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1 JVADAS

Darbo aktualumas. 2014 mety Pasaulio Sveikatos Organizacijos (toliau trumpiniu PSO)
duomenimis, apytiksliai 3,3 milijono mir¢iy (5,9 proc. visy mirc¢iy) 2012 metais buvo susijusiy su
alkoholio vartojimu. Daugiau nei puse¢ $iy mir¢iy sudaré: Sirdies ir kraujagysliy sistemos 1igos,
diabetas, jvairaus tipo véziniai susirgimai bei vir§kinamojo trakto sistemos ligos (55).

PSO duomenimis, 2010 metais, vienam asmeniui tenkantis grynojo alkoholio suvartojimo
kiekis buvo apytiksliai lygus 6,2 grynojo alkoholio litry per metus. Tuo tarpu, Lietuvoje vienam
asmeniui tenkantis grynojo alkoholio suvartojimo kiekis buvo 15,4 suvartoty litry, o 2012 mety
duomenimis — 16,9 suvartoty litry tenkanciy vienam asmeniui. Pagal $ig statistikg, Lietuva —
daugiausiai grynojo alkoholio suvartojanti $alis, aukStas pajamas gaunanciy Saliy grupéje. 2010
mety duomenimis, apytiksliai 50,4 proc. vyry ir 24,3 proc. motery, 30 dieny laikotarpyje,
epizodiskai suvartodavo didelj kiekj alkoholiniy gérimy (55). Pateikti duomenys rodo didelj
problemos mastg bei tendencingai kylantj alkoholio suvartojimo kiekj.

Kita labai opi Lietuvos problema — savizudybés, kurios, literatiros duomenimis, gali biiti
susijusios su alkoholio vartojimo sutrikimais (toliau trumpiniu AVS) (52). Tyrimo metu,
priklausomybé nuo alkoholio pasireiské 43 proc. auky (n = 229), 0 AVS buvo daznesni vyry
grupéje (39 proc.), nei motery (26 proc.) (31). Kito tyrimo metu, apklausus 20 000 pilnameciy
respondenty, paaiskéjo, kad 37 proc. asmeny, turinéiy alkoholio priklausomybe ar AVS, buvo
anksciau diagnozuotas psichikos sutrikimas. Be to, 22 proc. respondenty, kuriems buvo nustatytas
psichikos sutrikimas, buvo priklausomi ar nevaldomai vartojo alkoholj (59). Apibendrinus
literattiros duomenis mokslininkai parodé, kad sergamumas psichikos ligomis yra daZznas reiSkinys
tarp asmeny, kuriems nustatytas vienas i§ AVS (8).

AVS etiologija — daugiaveiksné. Genetiniai Zymenys asocijuoti su AVS pasiskirste geny
srityse, kurie atsakingi uz alkoholio metabolizma, neuromediatoriy receptoriy veiklg ar juos
sudaranciy vienety funkcijg. Pastebéta, kad uz Sias funkcijas atsakingy baltymy aktyvumo
pakitimai lemia atsiradusig priklausomybe nuo alkoholio ar kitus psichologinius sutrikimus.

Praktiné tyrimo reik§meé. Labai svarbu iStirti naujus ir patikrinti senus genominius bei
aplinkos veiksnius darancius jtakag AVS. ISsiaiSkinus naujas genetiniy veiksniy asociacijas biity
padétas svarbus pagrindas tolimesniems tokio pobudzio tyrimams. Taip pat, atrastos asociacijos
galéty buti vienos 1§ sudétiniy daliy, paaiskinanc¢iy kompleksinés etiologijos AVS.

Darbo tikslas — Nustatyti naujus su alkoholio vartojimo dinamika siejamus genominius
veiksnius bei jvertinti zinomy su AVS siejamy genominiy veiksniy paplitimg ir ypatumus Lietuvos

populiacijoje.



Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti duomeny baziy Ir literatiiros analizg bei pasirinkti kandidatines geny sritis bei vieno
nukleotido variantus (toliau trumpiniu VNV) jose galimai asocijuotus su AVS;

2. Atliktus viso genomo plataus masto genotipavimo duomeny kokybés kontrole ir
bioinformacing analiz¢ nustatyti naujus genominius veiksnius turincius jtakos AVS
Lietuvos populiacijoje.

3. Atlikus tiriamosios imties genotipavimg pagal pasirinktus, su AVS siejamus VNV,
palyginti jy aleliy bei genotipy dazniy pasiskirstymg tarp pagal alkoholio vartojima
skirtingy Lietuvos populiacijos grupiy.

4. Nustatyti ir jvertinti su AVS siejamy VNV aleliy ir genotipy dazniy pasiskirstymo

skirtumus tarp Lietuvos ir kity Europinés kilmés populiacijy.

2 LITERATUROS APZVALGA

2.1 Alkoholio metabolizme dalyvaujantys fermentai bei ju pakitimai darantys jtaka AVS

Alkoholio metabolizme dalyvauja fermentai (1 pav.), kuriy efektyvumas audiniuose
skirtingas: vienu atveju, didesnis kepenyse, o Kitu atveju — smegeny dangaluose. Pagrindiniai
fermentai atsakingi uz alkoholiniuose gérimuose esancio etanolio metabolizma yra alkoholio
dehidrogenazé (ADH) ir aldehido dehidrogenazé (ALDH). Etanolis, dalyvaujant ADH fermentui,
yra metabolizuojamas j acetaldehida, kuris, dalyvaujant ALDH fermentui, ver¢iamas ] acetato
junginj (81). Acetato junginys per eile biocheminiy reakcijy gali buti veriamas j acetil—
Kofermentas A. Aktyvi acetil-KoA forma gali dalyvauti energijos gamybos procese, kuris vyksta
Krebso cikle, arba biiti veriama | riebigsias rugstis ir dalyvauti energijos kaupimo procesuose
(50). Vartojant alkoholinius gérimus, dél sulétéjusio acetaldehido katabolizmo grei¢io ir
padidéjusios acetaldehido koncentracijos, gali atsirasti nepageidaujamos organizmo reakcijos:

odos paraudimas, pykinimas (81).
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1 paveikslas. Alkoholio metabolizme dalyvaujantys fermentai (47)

Zmogaus genome i3 viso yra septyni ADH fermentus koduojantys genai bei trys ALDH
fermentus koduojantys genai (35). Kepeny audinyje veiklis ADH1B*2 ir ALDH*2 geny aleliai,
tyrimy duomenimis, daro jtaka etanolio metabolizmui ir rizikai susirgti alkoholizmu ar kitu AVS
9).

ADH1B*2 geno alelis turi rs1229984 VNV. Pakites fermentas geba oksiduoti etanolj
beveik 80 proc. grei¢iau nei laukinio tipo fermentas (14). L. J. Bierut ir kolegy publikacijoje tirti
2298 nuo alkoholio priklausomi ir 3334 kontroliniai asmenys. Pastebéta, kad ADH1B*2 alelj
turintys asmenys tur¢jo statistiSkai reikSmingai mazesne tikimybe susirgti alkoholizmu: Sansy
santykis (SS) = 0,34 (95 proc. PI0,24-0,48, p = 6.6%10e—10) (3).

Kitas ADH1B geno variantas — ADH1B*3 (rs2066702), taip pat, asocijuotas su sumazéjusia
tikimybe susirgti alkoholizmu (14, 17). Alelio daroma jtaka jau¢iama tose populiacijose, kur jo
daznis yra didesnis, pvz. Afrikos $aliy populiacijose (17).

Manoma, kad ADH geno aleliy salygota mazesné tikimybé susirgti alkoholizmu,
susijusi su pasikeitusiomis fermento savybémis. ADH1B*2 ir ADH1B*3 aleliy koduojantys
baltymai geba grei¢iau oksiduoti etanolj nei laukinio tipo — ADH1B baltymas (63). Greitesné
oksidacija lemia susikaupusj acetaldehido kiekj, kuris organizmui sukelia nemalonias $alutines
reakcijas. D¢l Sios priezasties, asmenys turintys ne laukinio tipo ADH1B geno alelius, linke reciau
vartoti alkoholj, ypa¢ dideliais kiekiais (73, 4, 3).

Li ir kolegy atliktame tyrime, kuriame buvo sugrupuoti Azijos, Europos, Aftrikos ir
Amerikos populiacijy duomenys, pastebéta, kad ADH1C geno alelj ADH1C*1 (rs698) turintys
asmenys turi mazesng¢ tikimybe biiti priklausomiems nuo alkoholio ar susirgti kita nuo alkoholio

vartojimo priklausomu sutrikimu (41). Be to, ADH1C*1 alelj turintis fermentas, beveik 70 proc.
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greiciau skaido etanolj j acetaldehida nei laukinio tipo fermentas. Literatiroje minima, kad Sis
genomo variantas turi jtakos AVS patogenezéje (1, 49).

