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Aplinkos tabako diimy ekspozicija ir ADAM33 geno vieno nukleotido

polimorfizmo rySys su astma
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Vytauto Didziojo universitetas

Epidemiologiniy ir laboratoriniy tyrimy duomenimis pastaruosius 3-4 deSimtmecius visame pasaulyje stebimas vaiky alergiju paplitimo didéjimas.
Tai kelia pasaulio mokslininkams susiripinima ir skatina i$siaiskinti kas lemia alergijy paplitimo augima bei jo skirtumus jvairiose pasaulio Salyse.
Aplinkos tabako diimai didziaja dauguma veikia lokaliai ir gali padidinti arba nuslopinti su sergamumu astma susijusiy geny ekspresija. Atsizvelgiant {
ADAMS33 geno veikima kvépavimo taky lygiuosiuose raumenyse ir kraujagyslése yra didelé tikimybeé, kad gali bati saveika tarp geno ir aplinkos tabako
diimy poveikio jtakos sergamumui astma. Pasaulyje ivairiy tyrimy metu buvo pastebéta, kad ADAM33 geno pasireisSkimas turi rysj su organizmo reakcija
1 ivairias medziagas, esan¢ias aplinkoje. Tokia reakcija gali i§8aukti alergija. Nustadius geno, lemianc¢io sergamuma, buvima pirmaisiais gyvenimo metais
atsiranda galimybé uzkirsti kelia ligai iSsivystyti. Tyrimo tikslas — nustatyti ar yra rySys tarp aplinkos tabako diimy ir Kauno miesto vaiky sergamumo
astma. Tyrime dalyvavo 136 vaikai, atvejams buvo atrinkti visi vaikai, sergantys astma, alergija, egzema (n=76). Nustatyta, kad vaikams turintiems
ADAMS33 geno vieno nukleotido polimorfizmo F+1 AA mutantinj genotipa ir veikiant aplinkos tabako dimams galimybé susirgti astma yra 3,64; 95 % Pl

0,37-41,80, taciau rezultatai néra statistiskai reikSmingi (p=0,186).
ADAM33 geny polimorfizmas, pasyvus ritkymas, astma

Ivadas

Pasaulio mokslininkai vieningai teigia, kad biitina testi
ilgalaikius standartizuotus populiacinius epidemiologinius
ir klinikinius tyrimus, norint nustatyti vaiky astmos
paplitima, jo pokycius jvairiose pasaulio Salyse ir tai
lemiancius faktorius (Chung ir kt., 2003; Lawson ir kt.,
2004; Griska, 2008).

Sutrikusi plauciy funkcija ir bronchy hiperjautrumas
ankstyvoje vaikystéje yra gerai zinomi rizikos faktoriai
astmos iSsivystymui ateityje (Haland, 2006). Yra zinoma,
kad astmai ir bronchy hiperjautrumui yra svarbis
genetiniai ir aplinkos veiksniai. Aplinkos veiksniai daznai
prasideda jau néStumo metu ir ankstyvoje kudikystéje,
daznai tai blina cigare¢iy diimai aplinkoje (Arshad, 2005,
Hofhuis, 2003).

2002 metais van Eerdewegh su kolegomis atrado, kad
ADAM33 genas didina rizika susirgti astma ir bronchy
hiperjautrumu. Véliau labai daug tyrimy patvirtino §i
atradima (Reijmerink ir kt., 2009; Gallagher ir kt., 2011,
Holloway ir kt, 2010; Qui ir kt., 2011; Miyake ir kt., 2012;
Sigiao ir kt., 2013; Song ir kt., 2013; El-Falaki ir kt.,
2013).

ADAMS33 geno vieno nukleotido polimorfizmas V4
(rs2787094) yra geno 3° galo netransliuojamame regione
(3°UTR), kuris gali turéti jtakos transkripcijai. Tai regionas
nutoles nuo polimorfizmo SNP T1 (rs2280091) per 1000
baziy atstuma. RySys tarp TI1 (rs2280091) ir V4
(rs2787094) polimorfizmy gali prisidéti prie astmos
i§sivystymo ir eigos. Polimorfizmas F+1 (rs511898) yra
SeStame introne, esant F+1 (rs511898) polimorfizmui
azotiné bazé cisteinas yra pakeista timinu. Sie poky¢iai gali
pakeisti tarplastelinius signalus ir padidinti fibroblasty, bei
lygiyju raumeny augima, kas ilgainiui sukelia kvépavimo
taky pakitimus (Sigiao, 2013).

