalezy réwniez wzigé pod
uwage analize nie tylko catych narzadow, jak ptuco, ale tez
wchodzacych w jego skiad poszczegodlnych tkanek i komo-
rek, ktdre w analizie ogéinej moga stanowic niewielki procent
i w rezultacie zostang pominigte, kiedy to by¢ moze wiasnie
w nich zachodzg kluczowe procesy chorobotworcze. |
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