ALDH geny Seimoje, didziausia jtakg daro ALDH2*2 alelis, kuris rodo didziausig
asociacijg su sumazéjusia priklausomybe nuo alkoholio (42). Luczak ir kolegy atliktame meta-
turi keturis — penkis kartus mazesne alkoholio priklausomybés rizika (SS = 0,22, 95 proc. P1 0,16
—0,30). Turint du ALDH2*2 alelius, rizika sumaz¢éja astuonis — devynis kartus (SS = 0.12, 95 proc.
P10,06 —0,24) (44).

Manoma, kad dé¢l padidéjusios acetaldehido koncentracijos, asmenys turintys ALDH2*2,
jaucia stipresnj alkoholio poveiki. Tokie asmenys, pavartoje¢ alkoholio, patiria jvairius nemalonius
pojucius — karS¢io iSpylima, svaigima, galvos skausmg. Palyginus su homozigotinj pagal
ALDH2*1 alel; turincius asmenis (alkoholio koncentracija kraujyje tarp grupiy nesiskiria) ir
asmenis, turinius heterozigotinj genotipg, jauia panaSius Organizmo pojicius, prie kuriy
prisideda — padidéjes pulsas, hormony lygio svyravimai, psichomotoriniy funkcijy sumazéjimas.
Asmenys, turintys homozigotinj genotipa pagal ALDH2*2, jaucia dar stipresnius neigiamus
organizmo pojucius (74).

Kitas svarbus VNV — rs2238151. Sis variantas néra placiai tirtas ir daznai sutinkamas
literatiiroje, ta¢iau Hakenewerth A.M. atliktas tyrimas parodé Sio VNV asociacijg su AVS. Kitos
autoriy publikacijos negaléjo patvirtinti Sios asociacijos, d¢l tyrimuose naudoty skirtingy tiriamyjy
im¢éiy. (26, 46, 12).

Skirtingai nuo kepenyse veikliy fermenty, tiksly etanolio metabolizmg smegenyse labai
sunku nustatyti (68). Pasitelkiant pelés modelj, tyréjai parodé, kad smegenyse etanolj
metabolizuoja du fermentai: tai katalazé (CAT) ir citochromas P450 (CYP2E1), kurie atitinkamai
oksidacijos buidu inaktyvina 60 — 70 proc. ir 20 proc. etanolio (82, 32). llgas alkoholio vartojimas
gali indukuoti CYP2E1 fermentg, o jo veikla daro jtakg neurotoksiniam smegeny atsakui j etanolj
(dél atsiradusio laisvyjy radikaly poveikio). Tokiu pat biidu aktyvinamas ir CAT fermentas (28),
taciau $is fermentas pasizymi ir laisvyjy radikaly nukenksminimo funkcija (21). Todél, CAT
fermentg koduojanciame gene esanti pakaita (c.-262C>T) galimai daro jtaka ne tik susirgti AVS,

bet ir §io susirgimo pasireiSkimo stiprumui (56).

2.2 Alkoholio vartojimo sutrikimai bei priezastys

Zinoma nemazai AVS, o alkoholio vartojimas gali paZeisti beveik visus organizmo
audinius. Norint pradéti sekminga gydyma, reikia kiek galima anks¢iau diagnozuoti AVS, taip

uzkertant kelig priklausomybei nuo alkoholio ar dauginiy audiniy pazeidimy (53). Alkoholizmas

9



néra specifiné liga, taciau jeina ] psichiatriniy ir narkotiniy medziagy vartojimo sutrikimy grupe.
Alkoholizmo pasireiskimas — Vvis pasikartojantys besaikio alkoholio vartojimo epizodai ir tai
lydintys psichiatriniai sutrikimai (57). Priklausomybé nuo alkoholio yra labai kompleksiskas,
daugiaveiksnis sutrikimas(7). Atliktais molekuliniais genetiniais tyrimais buvo parodyta, kad
alkoholio priklausomybés pasireiSkimas siejamas su tam tikromis geny sritimis (66, 60)

AVS genetinj efekta paaiskina dvyniy, jvaikinimo bei sibsy tyrimy studijos, kuriy metu
aiSkinta tiesioginé genetiniy veiksniy jtaka AVS. Jrodyta, kad asmeny serganciy alkoholizmu
giminaiciai turi keturis kartus didesn¢ rizika susirgti alkoholizmu. Taip pat, identiski dvyniai turi
didesne rizika susirgti alkoholizmu palyginus su ne homozigotiniais dvyniais ar sibsais. Toliau
pastebéta, kad AVS turinéiy tévy jvaikinti vaikai turi, tokig pat, keturis kartus didesne rizika
susirgti, kaip ir tokiy tévy auginami vaikai (48). Meta—analizés metu, kurios tiriamoji grupé buvo
sudaryta i§ 9897 monozigotiniy ir dizigotiniy dvyniy pory, nustatyta, kad alkoholizmo
paveldimumas siekia 50 — 60 proc. (22).

Mokslininkai isskiria tris dideles veiksniy, lemianc¢iy priklausomybe¢ nuo alkoholio, grupes
(78): pirmoji — tam tikri asmenybés bruozai (impulsyvumas, neiSdildomy pojtciy siekimas) gali
turéti jtakos individo pasirinkimui vartoti daugiau alkoholio. Taip padidindamas rizika tapti nuo
jo priklausomu; antroji — apsprendzianciy alkoholio metabolizmg geny variantai, kurie asocijuoti
su padidéjusia rizika tapti priklausomam nuo alkoholio. Geny variantai turi jtakos pasikeitusiam
fermentiniam aktyvumui ir dél to kylan¢ioms pasekméms; trecioji — geny (neuromediatoriy
receptorius, signaliniuose keliuose dalyvaujancius baltymus koduojantys genai) dalyvaujanciy
neurobiologiniuose keliuose poky¢iai, dél kuriy gali atsirasti neurologiniai sutrikimai. Jie gali
lemti nekontroliuojama alkoholiniy gérimy vartojimg. Klasifikacijg i§ dalies atspindi ir keli
genetiniy tyrimy projektai, kuriy metu, alkoholio priklausomybe turin¢iy asmeny grupéje, atrasta
vieno nukleotido polimorfizmy (toliau trumpiniu VNP) asociacija su alkoholio metabolizmo ir
neurobiologiniy keliy pakitimais. Projekty rengejy teigimu, jie gali turéti didel¢ jtaka
priklausomybeés i$sivystymui (62, 50).

2.3 Aplinkos veiksniai, darantys jtaka alkoholio vartojimui

Tirdami jaunuoliy elgesj Bremener ir kolegos pasteb¢jo, kad brendimo laikotarpiu, Seimos
daroma jtaka mazéja, o bendraamziy grupiy jtaka didéja (54). Jaunuoliy grupés linkusios uzsiimti
rizikingais veiksmais, pvz. ruakymu, alkoholio ir (arba) narkotiky vartojimu. Todél jaunuoliams
dalyvaujant tokiose grupése padidéja rizika tai iSbandyti patiems (20). Bendraamziy grupiy
pripazinimas — svarbus socialinis veiksnys, susijes su savivertés pakilimu ar socialine

kompetencija. Todél jaunuolis turintis iSgerianc¢iy draugy greiciausiai pats vartos alkoholj (25).
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Taip pat pastebéta, kad turint vyresniy draugy, kuriy vartojimo jprociai blogéja (pradedama gerti
dazniau, didesniais kiekiais), padidéja rizika iSgerti didesnius kiekius alkoholio nei jprastai (54).
Todél, tévy jsitraukimas j jaunuolio socialinj gyvenima labai svarbus, reguliuojantis alkoholio
vartojimg, veiksnys (76). Pastebéta, kad veiksniai susij¢ su alkoholio vartojimu, vartojimo
daznumu ir vartojamo kiekio padidéjimu daro didesn¢ jtaka, kai asmenys neturi tévy priezitros,
matomasi su daznai apsvaigusiu nuo alkoholio giminai¢iu ar pazjstamu, kur lengvai pasiekiamas

alkoholis bei sudaromas teigiamas alkoholio vartojimo vaizdas (54).

2.4 Genuy raiska gyviiny ir Iasteliy modeliuose

Mikrogardelémis paremtas geny raiSkos metodas seékmingai pritaikytas dviem tyrimams,
kuriy tikslas buvo i$siaiskinti etanolio poveikj neurony lasteliy kultiroms. Tyrimais nustatyta, kad
etanolis turé¢jo jtakos tam tikry geny raiSkai SH-SYS5Y neuroblastomos Iasteliy kultiirose.
Indukuoti genai buvo susije su noradrenalino sinteze bei jo metabolizmu (70) Vienas i$ jy —
dopamino-beta-hidroksilazé. Fermento, kuris reikalingas dopamino konversijai j noradrenaling,
raiSka buvo reik§Smingai padidéjusi. Tyrimais parodyta, kad noradrenalino sistema turi jtakos nuo
etanolio priklausomiems poelgiams. Pvz. lokali noradrenalino infuzija j ziurkés pogumburj
padidino etanolio poreikj ir vartojimg (33), tuo tarpu, pelés su ,,iSjungtu” dopamino-beta-
hidroksilazés genu rodé sumazéjusj poreikj etanoliui (75).