Skirtingas geno-geno ar geno-aplinkos saveikos
poveikis taip pat gali bati svarbus (Ober, 2011). Tabako
dimai didziaja dauguma veikia lokaliai ir gali padidinti
arba nuslopinti su sergamumu astma susijusiy geny
ekspresija. Atsizvelgiant | ADAM33 geno veikima
kvépavimo taky lygiuosiuose raumenyse ir kraujagyslése
(Holgate, 2010) yra didelé tikimybé, kad gali biiti saveika
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tarp geno ir tabako diimy poveikio itakos sergamumui
astma. Keletas mokslininky grupiy tyré Sia saveika, bet
buvo gauti skirtingi rezultatai. Viena Nyderlandy
mokslininky grupé teigé, kad gavo reikSminga ADAM33
geno polimorfizmy poveiki, veikianti kartu su in utero
aplinkos tabako diimais, pasireiSkiantj plauciy funkcijai ir
kvépavimo taky hiperjautrumui vaiky populiacijoje
(Reijmerink, 2009), o kita mokslininky grupé Vokietijoje
analogisku tyrimu tokiy rezultaty negavo (Schedel, 2006).

Norint iSsiaiSkinti suaugusiyjy rikymo itaka vaiky
sergamumui astma, motinos atsakinéjo i klausimus apie ju
paciy ir kity kartu gyvenanéiy Zmoniy ritkkyma.

Tyrimy metodika
Genetinei analizei buvo naudojamas atvejis-kontrolé

metodas. Siuo metu vyksta Kauno naujagimiy kohortos
KANC vaiky, sulaukusiy 5-6 mety, sveikatos patikra

(projektas  HELIX, Nr. 308333), siekiant nustatyti
ikimokyklinio amziaus vaiky sergamuma astma.
Individualis duomenys buvo sukaupti naudojant

standartizuota klausimyna ,,Motinos ir vaiko anketa”.
Anketa pildé motinos susilaukusios vaiky 2007-2009
metais ir dalyvavusios ES 6-sios Bendrosios Programos
projekte HIWATE. Anketoje buvo pateikti klausimai apie
oro tarSa namuose, vaiko prieziiira, psichologing raida,
vaiko sveikatos vertinima, tame tarpe klausimai alergijos,
astmos, egzemos simptomams nustatyti.

Tyrimui buvo atrinkti 136 vaikai. Atvejy grupei buvo
priskirti vaikai sergantys astma, alergija ir egzema (n=76).
DNR skyrimui naudojome genominés DNR valymo rinkin{
(SORPOclean™ Genomic DNA Extraction Module).
ADAM33 geno F+1 polimorfizmui nustatyti buvo
naudojami pradmenys:
(F)S’GTATCTATAGCCCTCCAAATCAGAAGAGCC-3°
(R) S’GGACCCTGAGTGGAAGCTG-"3.

ADAM33 V4 polimorfizmui nustatyti:
(F)S’CTCAGGAACCACCTAGGGGAGAAG3’
(R)5S’CAAAGGTCACACAGCCCCTGACCT3’

DNR buvo amplifikuojama polimerazinés grandininés
reakcijos (PGR) metu. PGR buvo atlickama 25ul turyje.
PGR salygos: pradiné denatiiracija Smin. 95°C, toliau 40
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cikly su tokiais zingsniais: 45s. 95 °C, 45s. 59/60 °C, 30s.
72°C. Paskutinis zingsnis 30s. 72°C. Siekiant nustatyti
ADAM33 geno F+1 polimorfizma po PGR amplifikuoti
DNR fragmentai buvo karpomi Mspl (Hpall) restriktaze
(UAB ,,Fermentas®, Lietuva), o V4 polimorfizma po PGR
amplifikuoti DNR fragmentai buvo karpomi Pstl

GA AA GG nekarpytas K- M bp

9 s

-

1 pav. ADAM33 geno SNP F+1 polimorfizmas: heterozigota (GA
116+137bp), mutantiné homozigota (AA 166bp) normali homozigota (GG
137bp) , nekarpytas PRG produktas (290bp) ir neigiama kontrolé
Fig. 1. ADAM33 gene polymorphism SNP F +1: heterozygote (GA 116
+137 bp), homozygous mutant (AA 166bp) normal homozygote (GG
137bp), PRG uncut product (290bp) and a negative control

Rezultatai

Siekiant nustatyti ADAM33 geno polimorfizma, buvo
istirti 136 vaikai, kuriems buvo nustatyti genotipy ir aleliy
dazniai. Buvo vertinamas genotipy bei aleliy dazniy
pasiskirstymas tarp dviejy vaiky grupiy: sirgusiy alergija ir
nesirgusiy  (sveiky). Apskaiéiuotos genotipy dazniy
reik8més yra panasios i teorines genotipy dazniy reikSmes
ir ju pasiskirstymas atitinka  Hardy-Weinberg’o
pusiausvyra (duomenys nepateikti).

