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IL-4 geno 590C/T polimorfizmas Kauno motery populiacijoje ir sasajos su plauciy
ligomis
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Vytauto Didziojo universitetas

Sergamumas plauciy ligomis didéja visame pasaulyje. Susirgimus daznai lemia aplinkos veiksniai, taciau genetinis faktorius yra vienas i$
pagrindiniy. Organizmo apsauginése imuninése reakcijose imunokompetentinés lastelés saveikauja su jvairiomis signalinémis molekulémis tarp kuriy
reik§mingi yra citokinai. Jy pagalba imuninés sistemos lastelés geba gauti informacija ir koordinuoti funkcija. Citokinai pasizymi pla¢iu veikimo spektru.
Viena i§ didziausiy citokiny grupiy yra interliaukinai, kurie atsakingi uz specifiniy imuniniy reakcijy reguliavima. Bandant nustatatyti konkre€ius plauc¢iy
ligy genus atlikta nemazai genetiniy tyrimy. Genas IL-4 buvo apragomas daugelyje tyrimy susijusiy su plau¢iy ligomis. Tyrimo tikslas - nustatyti Kauno
regiono motery geneting jvairove pagal IL-4 590C/T geno polimorfizma bei jvertinti §iy genotipy pasiskirstyma tarp sveiky ir plaudiy ligomis sirgusiy
motery grupiy. Tyrime dalyvavo 151 moteris, i§ ju 58 buvo sveikos moterys, likusios buvo sirgusiomis plauciy ligomis. Rezultatai parodé¢, kad genotipy
pasiskirstymas atitiko Hardy-Weinberg pusiausvyra. CC genotipas buvo dominuojantis, CC daznis - 0,66, CT genotipo daznis - 0,30 ir TT - 0,04.
Palyginus genotipy daznius tarp abiejy motery grupiy, nustatyta, kad genotipo CC daznis (0,74) buvo didesnis tarp sveiky motery, o genotipai CT (0,35)

ir TT (0,05) dazniau aptikti grupéje, kurioje moterys sirgo plau¢iy ligomis, tadiau skirtumas nebuvo statiskai reik§mingas (p = 0,21).

Plauciy ligos, geno 1L-4 590C/T polimorfizmas

Ivadas

Manona, kad iki 2020 m. mirStamumas nuo plauciy
ligy, tokiy kaip létiné obstrukciné plauciy liga (LOPL),
gali uzimti treCia vieta, ypac besivystanciose Salyse (Hurt
et al., 2000, Hoyert et al., 1999). Tai yra progresuojanti
kvépavimo taky liga, kuri sutrikdo plauciy pracinamuma ir
dujy apykaita ir susijusi su nenormalia plauciy uzdegimine
reakcija i ikvepiamas kenksmingas daleles ar dujas. Prie
LOPL galima priskirti chroning plauc¢iy emfizema,
chronini bronchitg. Rikymas yra vienas i§ svarbiy ir
pagrindiniy faktoriy plauciy ligy etiologijoje, taciau tik 10-
20 % rukanciyjy suserga. Kol kas néra zinomi pagrindiniai
faktoriai, sukeliantys plau¢iy ligas, taciau genetinis
faktorius yra taip pat svarbus (Vladich et al., 2005; Trajkov
et al., 2009). Atlikta nemazai moksliniy genetiniy tyrimy
siekiant nustatyti konkrecius plauiy ligy genus. Tyrimai
daugiausia buvo atlickami su citokiny klasés
chromosomomis. Buvo nustatinéjamos geny I1L-4, IL-13,
IL-19, IL-5, CD14, HLA, TNF rysys su plauciy ligomis
(Ober et al, 2000). Vienas i§ geny, susijusiuy su plauciy
ligomis, tokiomis kaip astma, atopiné astma, alerginé
astma, létiné obstrukciné plauciy liga, padidéjes
kvépavimo taky jautrumas yra IL-4 590C/T, o IL-4 590T
alelis yra susijes su padidéjusia geno ekspresija in vitro ir
didesniu IgE kiekiu in vivo, tuo tarpu kai C alelis susijes su
sumazéjusia geno ekspresija (Rosenwasser et al., 1995). T
»didelés eksperesijos“ alelio daznis varijuoja nuo 70 iki
(Gomes et al., 2012, Anovazzi et al, 2010; Chiang et al.,
2007; Gyan et al., 2004; Hegab et al., 2004; Rosenwasser
et al., 1995). T alelis yra susijgs su véziu (Huang et al.,
2008; Vairaktaris et al., 2007; Varin and Gordon, 2009).
Japonijoje atlikti tyrimai patvirtino rysj tarp IL-4 590C/T
geno polimorfizmo ir astmos (Noguchi, 1999). Walley ir
Cookson, 1996 m. nustatée, kad IL-4 590C/T geno
polimorfizmas susijes su atopine astma, bei plauciu
nepapankamumu.