Pastebéta, kad proteinkinazés A, mitogeny aktyvuotos proteinkinazes, kazeinkinazés II
inhibitoriai slopina ne tik etanolio indukuotg dopamin-beta-hidroksilazés geno raiska, bet ir eile
kity atsako j etanolj geny. Tyrimai su SH-SYSY Iastelémis rodo, kaip etanolis veikia neuronus, jy
tinklus, kokiuose biocheminiuose keliose dalyvauja (29)

Liudvig ir kolegy atliktuose tyrime su ziurkémis pastebéta, kad smegeny dalis —
hipokampas labai svarbus etanolio tolerancijos vystymuisi (45). Sios smegeny dalies tyrimus su
iSvestomis alkoholj noriai vartojanciomis ir alkoholio vengian¢iomis Ziurkémis atliko Edenberg ir
komanda (16). Nustatyta apie 130 geny raiskos skirtumy tarp skirtingy Ziurkiy linijy. Tirti genai
atsakingi uz lgsteliy augima, baltymy transporta, geny raiSkos reguliavimg, metabolinius kelius,
lastelés signaly perdavimg bei sinapsines funkcijas. Manoma, kad Sie genai gali turéti jtakos
susidaryti etanolio tolerancijai Siy ziurkiy linijose.

Worst ir kolegos, geny raiSkos tyrimu, nustaté geny raiSkos skirtumus, priekingje ziurkiy
smegeny zievéje, tarp skirtingy ziurkiy linijy (vartojanciy alkoholj, linkusiy vartoti alkoholj,
nelinkusiy vartoti alkoholj bei nevartojanciy ziurkiy linijy). Genai, kuriy raiSka buvo pakitusi,
atsakingi uz neuromediatoriy paleidimo funkcija bei vezikuliy susijungimg. Dél tokiy raiskos

skirtumy sutriko normali neuromediatoriy atlickama funkcija Siose Ziurkiy linijose (77).
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2.5 Alkoholio vartojimo pasekmés nervy sistemai ir tai lemiantys genetiniai veiksniai

Etanolis laisvai pereina hematoencefalinj barjera, tod¢l alkoholio vartojimas gali turéti
trumpalaikiy ir (arba) ilgalaikiy pasekmiy zmogaus nervy sistemai. Umios biiklés pasekmé —
jaudinimas ir slopinimas, o ilgalaikés pasekmés susideda i§ tolerancijos didéjimo ir
priklausomybés atsiradimo (50). ligas alkoholio vartojimas gali sukelti sunkiy kognityviniy ar
atminties sutrikimy. Etanolis sgveikauja su smegenyse esanciais receptoriais, taip trukdydamas
tarpneuroniniy signaly perdavimui ir slopindamas jaudinamajj nervinj kelig (51). Literatiiroje
minima, kad etanolis daro jtaka pagrindiniams tarpneuroniniams rySiams, kuriuose dalyvauja
dopamino, serotonino ir gama amino sviesto riagsties slopinanti sistema (2 pav.). O Siose sistemose
dalyvaujanc¢iy fermenty genetiniai pakitimai gali lemti priklausomybe nuo alkoholio (5, 80, 15,
11).

Gabe H. ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, kad cholinerginio nikotino receptoriaus
sudétinj vienetas koduojancio geno (CHRNB3) VNP rs149775276 yra asocijuotas su padidéjusia
kokaino bei alkoholio priklausomybés rizika (27). Dawei Li ir kolegy atliktame meta analizés
tyrime rasta stipri asociacija tarp Gama—aminobutyrinés riigsties receptoriaus a2 Vieneto
(GABRA2) geno VNP 15567926, 15279858 ir priklausomybés nuo alkoholio fenotipo (P =9 x 107
SS =1.27 (P1 95% 1.15, 1.4) ir P = 4 x 10°° SS = 1.21 (P1 95% 1.1, 1.32)). Autoriai teigia, kad
smegeny dangaluose aktyvus GABRAZ2 genas prisideda prie priklausomybés nuo alkoholio
patogenezés (40). Serotonino receptoriaus genuose esantys VNP taip pat turi didele jtaka
priklausomybiy susidarymui. Pavyzdziui, Literatiiroje minimy HTR3B geno VNP — rs3758987,
rs3782025 ar rs1176744, asociacija parodyta su jvairaus laipsnio AVS (13, 18). 5-HT receptoriy
koduojan¢iame baltyme esantis rs1176744 VNP atsakingas uz pailgintg receptoriaus atsako ]
serotoning laikg, sumazintg desensibilizacijg ir deaktivacijg bei padidéjusj vidutinj receptoriaus
veikimo laikg (38).

Joanne Voisey ir kolegy atliktame tyrime nagrinétas katechol-O-metiltransferaze
koduojantis genas (COMT). Tyrimas atskleidé rs4680 ir rs165774 VNP galimai daromg jtaka
Sizofrenijos bei priklausomybés nuo alkoholio patogenezéje. VNP pakeicia fermento aktyvumag ir
dél sutrikusios neuromediatoriy apykaitos (dopamino deaktivacijos) galimai sukelia
priklausomybe¢ (72). Taylor A. ir kolegy atliktame tyrime nustatyta, kad 5 VNP (rs2585458,
rs11774146, rs11995227, rs7832576 ir rs930470) asocijuoti su priklausomybés nuo alkoholio
fenotipu kaukazie¢iy grupéje. VNP nustatyti DPYSL2 gene, kuris koduoja dihidropirimidinazés 2
fermenta, kurio raiska stebima neurony audiniuose. Ivairios §io geno pakaitos susijusios su

psichiatriniais sutrikimais — pavyzdziui Alzheimerio liga ar $izofrenija (69)
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2 pav. Alkoholio — dopamino kaskada. Alkoholis veikdamas MOR slopina GABA interneuronus.

Tuo metu kaskados gale issiskiria dopaminas. (30)

3 TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI

3.1 Tyrimo strategija

Tyrimg sudaro dvi pagrindinés dalys. Pirmoji dalis susideda i§ projekto ,Lietuvos
populiacijos genetiné jvairové ir sandaros kitimai, susij¢ su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis
ligomis* (toliau trumpiniu LITGEN) (Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
leidimas Nr. 158200-05-329-79, 2011-05-03) metu atlikto viso genomo plataus masto
genotipavimo duomeny bioinformacinés duomeny analizés (4 pav.). Antraja tyrimo dalj sudaro
Sanger sekoskaitos metodu atliktas genotipavimas bei gauty duomeny statistiné analizé (5 pav.).

Viso genomo plataus masto genotipavimo metodas pasirenkamas, kai norima gauti kuo
daugiau informacijos i§ viso genomo. Lusto gamyboje pasirenkami VNP, kurie i§sidéste po visa
genomg ir daznai turi sankibos grupé¢je kitus nepanaudotus luste VNP Zymenis. Tokiu biidu, dar
labiau praplec¢iamas gautos informacijos kiekis. Kita svarbi priezastis — tokio tipo tyrimai puikiai
tinka daugiaveiksniy sutrikimy kandidatinéms geny sritims bei jose esan¢iy VNP paieskai, nes
atliekant viso genomo asociacijos tyrimus nesivadovaujama jokia iSankstine hipoteze. Taip
sulyginus atvejo ir kontrolines grupes ieSkoma statistiSkai reikSmingos asociacijos su fenotipu ir
visus VNP Zymenis esancius luste.

Sanger sekoskaitos metodas naudotas patikrinti jau zinomy ir luste nesan¢iy VNP Zymeny
patikrinimui tiriamojoje grupéje.

Magistrinio darbo metu naudotos dvi tiriamyjy imtys — taip prapleiama tiriamyjy imtis,
nes ne visi asmenys buvo genotipuoti pirmojoje tyrimo dalyje. Placiau apie tiriamyjy imtis
skaitykite 5.2 skyrelyje.
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3.2 Tiriamuyjy imtis

Atlickant magistrinj darbg buvo pasirinktos dvi skirtingos tiriamyjy imtys. Pirmoji
tirlamyjy imtis buvo nustatyta i§ anksto ir naudota LITGEN projekto metu atliekant plataus masto
genotipavimo tyrimg naudojant VNP-LGH metodg. Tuo tarpu, antroji tiriamyjy imtis, genotipuota
Sanger metodu, buvo pasirinkta atsizvelgiant tik j LITGEN projekto klausimyng. Taip bandyta
praplésti atvejo ir kontrolés grupes, nes ne visi dominantys tiriamieji buvo genotipuoti VNP-LGH
metodul.