IS apklaustyju vaiky motiny 14 % yra rikancios,
néstumo metu riaké 5,9 % motiny, o pirmaisiais vaiko
gyvenimo metais rioké 10,3 % motery. Tarp Kkartu
gyvenan¢iy zmoniy riikanéiy, nejskaiéiuojant vaiko
motinos, buvo 33,1 %.

Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad pasyviai riikantys
vaikai yra daZniau linke sirgti astma, negu vaikai, kuriy
namuose néra cigareéiy dumuy (3 pav.). Rikanciose
Seimose didesnis procentas vaiky sirgo astma (22,2 %),
negu neriikanciose Seimose (9,1 %), rezultatai buvo
statisti$kai reik§mingi (p=0,036).

Taip pat buvo nustatytas ADAM33 geno vieno
nukleotido  polimorfizmo F+1 ir V4  genotipy
pasiskirstymas tarp atvejy ir kontrolés grupiy, ir pasyvaus
rukymo.

restriktaze (UAB ,,Fermentas®, Lietuva). Po karpymo PGR
produktai buvo elektroforetiSkai frakcionuojami 5 %
agarozés gelyje. Gelis analizuojamas ir fotografuojamas
ultravioletingje Sviesoje (UV Transilluminator, Herolab,
Vokietija).

CG GG cc nekarpytas K- M bp

\
2 pav. ADAM33 geno SNP V4 polimorfizmas: heterozigota (CG
290+196+94bp), mutantiné homozigota (GG 196bp), normali homozigota
(CC 290bp), nekarpytas PGR produktas (290bp) ir neigiama kontrolé
Fig. 2. ADAM33 gene polymorphism SNP V4: heterozygote (CG 290
+196 +94 bp), homozygous mutant (GG 196bp), normal homozygote (CC
290bp), uncut PCR product (290bp) and a negative control

ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo F+1
genotipo pasiskirstymas tarp atvejo ir kontrolés statistiskai
reik§mingai nesiskyré (p>0,05) (1 lentelé).

ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo V4 GG
genotipo pasiskirstymas tarp atvejo ir kontrolés statistiskai
reikSmingai nesiskyré (p=0,414). Vaikams turintiems CG
genotipa ir esant pasyviam riikymui sirgti astma galimybe
yra didesné, negu nesant pasyviam rikymui, GS 5,76;
95% PI 0,97-37,39, p=0,019. CC genotipas nebuvo
aptiktas (2 lentele).

- il
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3 pav. Pasyvaus rikymo pasiskirstymas tarp atvejy ir kontrolés
grupiy

Fig.3 Passive smoking distribution between cases and control
groups

1 lentelé. ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo F+1 genotipy pasiskirstymas tarp atvejy ir kontrolés grupiy, ir pasyvaus rikymo
Table 1 ADAM33 gene single nucleotide polymorphism genotype F +1 distribution between cases and control groups and passive smoking

Genotipas Pasyvus rikymas Atvejai (%) Kontrolé (%) GS (95%, PI) P
Genotype Pasive smoking Cases( %) Control (%) OR ((95%, CI)
F+1
AA Taip/Yes 3(10,3) 7(24,1)
Ne/No 2(6,9) 17 (58,6) 3,64 (0,37-41,80) 0,186
GA Taip/Yes 4 (6,5) 17 (27,4)
Ne/No 3(458) 38(61,3) 2,98 (0,49-19,37) 0,167
GG Taip/Yes 3(7,15) 11 (26,2)
Ne/No 3(7,15) 25 (59,5) 2,27 (0,30-17,62) 0,349
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2 lentelé. ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo V4 genotipy pasiskirstymas tarp atvejy ir kontrolés grupiy, ir pasyvaus ruikymo
Table 1 ADAM33 gene single nucleotide polymorphism genotype V4 distribution between cases and control groups and passive smoking

Genotipas Pasyvus riikymas Atvejai (%) Kontrolé (%) GS (95%, PI) p
Genotype Pasive smoking Cases( %) Control (%) OR ((95%, CI)
V4
Taip/Yes 0 -
ce Ne/No 0 . - -
Taip/Yes 5 (8,8) 11 (19,3)
CG Ne/No 3(53) 38 (66.6) 5,76 (0,97-37,39) 0,019
Taip/Yes 5(7,7) 20 (30,8) g
GG Ne/No 5(7,7) 35 (53,8) 1,75 (0,38-8,18) 0,414

Atlikus ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo
F+1 (rs511898) (G>A) analize pagal aleliy pasiskirtyma
tarp atveju ir kontrolés, vaikams turintiems A (mutantinj)
alelj yra didesné galimybé (GS 95 % PI 3,21 (0,8—13,21),
p=0,056) sirgti astma esant pasyviam rakymui, lyginant su
tais, kurie turi G (noramly) alelj, GS 1,93 95 % PI (0,53-
7,13), p=0,260.