Tyrimo tikslas - nustatyti Kauno regiono motery
geneting jvairovg pagal IL-4 590C/T geno polimorfizma
bei jvertinti $iy genotipy paplitima tarp sveiky ir plaudiy
ligomis sirgusiy motery grupiy.

Tyrimy metodika

Kaune 2007 - 2009 metais buvo atliekamas Europos
Sajungos 6-sios Bendrosios Programos projektas HIWATE
(Health impacts of long-term exposure to disinfection by-
products in drinking water in Europe). [ tyrima buvo
itrauktos visos néscios Kauno mieste gyvenancios moterys,
kurios sutiko dalyvauti tyrime ir pasiras¢ ,,Informuoto
asmens sutikimo forma“ bei sutiko duoti biologinius kraujo
méginius. Pasinaudojus $io tyrimo duomeny baze, tyrimui
buvo atrinktos visos moterys, kurios anketoje pazymeéjo,
kad sirgo plau¢iy ligomis (93) ir atsitiktinai parinktos
moterys, kurios nesirgo plaudiy ligomis (58). DNR
i8skyrimui naudojome genominés DNR valymo rinkinj
(SORPOclean™ Genomic DNA Extraction Module). IL -4
polimorfizmui nustatyti buvo naudojami pradmenys: IL -4
F 5-“ACTAGGCCTCACCTCACCTGATACG-3%; IL -4 R
5’-GTTGTAATGCAGTCCTCCTG-3". DNR buvo
amplifikuojama polimerazinés grandininés reakcijos
(PGR) metu.

C195bp
100 CT CC CT €T CC CT CC

1 pav. IL-4 geno polimorfizmas: M — markeris, kairéje — fragmenty dydis
(bp), K — kontrolé (nekarpytas fragmentas), takelis1, 3,4,6 — CT
genotipas, takelis 2, 5, 7 — CC genotipas.

Fig.1. IL-4 gene polymorphis: M-marker, K- control (uncut fragment)1,
3,4, 6—genotype CT, 2,5, 7—genotype CC

PGR buvo atlickama 25pl taryje. PGR produktas
karpomas restriktaze Faql (BsmFl) #ER1811 (UAB
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»~Fermentas®, Lietuva). Po karpymo PGR produktai buvo
elektroforetiskai frakcionuojami 5 proc. agarozés gelyje.
Gelis analizuojamas ir fotografuojamas ultravioletinéje
Sviesoje (UV Transilluminator, Herolab, Vokietija) (1
pav.) ir atlickama analizé. Apskaiéiuotos genotipy daZniy
reik§més tarp sveiky ir plauciy ligomis sirgusiy motery
grupiy.

Rezultatai

Siekiant nustatyti Kauno regiono motery geneting
ivairove pagal 1L-4 590C/T geno polimorfizma bei jvertinti
§iy genotipy paplitima tarp sveiky ir plauciy ligomis
sirgusiy motery grupiy, buvo istirta 151 moteris. Motery

58 (38,4 proc.), o antraja 93 (61,6 proc.) moterys.
Rikymas yra vienas i§ rizikos veiksniy, turinCiy itakos
sergamumui plau¢iy ligomis, todél tiriamosios buvo
nagrinétos pagal rikyma. Riakancios ir nertkancios
moterys abiejose grupése pasiskirsté panaSiai, statistiSkai
reikSmingy skirtumy nebuvo, p = 0.126. Rikanciyju
grupéje plauciy ligomis sirgusiy motery buvo 62 proc., 0
nertkanciyjy — 61,5 proc.