Pirmoji tiriamyjuy imtis, naudota bioinformacinei duomeny analizei. Tiriamyjy imtis
sudaryta i§ 300 pilnameciy asmeny dalyvavusiy LITGEN projekte ir atsakiusiy j projekto
klausimyno — ,,Gyventojy mitybos ir fizinio aktyvumo apklausos anketa“ klausima: ,,Ar vartojate
alkoholinius gérimus?”. Imtj sudaro 152 vyrai (amzius 49,45 + 9,07 metai) ir 148 moterys (amzius
49,53 + 9,14 metai). Jie suskirstyti | atskiras tiriamyjy grupes, pagal tai, kaip atsaké j pateikta
klausimg, kurio galimi atsakymai buvo: ,,Taip, daznai®, ,,Taip, kai kada*®, ,,Ne* ir ,,AnkS¢iau
vartojau, dabar nebevartoju® (1 lentel¢). Asmeny atsakiusiy j LITGEN projekto klausimyno

klausimg “Ar vartojate alkoholinius gérimus?” pasiskirstymas pateiktas skritulin¢je diagramoje (3

pav.).

1 lentelé. Bioinformacinei analizei sudarytos tiriamyjy grupés pagal klausimo “Ar vartojate
alkoholinius gérimus?” atsakymus. Lenteléje skaiciais isreikstas asmeny skaicius.

Grupés pavadinimas Atvejo grupé Kontroliné grupé Viso
Vartojantys alkoholj — nevartojantys alkoholio 253 41 294
Daznai vartojantys alkoholj— nevartojantys alkoholio 21 41 62
Retai vartojantys alkoholj — nevartojantys alkoholio 219 41 260
Kazkada vartojusieji alkoholj — nevartojantys alkoholio 13 41 54
Daznai vartojantys alkoholj— retai vartojantys alkoholj 21 219 240
Daznai vartojantys alkoholj— kazkada vartojusieji alkoholj 21 13 34
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219

m Taip, daznai = Taip, kai kada = Ne = Anksciau vartojau, dabar nebevartoju = Neatsaké

3 pav. Klausimo "Ar vartojate alkoholinius gérimus?" atsakymy pasiskirstymas tiriamojoje

grupéje.

Pasirinkus a klaidos lygj 0,05, pasikliautinumo lygi (1-a), populiacijos dydj, kurioje
renkama tiriamyjy imtis (2971900 Lietuvos gyventojy skai¢ius 2013 mety duomenimis) bei
atsakymy pasiskirstyma (25 proc.), minimali tyrimo imtis turéjo biiti ne maZesné kaip 289 asmenys
(apskaiciuota pagal: http://www.raosoft.com/samplesize.html).

Antroji tiriamyjy imtis. Antrajai tyrimo daliai pasirinktg tiriamyjy imtj sudaré¢ 144
pilnameciai asmenys dalyvave LITGEN projekte, kurio metu atsaké j klausima: ,,Ar vartojate
alkoholinius gérimus?”. Kontroling grup¢ sudar¢ 101 asmuo. Jie | minétg klausimg atsake ,,Ne*.
Tuo tarpu, atvejo grupe sudaré 43 asmenys, kurie | klausimg atsaké: ,,Taip, daZnai®. Asmenys
atsake i klausimg: ,,Taip, kai kada“ ir ,,Anksciau vartojau, dabar nebevartojau‘ j tiriamyjy imtj
nebuvo jtraukti. Tiriamosios imties apraSomosios statistikos duomenys pateikti 22 lentelé.

Tiriamosios imties apraSomosios statistikos duomenys. lenteléje.

2 lentele. Tiriamosios imties aprasomosios statistikos duomenys.

Lytis (asmeny sk.)
Moteriska 78 7 85
Vyriska 23 3 59

AmZius (metais)

Grupés 53,38 +£12,26 48 + 9,66 51,77 £ 11,77
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2 lenteles tesinys.

Parametras Kontroliné Atvejo  grupé | Viso (N=144)
grupe (N =101) | (N = 43)

Motery 53,32 +12,10 45,57 + 7,57 52,68 £ 11,95

Vyry 53,57 + 13,06 48,47 +£10,04 |50,46 +11,48
Riikantys (asmeny sk.)

Taip 9 24 33

Ne 88 13 101

Neatsaké 4 6 10
Issilavinimas (asmeny sk.)

Pradinis 3 1 4

Spec. vidurinis 46 21 67

Vidurinis 26 8 34

Aukstasis 22 11 33

Neatsaké 4 2 6
Alkoholio vartojimas

Daznai vartojamas 0 43 43

Nevartojama visai 101 0 101

3.3 Kandidatiniy geny ir VNV pasirinkimas

Pasitelkus laisvai pricinamas duomeny bazes (Pubmed, DisGeNet, PharmGKB, Ensembl)
ir atlikus literatiros apZvalga pasirinktos kandidatinés geny sritys. Genuose esancios pakaitos
minimos kaip galimos alkoholizmo, padidéjusio ar sumazéjusio polinkio vartoti alkoholj bei
priklausomybés nuo kity narkotiniy medZiagy prieZastys. Kandidatiniai genai gali buiti suskirstyti
1 tris grupes:

» Uz alkoholio metabolizmo procesus atsakingi genai (ADH1A, ADH1B, ADH1C, ADH4,

ADH5, ADH6, ADH7, ALDH1A1, ALDH2, CYP2E1);

» Uz neuromediatoriy receptoriy veiklg atsakingi genai (CHRNA3, CHRNAS5, GABRAZ2,

OPRM1, HTR2A, HTR3B);

» Uz signaliniame kelyje dalyvaujanciy baltymy sinteze atsakingi genai (NALCN, COMT,

DPYSL2, GAD2, SLC6A4, ANKK1, NPY).

Bioinformaciné¢ duomeny analizé¢ (aleliy bei genotipy dazniy, tarpopuliaciné analizé)

atlikta pagal 98 VNV Zymenis esancius kandidatiniy geny srityse ir hipotetiSkai daro tiesioging
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jtakg koduojamy baltymy aktyvumui. Didesnj VNV zymeny skaiciy apribojag LITGEN projekto
metu naudoto VNP lusto galimybés.
Tiriamosios imties genotipavimui, Sanger sekoskaitos metodu, naudoti Zymenys:
» ADHI1B —rs1229984 (NM_000668.5:¢.143A>G, NP_000659.2:p.His48Arg);
» ADH1C - rs698 (NM_000669.4:¢c.1048A>G, NP_000660.1:p.1le350Val);
» ALDH2 —rs2238151 (NM_000690.3:¢.114+6933T>C).

3.4 Viso genomo plataus masto genotipavimo duomeny bioinformaciné analizé

«Genotipavimas atliktas ZMGK darbuotojy, naudojant ,,Illumina HiScanSQ“ genomo analizés
sistema,;
VNP-LGH | °Genotipavimui naudotas Illumina Infinium® HD "lllumina HumanOmniExpress-12 v1.1B"
genotipavimas lustas, kuriame informacija gaunama i§ 719 666 VNP Zzymeny.

*Pirminiy duomeny kokybés kontrolé atlikta naudojant "lllumina GenomeStudio™ v2011.1
Pirminé Genotyping Module v1.9" programing jranga.
genotipavimo
duom. analizé

«Kandidatiniai genai parinkti naudojant Pubmed, DisGeNet, PharmGKB, Ensembl duomeny
bazes;

Geg&geﬁv «Parinkti VNV Zzymenys, esantys kandidatiniy geny Srityse.
pasirinkimas
* Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant PLINK v1.90b3.44 bei R 3.3.3 programing jranga;
Stafistine | °!vertinta Hardzio-Veinbergo pusiausvyra, atliktas aleliy ir genotipy dazniy palyginimas,
duomeny tarppopuliacinis palyginimas ir VGAT
analizé

4 pav. Pirmosios darbo dalies — bioinformacinés viso genomo skanavimo duomeny analizés darbo
schema

3.4.1 VNP-LGH genotipavimo metodas bei pirminiy duomeny analizé

LITGEN projekto metu, genotipavimo duomenys gauti naudojant ,,Illumina HiScanSQ*
genomo analizés sistema (gamintojas lllumina Inc., JAV) ir lllumina Infinium® HD "lllumina
HumanOmniExpress-12 v1.1B" tipo VNP lustus. Sias lustais galima gauti informacija apie visame
genome pasiskirsciusius 719 666 VNP.