Atlikus ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo
V4 (rs2787094) (C>G) analizg pagal aleliy pasiskirtyma
tarp atvejy ir kontrolés, vaikams turintiems G (mutantinj)
alelj sirgti astma esant pasyviam rukymui GS 2,94 (0.96—
9,18), p=0,032.

Rezultaty aptarimas

Lyginant musy atlikta tyrima su Kkitais tyrimais,
atliktais uzsienio mokslininky, buvo gauti panasis
rezultatai. Reijmerink su kolegomis aptiko reikSminga rysi
tarp in utero cigare¢iy dimy poveikio, ADAM33 geno
vieno nukleotido polimorfizmo ir bronchy hiperjautrumo.
Vaikai kurie turéjo ADAM33 geno vieno nukleotido
polimorfizma ir kuriy mamos riiké dazniau turéjo bronchy
hiperjautruma ir sirgo astma, nei tie, kuriy mamos neriké
(Reijmerink, 2009).

ADAM33 yra ekspresuojamas embriono plauciy
audiniuose, mezenchimos lastelése, kurios atsakingos uz
bronchy Sakojimasi ir plauéiy vystymasi. Tai tesiasi iki 17
vaisiaus vystymosi savaités. 2-3 metus po vaiko gimimo
vis dar vyksta alveoliy vystymasis. Siuo laikotarpiu genas
ADAM33 gali turéti didele itaka kaip iSsivystys vaiko
plauciai.

Geno ADAM33 saveika su in utero cigare¢iy dimais ir
cigareCiy diimais esanciais aplinkoje, ankstyvoje vaikystéje
taip pat tyré Schedel su kolegomis (Schedel ir kt., 2006).
Jie neatrado rySio tarp ADAM33 geno SNP ir astmos,
bronchy hiperjautrumo ar sutrikusios plau¢iy funkcijos.
Taip galéjo nutikti dél skirtingos aplinkos arba kitokios
tyrimy metodologijos.

Gali buti keletas priezas¢iy kodél mokslininkai
skirtingose Salyse gauna skirtingus rezultatus. Pirma — yra
skirtingas astmos savokos apibrézimas, naudojamas
skirtinguose tyrimuose. Antra — ADAM33 genas turi tik
nedidelj poveiki astmos eigai, aplinkos poveikis turi daug
didesng jtaka nei genas. Trecia — yra tikimybe, kad
priestaraujantys rezultatai skirtinguose tyrimuose gaunami
dél skirtingos aplinkos ir heterogeniskumo.

ISvados

Remiantis atlikto tyrimo duomenimis, vaikams
turintiems ADAM33 geno vieno nukleotido polimorfizmo
F+1 AA mutantini genotipa ir veikiant aplinkos tabako
dimams galimybé susirgti astma yra 3,64; 95 % PI 0,37—
41,80, taCiau rezultatai néra statistiSkai reikSmingi
(p=0,186).

Vaikams turintiems A (mutantini ) aleli yra didesné
galimybé (GS 95 % PI 3,21 (0,8—13,21), p=0,056) susirgti
astma negu turintiems G (normaly) alelj, ta¢iau rezultatai
néra statistiS$kai reikSmingi.

Reikéty atlikti i§samesnius tyrimus su didesne imtimi.
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Akvilé Bernotaitiené, Asta Danilevicitité
Exposure to environmental tobacco smoke and ADAM33 single nucleotide polymorphism association to childhood asthma.

Summary

Epidemiological and laboratory data of the last 3-4 decades around the globe, the prevalence of children's allergies increase. This poses a global
concern and calls for scientists to figure out what causes allergies and increase the spread of the differences between the various countries of the world .
Exposure to environmental tobacco smoke in the vast majority of working locally and can enhance or suppress the incidence of asthma-related gene
expression. Given the ADAM33 gene functioning airway smooth muscle and blood vessels is a good chance that there may be interaction between gene
and environmental tobacco smoke exposure influence the incidence of asthma. In a world of different studies, it was observed that the ADAM33 gene
manifestation has a connection with the body's reaction to various substances present in the environment. This reaction can cause an allergic reaction.
When the gene that determines the incidence of the presence of the first year of life, an opportunity to prevent the disease develop . The aim - to
determine whether there is a relationship between environmental tobacco smoke and Kaunas city children with asthma morbidity. The study involved 136
children, have been selected for all children with asthma, allergies, eczema (n = 76). We found that children with ADAM33 gene single nucleotide
polymorphisms F+1 AA mutant genotype and exposed to environmental tobacco smoke have an icreased risk for asthma, OR 3.64, 95 % CI 0.37 to
41.80, but the results are not statistically significant (p = 0.186).

ADAM33 gene polymorphism, pasive smoking, asthma

Gauta 2014 m. kovo mén., atiduota spaudai 2014 m. balandzio mén.
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