Nustacius visy tyrime dalyvavusiy motery IL-4
genotipus, buvo bendrai apskai¢iuota aleliy ir genotipy
dazniai (1 lentel¢). Daugiau nei pusé tiriamyjy turéjo CC
genotipa, kurio daznis 0,66, 0 TT genotipo daznis buvo
labai mazas 0,04. ApskaiCiuotos genotipy dazniy
reik§més yra panasios | teorines genotipy dazniy reikSmes

amziaus svyravo nuo 16 iki 44 mety, amziaus vidurkis -  ir ju pasiskirstymas atitinka Hardy - Weinberg’o
27,4 metai (SD 4,98). Moterys suskirstytos i dvi grupes:  pusiausvyra (1 lentele).
sveikas ir sirgusias plauciy ligomis. Pirmaja grupe sudaré
1 lentelé. Tirty motery IL-4 aleliy ir genotipy dazniai Kauno motery populiacijoje
Table 1. TNF-a genotype and allele frequencies in Kaunas women population
Genotipy daznis Aleliy daznis

Genotype frequency

Allele frequency

CcC CT TT
TeoriSkai tikétinas Istirtas Teoriskai tikétinas Istirtas TeoriSkai tikétinas Istirtas C T
Expected Obtained Expected Obtained Expected Obtained
0,65 0,66 0,31 0,3 0,04 0,04 0,81 0,19

Buvo nustatytas IL-4 aleliy ir genotipy pasiskirstymas
tarp sveiky ir plauciy ligomis sirgusiy motery (2 lentelé).
Lyginant sveiky ir sirgusiy plau¢iy ligomis motery grupes,
C alelio daznis buvo didesnis sirgusiy plauéiy ligomis
motery grupéje (0,85), nei sveikyju grupéje (0,75). C alelio
daznio pasiskirStymas tarp grupiy buvo panaSus (0,15 ir
0,22, atpatinkamai). Genotipy pasiskirstymas tarp sveiky ir
plauciy ligomis sirgusiy motery atitiko Hardy-Weinberg‘o
désni. Tarp sveiky motery teoriSkai tikétinas daznis

panasus | nustatyta, o tarp sirgusiy plauciy ligomis visiskai
sutapo (2 lentelé). Palyginus genotipy daznius tarp sveiky
ir plauiy ligomis sirgusiy motery grupiy, nustatyta, kad
abejose grupése didziausias yra CC (0,74 ir 0,6) genotipo
daznis, o maziausias TT (0,04 ir 0,05) genotipo daZnis.
Abiejy grupiy ty paciy genotipy dazniai nezymiai skyrési
vienas nuo kito, taciau statistiskai reikSmingu skirtumy
nebuvo (p = 0,21).

2 lentelé. I1L-4 genotipy ir aleliy pasiskirstymas tarp sveiky ir plauéiy ligomis sergusiy individy
Table 2. TNF-a genotype and allele frequencies between cases and control

Genotipy dazniai Aleliy dazniai, P
Tiriamy- Genotype frequency Allele frequency
ju grupé cC CT TT
Teoriskai - Teoriskai . Teoriskai .
Subject | tiketinas, p | Guen PV | iketinas, p | Gpr ROV dikerinas, p | Gpre RO ) €| T
Obtained Obtained Obtained
Expected Expected Expected
Sirgusios
plauciu
ligomis 0,72 0,74 0,26 0,22 0,02 0,04 0,85 0,15
Cases
(n=92)
Sveikos
Control 0,6 0,6 0,35 0,35 0,05 0,05 0,78 0,22
(n=59)

Lyginant genotipy pasiskirstyma tarp sveiky ir plauciy
ligomis sirgusiy motery grupiy, nustatyta statistiskai
nereikSmingi  (p>0,05)  skirtumai: CC  genotipo
pasiskirtymas tarp sveiky motery buvo 43,4 proc., motery

sirgusiy plauéiy ligomis — 56,6 proc. TT genotipo
pasiskirstymas — 33,3 proc. ir 66,7 proc., atitinkamai (3
lentelé).
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2 pav. Procentinis genotipy dazniy palyginimas tarp sveiky ir plauciy
ligomis sirgusiy motery
Fig. 2. IL-4 genotype prevalence between cases and control

Rezultaty aptarimas

Gauti rezultatai rodo, kad néra statiSkai reik§mingy
skirtumy tarp genotipy ir aleliy dazniy paplitimo tarp
sveiky ir sirgusiy plaudiy ligomis motery. PanaSius
rezultatus gavo ir Rad et al. (2010), kurie tyré IL-4 geno
polimorfizmo skirtumus tarp sveiky ir sergandiy astma
individy. Gavome panasSius rezultatus { Hebag et al (2004)
skelbtus duomenis, kurie rodo, kad CT ir TT genotipy
paplitimas yra didesnis tarp plauc¢iy ligomis sirgusiy
motery. Hebag et al. (2004) taip pat tyré IL-4 geno
polimorfizmo skirtumus tarp sveiky individy ir serganciy
létine obstrukcine plauciy liga. Buvo nustatyta, kad CT ir
TT genotipy paplitimas buvo didesnis serganéiujy tarpe
(p=0,410).