Lustai susideda i$ mikrosulinéliy, kurie atsitiktinai yra uzpildyti dalelémis. Ant $iy daleliy
yra unikalios oligonukleotidy sekos, prie kuriy véliau hibridizuojasi genomine

deoksiribonukleortigstis (toliau trumpiniu DNR) (67). Genotipavimo procesas prasideda nuo
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tiriamosios DNR amplifikacijos bei fragmentacijos fermentiniu badu. Po to DNR yra
precipituojama ir resuspenduojama, o lustas yra paruoSiamas hibridizacijai. Hibridizacijos metu
DNR fragmentai yra prilygiuojami prie labai specifiniy oligonukleotidy esan¢iy ant lusto
mikrodaleliy. Kiekviena mikrodalelé atspindi abu alelius, kurie biidingi specifinei genomo vietai.
Po hibridizacijos oligonukleotidas yra fermentiskai pailginamas ir ,,nudazomas‘ viena i§ dviejy
spalvy (64, 19). Skenavimo metu matuojamas S$iy dviejy dazy intensyvumas ir taip tiriamajam
priskiriamas atitinkamas genotipas. Pirminiy duomeny analizé bei kokybés kontrolé¢ vykdyta
Illumina GenomeStudio™ v2011.1 Genotyping Module v1.9 programine jranga bei Guo Y. ir

kolegy sukurtomis gairémis. (24)

3.4.2 Statistinei duomeny analizei naudoty jrankiy apZvalga

Pirminiy genotipavimo duomeny kokybés kontrolé vykdyta pagal pasirinktus kriterijus —
Call rate > 0,98 ir GenTrain score > 0,7. Call rate — tai kokybés kontrolés jvertis, kuris parodo
Zymens genotipavimo efektyvuma. Jis parodo kokiai daliai, iSreik$ta procentais, méginiy priskirtas
specifinio Zymens genotipas (71). GenTrain score — kitas kokybés kontrolés jvertis, kuris parodo
duomeny klasterizavimo algoritmo efektyvuma. Ivertis parodo, kaip gerai nuskanuoti Zymenys
priskiriami vienam i§ genotipy (36). Tolimesné statistiné duomeny analizé vykdyta viso genomo
analizés programine jranga PLINK v1.90b3.44 64-bit (2016-11-17) (https://www.cog-
genomics.org/plink2)

PLINK programinés jrangos duomeny laikmenos sugeneruotos komandine eilute: plink --
file *Direktorija*\LITGEN_ALKO --out *Direktorija*\LITGEN_ALKO

Pasirinkty VNV atranka pagal MAF atliktas komandine eilute: plink --bfile
*Direktorija*\LITGEN_ALKO --maf 0.01 --write-snplist --out *Direktorija*\ SNPlistMAF001

Likusiems VNV patikrinta Hardzio — Veinbergo pusiausvyra komandine eilute: plink --
bfile *Direktorija*\LITGEN_ALKO --remove *Direktorija*\IDlist.txt --extract
*Direktorija*\SNPIlistMAF001.txt --hardy --freq --out *Direktorija*\Finall

Aleliy dazniy palyginimui tarp VNV Zymeny ir grupiy atlikta komandine eilute: plink --
bfile *Direktorija*\LITGEN_ALKO --remove *Direktorija*\IDlist.txt --extract
*Direktorija*\SNPIlistMAF001.txt --pheno *Direktorija*\PhenoGeriaNegeria.phenotype --assoc -
-out *Direktorija*\AssociacijaGeriaNegeria

Genotipy dazniy palyginimui tarp VNV Zymeny ir grupiy atlikta komandine eilute: plink -
-bfile *Direktorija*\LITGEN_ALKO --remove *Direktorija*\IDlist.txt --extract
*Direktorija*\SNPIlistMAF001.txt --pheno *Direktorija*\PhenoGeriaNegeria.phenotype --model
--out *Direktorija*\PhenoGeriaNegeriaMODEL
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Genotipy dazniy, kuriy bent pagal vieng genotipg skaiCius <5, palyginimui tarp VNV
zymeny ir grupiy atlikta komandine eilute: plink --bfile *Direktorija*\LITGEN_ALKO --remove
*Direktorija*\IDlist.txt --extract *Direktorija*\SNPlistMAF001.txt --pheno
*Direktorija*\PhenoGeriaNegeria.phenotype —model fisher --out
*Direktorija*\PhenoGeriaNegeriaMODEL_FISHER

Viso genomo asociacijos analizé atlikta komandine eilute: plink --bfile
*Direktorija*\LITGEN_ALKO --remove *Direktorija*\IDlist.txt --extract
*Direktorija*\SNPVvisi.txt --pheno *Direktorija*\PhenoGeriaNegeria.phenotype --assoc --adjust -
-out *Direktorija*\AssociacijaGeriaNegeria

Norint jvertinti gauty statistiSkai reikSmingy VNV zymeny sankibg (neatsitiktiné aleliy
asociacija tarp skirtingy genomo viety, kurios paveldimos kartu. Taip gaunama informacija apie
abi genetines sritis, zZinant informacijg tik apie vieng) su kity geny VNV naudota komandiné¢ eilute:
plink --bfile  *Direktorija*\LITGEN_ALKO --r2 --ld-snp  *rsNumeris*  --Id-snp-list
*Direktorija*\SNPIistMAFO01.txt --out *Direktorija*\LDrs1058332. VNV zZymenys priskiriami
sankibos grupei kai r>>0.8.

3.5 rs1229984, rs698, rs2238151 VNV Zymeny genotipavimas

Kandidatiniy VNV

S DNR iSskyrimas PGR
pasirinkimas
Sekoskaitos PGR
prod. valymas PGR prod.

Sekoskaitos PGR

drusky iSsodinimo fermentinis valymas
metodu
™
e L, Statistiné duomeny
Kapiliariné Pirminé duomeny . .
. . analizé panaudojant
Elektroforezé analizé

anketos duomenys

)

5 pav. Antrosios darbo dalies — laboratorinés praktinés uzduoties darbo schema.
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3.5.1 DNR ISskyrimas

Tiriamyjy imties DNR buvo i$skirta VU MF ZMGK darbuotojy LITGEN projekto metu.
Naudoti du metodai — fenolio chloroformo isskyrimo buidas bei automatizuota DNR i$skyrimo
sistema — TECAN Freedom EVO®200 (gamintojas Tecan Group Ltd., Sveicarija).

DNR koncentracijai bei §varumui pamatuoti naudotas NanoDrop® 1000 spektrofotometras
(gamintojas Thermo Fisher Scientific, JAV). Procediros atliktos remiantis VU MF ZMGK

naudojamais protokolais.

3.5.2 Polimerazés grandininé reakcija

PGR — metodas, kuriuo tikslingai pagausinami pageidaujami DNR fragmentai. Tai cikline
reakcija, kurios metu, keifiant temperatiirg vyksta matricinés DNR denatiiracija, pradmeny
prisijungimas bei jy pratesimas. Norint gauti specifini DNR fragmentg — biitina optimizuoti PGR
salygas bei sukurti specifiSkai besijungianc¢ius prie matricinés DNR pradmenis. Pradmenys, Siam
tyrimo etapui, sukurti Primer3 programa (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) ir pavaizduoti 3

lenteléje.

3 lentelé. Tyrimui sukurty VNV Zymeny pradmeny sqrasas.

VNV  Zymens | I pradmuo (5° — 3°) II pradmuo (5> — 37) PGR produkto
numeris ilgis
rs1229984 ACCACACGTGTTCCCTGAG GGGATTAGTAGCAAAACCCTC 291 nt

A
rs698 GCAATGGAAAACCAAGGCACT | CAGTCTGGAATGCAGCACTTT 381 nt
rs2238151 TTTGTGCTCCAGAAGTGAGGT | TCCCGAACCAAGACTAACCC 328 nt

PGR metodo atlikimo tvarka:

1. Darbas atliekamas vertikalioje traukos spintoje, kuri sterilizuojama UV pagalba. Traukos
spintos pavir$ius dezinfekuojamas 70 proc. etanoliu.

2. Reakcijos miSinys maiSomas steriliame 1,5 ml meégintuvélyje. Reakcijai reikalingi
reagentai bei jy kiekiai nurodyti 4 lenteléje. ParuoStas miSinys supurtomas,

nucentrifuguojamas ir iSpilstomas po 14,4 ul i 0,2 ml talpos mégintuvélius.

4 lentelée. PGR misinio komponentai ir jy kiekiai reikalingi vienai reakcijai.

Reagentai Kiekis vienai reakcijai
ddH20 57 ul
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4 lentelés tesinys

Reagentai Kiekis vienai reakcijai
PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific) 7,5 ul
| pradmuo 0,6 pl
Il pradmuo 0,6 pl
Matriciné DNR 0,6 pl
Viso: 15 pl

3. I paruostus 0,2 ml mégintuvélius su reakcijos misiniu jpilama po 0,6 pul genominés DNR
matricos tirpalo (pageidautina tirpalo koncentracija 50 ng/ul). Taip pat, vienas 0,2 ml
mégintuvelis paliekamas kaip neigiama kontrolé — reikalinga patikrinti reagenty
uzterStuma.

4. Paruosti mégintuvéliai supurtomi, nucentrifuguojami ir jdedami j Eppendorf Mastercycler
pro vapo.protect (Eppendorf AG, Vokietija) termociklerj. PGR vykdoma pagal i§ anksto

optimizuotg programa, kurios zingsniai nurodyti 5 lentel¢je.

5 lentelé. PGR programos parametrai.

Temperatiira | Laikas | Cikly skaicius
94 °C 3:00 1

94 °C 0:30

60 °C 0:30 30

72°C 0:30

72°C 10:00 |1

4°C 0 -

3.5.2.1 PGR produkto tikrinimas agarozés gelyje

PGR metu pagausinti DNR fragmentai turi biiti patikrinti elektroforezés metodu agarozés
gelyje. Sis buidas puikiai atvaizduoja PGR reakcijos misinyje esanéius specifinius ir (arba)
nespecifinius DNR fragmentus, kokybiskai jvertina jy kiekj, Svarumg. PGR metodu norimi gauti
fragmentai nevir$ija 400 nt dydzio, todél fragmenty frakcionavimui naudotas dviejy procenty
koncentracijos agarozes gelis.

Elektroforezés metodo atlikimo tvarka:
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3.5.3

Pasiruosiama darbo aplinka bei jranga. Nuvalomas darbo stalas, horizontali elektroforezés
vonelé MIDICELL® PRIMO EC330 (E-C Apparatus Corp., JAV) nulygsvarinama bei
sudedama gelio paruo$imo forma (jg sudaro paruosimo vonelé¢ ir Sukutés).

Paruosti dviejy procenty elektroforezés geliui naudojama vienas gramas agarozés milteliy
bei 50 ml TBE buferio. Tirpalas kaitinamas elektromagnetiniy bangy krosneléje, kol tirpale
esanti agaroz¢ pilnai iStirps. Tirpalas atvésinamas iki 60 °C temperatiiros. | tirpalg
ilasinama 1 pl etidzio bromido (Carl Roth GmbH + Co0.KG, Vokietija) tirpalo (10 mg/ml)
ir supilamas j gelio paruosimo forma.

Sustingus agarozés geliui, 1§ jo iStraukiamos Sukutés. Gelis panardinamas j horizontale
elektroforezés vonele, taip, kad jis biity pilnai apsemtas 1X TBE buferiu (Thermo Fisher
Scientific, Lietuva).

Prie§ jleidziant méginius | agarozés gelyje susiformavusius Sulinélius, jie turi biiti
sumaiSyti su jleidimo dazu. 1,2 pl PGR produkto sumaiSoma su 0,6 ul 3X jleidimo dazu
(bromfenolio mélis, Thermo Fisher Scientific, Lietuva). Misinys perkeliamas j agarozés
gelio Sulinélius

I agarozés gelj, taip pat, jleidziama 1,2 pl molekulinio ilgio standarto (100 bp, Thermo
Fisher Scientific, Lietuva), pagal kurj galima nustatyti gauto DNR fragmento ilgj.
Uzdengus elektroforezés vonelés dangtj, aparatas jjungiamas j srovés Saltinj. Elektroforezé
vykdoma 20 minuciy 120 V jtampoje.

Pasibaigus elektroforezei, gelis fotografuojamas UVT-28 ME (Herolab GmbH, Vokietija)
transiluminatoriuje, ji apSvietus UV spinduliais. Gautas rezultatas interpretuojamas

naudojant kompiutering vizualizacijos programa — EasyWin 32.

PGR produkto fermentinis valymas

Sekoskaitos PGR metodas jautrus meéginio uZterSimui. Tod¢l, norint iSvengti reakcijos

inhibicijos naudojamas papildomas fermentinio valymo zZingsnis. Fermentai naudojami reakcijoje

yra:

» Egzonukleazé I (angl. EXO I) — tai fermentas, kuriam veikiant PGR reakcijos miSinyje, yra

degraduojami viengrandziai DNR fragmentai (3° — 5’ kryptimi) laipsniskai atlaisvinant

deoksiribonukleozido mono—fosfata (ANMP);

> Sarminé kreveéiy fosfatazé (angl. SAP) — tai termolabilus fermentas, kuris pasalina

misinyje esan¢iy DNR, ribonukleoriigs¢iy (RNR), deoksiribonukleozido tri—fosfaty
(dNTP), ANMP ir baltymy 5°—fosfatg ir juos inaktivuoja.
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FermentiSkai iSvalytas PGR reakcijos miSinys gali buti naudojamas sekoskaitos PGR
zingsnyje.
PGR produkto fermentinio valymo metodo atlikimo tvarka:
1. Paruosiama darbo aplinka ir reagentai. Nuvalomas darbinis pavirsius, reagentai supurtomi
ir nucentrifuguojami.
2. 10,5 ml mégintuvélj paruosiamas fermentinio valymo misinys, kurj sudaro 6 lenteléje

nurodyti reagentai ir jy kiekiai. ParuoStas misinys supurtomas ir nucentrifuguojamas.

6 lentele. PGR produkto fermentinio valymo misinio komponentai ir kiekiai reikalingi vienai

reakcijai
Reagentali Kiekis vienai reakcijai
TE buferis (1X) 1,8 ul
SAP — Thermo Fisher Scientific 0,14 pl
EXO I — Thermo Fisher Scientific 0,06 pl
PGR produktas S5ul
Viso: 7 ul

3. Paruostas miSinys supilstomas po 2 Ml j 0,2 ml mégintuvélius. Mégintuvéliai gerai
supurtomi, nucentrifuguojami ir jdedami j Eppendorf Mastercycler pro vapo.protect
(Eppendorf AG, Vokietija) termociklerj. Pasirenkama programa, kurios parametrai

nurodyti 7 lenteléje.

7 lentelé. PGR produkto fermentinio valymo programos parametrai.

Temperattira | Laikas | Cikly skaicius

37°C 40:00 | x1
80 °C 20:00 |x1
4°C 0

3.5.4 Sekokskaitos PGR

1977 metais S. Fred Sanger sukurtas DNR grandinés nustatymo metodas tapo auksiniu
standartu. Sis metodas vadinamas grandinés terminacijos arba dideoksi metodu (61). Grandinés

terminacijos metodas remiasi cheminémis DNR grandinés monomery — dNTP savybémis. ddNTP

23



prie treciojo anglies atomo truksta hidroksilo grupés, be kurios negalima pratesti DNR grandinés,
t.y. nesusidaro fosfodiesteriné jungtis su kito ANTP 5° fosfato grupe (10).

Sekoskaitos miSinyje esantys dNTP ir ddANTP, sekoskaitos PGR metu, stochastiskai ir
konkurencingai jungiasi prie vienviengrandés Sabloninés DNR grandinés. Kadangi, dNTP yra
zymiai daugiau, gaunami jvairaus ilgio DNR fragmentai (Pradmuo+Int*n). Visy fragmenty
visuma jgalina nustatyti norimo DNR fragmento seka vieno nukleotido tikslumu.

Sekoskaitos PGR metodo atlikimo tvarka:

1. PasiruoSiama darbo aplinka ir reagentai. Nuvalomas darbinis pavirSius, reagentai
supurtomi ir nucentrifuguojami.
2. 10,5 ml meégintuvél] paruoSiamas sekoskaitos PGR miSinys, kurj sudaro 8 lentel¢je

nurodyti reagentai ir jy kiekiai. ParuosStas misinys supurtomas ir nucentrifuguojamas.

8 lentele. Sekoskaitos PGR misinio komponentai ir kiekiai reikalingi vienai reakcijai.

Reagentali Kiekis vienai reakcijai
ddH20 32ul

BDT 5X Sekoskaitos buferis — Thermo Fisher Scientific 1,4 ul

BDT Paruostas reakcijos misinys — Thermo Fisher Scientific 0,2 pul

| arba Il pradmuo 0,2 ul
I$valyto PGR produkto 2 ul

Viso: 7 ul

3. 10,2 ml mégintuvelj jpilama po 5 pl reakcijos miSinio bei 2 pl fermentiniu bidu i§valyto
PGR produkto.

4. Meégintuvéliai supurtomi, nucentrifuguojami ir jdedami j Eppendorf Mastercycler pro
vapo.protect (Eppendorf AG, Vokietija) termociklerj. Pasirenkama programa, kurios

parametrai nurodyti 9 lenteléje.

9 lentelé. Sekoskaitos PGR programos parametrai.

Temperattra | Laikas | Cikly skaiius
96 °C 1:00 x1

96 °C 0:11

52°C 0:11

60 °C 4:00 X25
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9 lentelés tesinys.