Vienas i§ pagrindiniy jvairiy plauéiy ligy ir plauciy
vézio rizikos veiksniy yra tabako rikymas. Tabako
dimuose esanios medziagos keiia kvépavimo taky
epitelio atsaka esant genetiniam jautrumui, dél ko greiéiau
vystosi kvépavimo taky uzdegimas. Rikantys Zmonés
létiniu bronchitu serga 5,5 karto, o plauciy véziu - 10 karty
dazniau negu niekada nertikiusieji. Todél buvo svarbu
tvertinti rikymo, kaip plauciy ligy rizikos veiksnio, jtaka
sergamumui plauciy ligomis tirtoje Kauno motery imtyje.
Nustatyta, kad rokymo daznis tarp sveiky motery ir
sirgusiy plauciy ligomis statistiskai reikSmingai nesiskyré
(p=0,849). Todél galima teigti, kad rikymas, tiriant IL-4 -
590C/T polimorfizma sveiky ir plauciy ligomis sirgusiy

motery grupése, Zymios {takos tyrimy rezulatamas
neturéjo.
Tyrime dalyvavusios moterys anketoje  buvo

nurodziusios, jog sirgo plauc¢iy ligomis, ta¢iau nebuvo
patikslinta ligos diagnozé¢, todél Siame tyrime negaléjome
ivertinti rySio tarp konkreCiomis plauciy ligomis sirgusiy
motery ir I1L-4 -590C/T geno polimorfizmo. Tai galéjo
turéti jtakos nustatant rySio stipruma tarp IL-4 -590C/T
genotipy ir sergamumo plauciy ligomis.

ISvados

Lyginant genotipy daznius tarp abiejy motery grupiy,
nustatyta, kad genotipo CC daznis (0,74) buvo didesnis
tarp sveiky motery, o genotipai CT (0,35) ir TT (0,05)
dazniau aptikti grupéje, kurioje moterys sirgo plauciy
ligomis, taciau skirtumas nebuvo statiSkai reikSmingas (p =
0,21). Mes negalime teigti, kad IL-4 -590C/T
polimorfizmas susijes su padidéjusiu sergamumu plauciy
ligomis. Misy rezultatams galéjo turéti jtakos netiksli ligos
diagnostika  ir mazas tiriamyjy skai¢ius. Atliekant
tolimesnius IL-4 geno polimorfizmo tyrimus, reikéty
pakartoti tyrima didesnéje tiriamyju imtyje, o ligos

atvejams  priskirti  dalyvius  turinius  diagnozuota
kvépavimo taky liga.
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IL-4 gene 590C / T polymorphism Kaunas women's population and il-4 gene relationship with lung diseases

Summary

Immune and inflammatory responses mediated by cytokines, play important roles in the pathophysiology of pulmonary diseases which leads to
asthma susceptibility. In the protective immune reaction of organism, an immune competitive cell interacts with various signalling molecules, between
which cytokines are the most important. With their help, the cells of immune system can get the information and coordinate function. Cytokines have a
wide range of function. One of the biggest groups of cytokines is interleukins, which are responsible for regulation of specific immune reactions. The
aim of this study was to investigate the frequencies of polymorphisms in the promoter regions IL-4 590C/T gene in Kaunas (Lithuania) woman
population and determine single nucleotide polymorphism (SNP) between healthy women and woman with a history of pulmonary disease. In this study
participated 151 woman, among them 58 healthy woman and 93 were with a history of pulmonary disease. The results showed that genotypes distribution
was in Hardy-Weinberg equilibrium in whole study population. CC genotype was dominant with 0.66, frequency of CT genotype - 0.30 and TT
genotype - 0.04. There were no statistically significant differences (p = 0.21) found in the allele and genotype frequencies between healthy woman and
woman with a history of pulmonary disease.

Pulmonary disease, IL-4 590C/T gene polymorphism

Gauta 2015 m. kovo meén., atiduota spaudai 2015 m. balandzio mén.
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