Temperatura | Laikas | Cikly skaicius
4°C 0

3.5.,5 Sekoskaitos PGR produkto valymas drusky i§sodinimo metodu

Misinyje, po sekoskaitos PGR, lieka nepanaudoty reagenty (ANTP, ddNTP, pradmeny),
kurie gali trukdyti kapiliarinés elektroforezés metu. Todél miSinys turi biiti papildomai valomas
drusky iSsodinimo metodu. Kur su etanolio faze paSalinami minéti like reagentai.

Sekoskaitos PGR produkto valymo drusky i$sodinimo metodu atlikimo tvarka:

1. PasiruoSiama darbo aplinka ir reagentai. Nuvalomas darbinis pavirSius, reagentai
supurtomi ir nucentrifuguojami.

2. 11,5 ml mégintuveli paruoSiamas valymo miSinys, kurio sudétis ir kiekis nurodyti 10
lenteléje.

10 lentelé. Sekoskaitos PGR produkto valymo misinio komponentai ir kiekiai reikalingi vienai

reakcijai.
Reagentai Kiekis vienai reakcijai
ddH20 14,5 pl
Etanolis (96 proc.) 62,5 pl
Natrio Acetato tirpalas 3ul
Viso: 80 pul

3. 10,5 ml mégintuvélius jpilama po 80 pl valymo misinio bei 7 pl sekoskaitos PGR produkto.
Meégintuveliai supurtomi ir inkubuojami tamsoje 10 minuciy.

4. Pragjus nustatytam laikui mégintuveliai yra centrifuguojami 5 minutes 13 000 aps./min
greiciu. Pasibaigus centrifugavimui, mégintuveliai yra dekantuojami.

5. T dekantuotus mégintuvélius jpilama 300 pl 70 proc. etanolio. Po to, mégintuvéliai purtomi
1 minutg.

6. Supurtyti mégintuvéliai perkeliami j centrifugg ir yra centrifuguojami 5 minutes 13 000
aps./min greiciu. Pasibaigus centrifugavimui, mégintuveliai yra dekantuojami.

7. Dekantuoti mégintuvéliai perdedami 37 °C Sildytuva.

8. I8dzitve méginiai uzpilami 8 pl Hi-DIi™ formamido ir perkeliami j kapiliarinei

elektroforezei pritaikyta 96 Sulinéliy plokstele. Plokstelé uzdengiama septa.
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9. Plokstel¢ centrifuguojama 1 minute 2000 aps./min grei¢iu. Pasibaigus centrifugavimo

laikui, plokstelé yra paruosta ir gali biiti analizuojama.

3.5.6 Kapiliariné elektroforezé ir pirminé duomeny analizé

Kapiliarinés elektroforezés metodo ir pirminiy duomeny apdorojimo tvarka:

1. Paruosta sekoskaitos plokstelé su méginiais jdedama j 3130xl Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™, JAV) genomo analizatoriy ir atlickama kapiliariné elektroforezé.

2. Pirminé duomeny analizé atlickama naudojantis Sequencing Analysis 5.2 (Applied
Biosystems™, JAV) programine jranga. Gauta sekvenograma analizuojama laisvai
prieinama programa — Chromas Lite 2.6.4 (Technelysium Pty Ltd., Australia). Gauti
duomenys lyginami su referentine genomo seka BLAST (pasiekiama internete adresu:
https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch) programa. Genomo
sekos poky¢iai identifikuojami naudojant Ensembl duomeny baze (pasickiama internete

adresu: http://www.ensembl.org/index.html).

4 REZULTATAI IR JU APTARIMAS

4.1 VNP-LGH genotipavimo duomenuy, genotipy ir aleliy dazniy, palyginimas

Visi pasirinkti kandidatiniai VNV atitiko keliamus kokybés reikalavimus (Call rate > 0,98
ir GenTrain score > 0,7). Tolimesné duomeny analizé atlikta su 65 (1 Priedas) i§ 98 polimorfiniais
zymenimis, kuriy MAF > 0,01. IS jy trys Zymenys neatitiko HardZio—Vainbergo désnio, tod¢l jie

tolimesnéje duomeny analizéje naudojami nebuvo (6 Pav.).
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6 pav. Hardzio—Veinbergo désnio patikrinimo rezultatas. Zymenys, kuriy analizés p reiksmeé >

0,5, grafike neatvaizduojami.

4.1.1 Aleliy dazniy palyginimas tarp vartojan¢iy alkoholj ir nevartojanciy alkoholio

grupiy

Aleliy dazniy palyginimo rezultatas pavaizduotas 7 paveiksle. Pagal vieng i§ VNV Zymeny
— 15686141 (NC _000013.11:2.101083724A>G, NP _443099.1:p.Leul 190=) rastas statistiskai
reikSmingas aleliy dazniy skirtumas tarp grupiy (referentinio alelio daznis = 0,2681, alternatyvaus
alelio daznis = 0.378, XZ =4,182, p = 0,0408). Zymens SS -0,6028 (95 proc. P10,3698—0,9825).
StatistiSkai reikSminga VNV sinoniminé pakaita aptinkama NALCN gene, koduojanc¢iame
neselektyvy natrio jony kanalo baltyma. Jis atsakingas uZ drusky jony sukeltg neuroninj laiduma
(43). Literattroje Sis VNV bei kiti VNV esantys sankibos grupéje su Zymeniu néra minimas AVS

kontekste.
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21? kriterijaus p reiksmés. Zymenys, kuriy aleliy dazniy palyginimo p reikimé > 0,5, grafike

neatvaizduojami.

4.1.3 Genotipy dazniy palyginimas tarp vartojan¢iy ir retai vartojanciy alkoholj ir

nevartojanciy alkoholio grupiy

Palyginus genotipy daznius tarp minéty grupiy gautas statistiskai reikSmingai besiskiriantis
VNV — rs6354 (NM_001045.5:c.-185C>A) (Atvejo grupés genotipy pasiskirstymas = 9/72/172,
kontrolinés grupés genotipy pasiskirstymas = 5/7/29, y* = 7,269 p = 0,02639 ir kitos imties: atvejo
grupés genotipy pasiskirstymas = 9/63/147, kontrolinés grupés genotipy pasiskirstymas = 5/7/29,
¥> = 6,013, p = 0,04945). Zymuo randamas SLC6A4 geno 5° netransliuojamame regione (NTS).
Geno koduojamas baltymas atsakingas uZ serotonino perna$os baltyma. Zymuo literatdiroje
minimas kaip galimai atsakingas uz depresijos vystymasi. Literatiroje Sis VNV néra minimas

AVS kontekste.

4.1.4 Aleliy dazniy palyginimas tarp daZnai vartojanciy alkoholj ir nevartojanciy alkoholio

grupiy

Atlikus aleliy dazniy palyginima tarp grupiy, buvo rastas statistiskai reik§Smingas skirtumas
tarp vieno VNV — rs1058332 (referentinio alelio daznis = 0.1667, alternatyvaus alelio daznis =
0,04878, x* = 4.775, p = 0,0288, SS = 3,9 su 95 proc. Pl 1,072—14,19) (9 pav.). VNV nustatomas
DPYSL2 geno 3° NTS (NM_001197293.2:¢.*1071G>A). Genas sudarytas i§ 14 egzony ir koduoja
baltyma, atsakingg uz sinapsinio signalo perdavima per sgveika su kalcio jony kanalu (pasiekiama
internetu: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1808). Literattiroje Sis VNV bei Kiti VNV esantys

sankibos grupéje su Zymeniu néra minimas AVS kontekste.
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9 pav. Aleliy dazniy palyginimo tarp daznai vartojanciy ir nevartojanciy asmeny grupiy pagal
pasirinktus Zymenis rezultatas. Abscisiy asyje nurodyti VNV Zymenys, ordinaciy asyje nurodytos
x2 kriterijaus p reiksmés. Zymenys, kuriy Aleliy dazniy palyginimo p reikimé > 0,5, grafike

neatvaizduojami.

415 Genotipy daZniy palyginimas tarp daZnai vartojanciy alkoholj ir nevartojanciy
alkoholio grupiy

Atlikus genotipy dazniy palyginimg tarp grupiy, gautas statistiskai reikSmingas rezultatas,
kuris sutapo su aleliy dazniy palyginimo metu gautu rezultatu — rs1058332 (atvejo grupés genotipy
pasiskirstymas = 0/7/14, kontrolinés grupés genotipy pasiskirstymas 0/4/37, p = 0,03416).

4.1.6 Aleliy dazniy palyginimas tarp kazkada vartojusiy alkoholj ir nevartojanciy
alkoholio grupiy

10 paveiksle atvaizduotas aleliy dazniy palyginimo tarp grupiy rezultatas. Statistiskai
reik§mingai skyrési tik vieno Zymens aleliy dazniai — rs563649 (NM_000914.4:¢.291-2994C>T)
(referentinio alelio daznis = 0,2692, alternatyvaus alelio daznis = 0,09756, x2 =4,864,p =0,0274,
SS = 3,408 su 95 proc. Pl 1,098—10,58). VNV esantis OPRM1 gene, Kuris sudarytas i§ 4 egzony
ir koduoja vieng i$ trijy Zzmogaus organizme esanciy opioidiniy receptoriy — p opioidinj receptoriy
(MOR). Organizme MOR veikiamas endogeniniy opioidy peptidy ar opioidiniy analgetiniy agenty
(beta endorfiny, enkefaliny). Literatiroje MOR minimas, kaip darantis jtakg priklausomybéms nuo
narkotiniy medziagy, tarp jy ir alkoholio, veikiant per dopamino sistemos reguliavimg. 1 introne
esantis variantas randamas struktiiriSkai konservatyvioje vidinéje ribosomos prisijungimo vietoje

5’ NTS dalyje. Nukleotido pakaita gali lemti iRNR kiekio pokyti, transliacijos efektyvuma (39)
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bei naujy MOR izoformy susidarymg — MOR1K. MORI1K receptoriaus funkcinés savybés gali

turéti jtakos priklausomybei nuo alkoholio ar kity narkotiniy medziagy (30).
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10 pav. Aleliy dazniy palyginimo tarp kazkada vartojusiy ir nevartojanciy asmeny grupiy pagal
pasirinktus zZymenis rezultatas. Abscisiy asyje nurodyti VNV Zymenys, ordinaciy asyje nurodytos
212 kriterijaus p reikSmés. Zymenys, kuriy aleliy dazniy palyginimo p reikimé > 0,5, grafike

neatvaizduojami.

4.1.7 Genotipy daZniy palyginimas tarp kazkada vartojusiy alkoholj ir nevartojanciy

alkoholio grupiy

Atlikus genotipy dazniy analize tarp grupiy, gautas statistiSkai reik§mingas skirtumas pagal
vieng VNV —rs4938016 (NM_178510.1:¢.1324G>C, NP_848605.1:p.Gly442Arg) (atvejo grupés
genotipy pasiskirstymas = 4/4/5, kontrolinés grupés genotipy pasiskirstymas = 1/22/18, p =
0,0159). VNV yra keiciantis amino riigstj variantas, randamas aStuntajame ANKK1 geno egzone.
Bao-Zhu Yang ir kolegy iSleistoje publikacijoje VNV minimas kaip susij¢s su priklausomybe nuo
alkoholio bei kity narkotiniy medziagy (79).

4.1.8 Aleliy dazniy palyginimas tarp daZnai vartojanciy alkoholj ir retai vartojanciy bei

kazkada vartojusiuy alkoholj grupiu

Aleliy dazniy palyginimo rezultatas tarp grupiy pavaizduotas paveiksluose (11, 12 pav.).
Gautas statistiSkai reikSmingas VNV aleliy dazniy skirtumas (referentinio alelio daznis = 0,1667,
alternatyvaus alelio daznis = 0,6621, ¥* = 5,575, p = 0,0182, SS = 2,821 su 95 proc. Pl 1,153—
6,901 ir kity grupiy: referentinio alelio daznis = 0,1667, alternatyvaus alelio daznis = 0, y* = 4,831,
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p = 0,02796) — rs8188000 (NM_000689.4:¢c.*455A>G). VNV yra ALDH1AL1 gene, kuris koduoja
aldehido dehidrogenaziy Seimai priklausant] baltyma. Fermentas dalyvauja pagrindiniame
alkoholio metabolizmo kelyje ir randamas lgstelés citozolyje. 2009 metais iSleisto Richard Sherva
ir kolegy publikuotame darbe atlikta regresiné analizé norint nustatyti asociacijg ir sgveika tarp
dviejy su alkoholio vartojimu susijusiy fenotipy grupiy ir 17 alkoholio metabolizme dalyvaujanciy
geny VNP tiriamojoje grupéje (N = 1588 Europos isSeiviai | JAV). Tyrime rs8188000 variantas
statistiSkai reik§Smingai nesiskyré tarp grupiy (65).
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11 pav. Aleliy dazniy palyginimo tarp daznai vartojanciy ir retai vartojanciy asmeny grupiy pagal
pasirinktus Zymenis rezultatas. Abscisiy asyje nurodyti VNV Zymenys, ordinaciy asyje nurodytos
212 kriterijaus p reiksmés. Zymenys, kuriy aleliy dazniy palyginimo p reikimé > 0,5, grafike

neatvaizduojami.
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12 pav. Aleliy dazniy palyginimo tarp daznai vartojanciy ir kazkada vartojusiy asmeny grupiy

pagal pasirinktus Zymenis rezultatas. Abscisiy aSyje nurodyti VNV Zymenys, ordinaciy asyje
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nurodytos y* kriterijaus p reiksmés. Zymenys, kuriy aleliy dazniy palyginimo p reikimé > 0,5,

grafike neatvaizduojami.

4.1.9 Genotipy dazniy palyginimas tarp daznai vartojanciy alkoholj grupés ir retai

vartojanc¢iy bei kazkada vartojusiy alkoholj grupiy

Atlikus genotipy dazniy analiz¢ tarp grupiy, gautas statistiSkai reikSmingas skirtumas
(rs8188000, atvejo grupés genotipy pasiskirstymas = 0/7/14, kontrolinés grupés genotipy
pasiskirstymas = 2/25/192, p= 0,0309 ir kitos imties: atvejo grupés genotipy pasiskirstymas =
0/7/14, kontrolinés grupés genotipy pasiskirstymas = 0/0/13, p = 0,0286) nesiskiria nuo aleliy

dazniy analizés rezultato.

4.1.10 Tarppopuliacinis palyginimas

Tarppopuliacinis genotipy dazniy palyginimas pagal pasirinktus kandidatiniy geny VNV
buvo atliktas tarp Lietuvos ir trijy pasirinkty populiacijy (14 pav.) — CEU (Siaurés ir vakary
Europos i8eiviai gyvenantys Jutos valstijoje JAV), TSI (Italijos Toskanos regiono gyventojai), FIN
(Suomijoje gyvenantys suomiai). Sios populiacijos pasirinktos d¢l to, kad jy duomenys laisvai
pricinami duomeny bazése. CEU populiacija pasirinkta patikrinti skirtumus tarp Lietuviy
populiacijos ir daZniausiai literatiiroje analizuojamos Europieciy populiacijos. TSI ir FIN
populiacijos pasirinktos dél $iy Saliy alkoholio vartojimo statistikos (13 pav.), kuri buvo paskelbta
Pasaulio Sveikatos Organizacijos (PSO) 2014 mety ataskaitoje (55). Pagal 2012 mety alkoholio
vartojimo statistikg Lietuviai suvartojo beveik 1,5 karto daugiau alkoholio nei Suomiai ir 3 kartus
daugiau nei Italijos gyventojai. 37 i§ 62 VNV Zymeny genotipy dazniai statistiSkai reikSmingai
nesiskyré tarp populiacijy. VNV, kuriy aleliy dazniy pasiskirstymas statistiSkai reikSmingai
skyrési tarp analizuoty Lietuvos populiacijos grupiy, rs563649, rs1058332, rs686141, taip pat,
statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarp minéty populiacijy. Likusiy 25 VNV genotipy daZniai
statistiskai reikSmingai skyrési bent su viena pasirinkta populiacija. VNV rs8188000 ir rs1799971

genotipy dazniai statistiSkai reikSmingai skyrési tarp visy pasirinkty populiacijy.

33



25

20

15

10

20.4

16.9

14.9
134

Lietuva Suomija

B Min_Litr ® Vidurkis_Litr

7.9
5.7

35 .

Italija

Max_Litr

13 pav. 2014 metais isleistos PSO ataskaitos statistiné dalis atvaizduoja 2012 metais bendrai tarp

ly¢iy suvartoto grynojo alkoholio kiekj litrais bei PI 95 proc..
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14 pav. Tarppopuliacinio genotipy dazniy palyginimo rezultatas. P CEU — Lietuvos bei CEU populiacijos statistinis palyginimas isreikstas y? kriterijaus p reiksmé. P TSI — Lietuvos

bei TSI populiacijos statistinis palyginimas isreikstas y? kriterijaus p reikimé. P FIN — Lietuvos bei FIN populiacijos statistinis palyginimas isreikstas y? kriterijaus p reiksmé.
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4.1.11 Viso genomo asociacijos tyrimas

Viso genomo asociacijos tyrimo (toliau trumpiniu VGAT) tarp save identifikavusiy kaip
vartojanciy ir nevartojanciy grupiy (N = 294) genotipy dazniy palyginimo rezultatas pavaizduotas
paveiksle (15 pav.). VGAT studijy metu analizuojamas zmogaus genomas pagal pasirinktus VNP
zymenis. Tyrimo metu, be iSankstinés hipotezés apie fenotipinj pozymj] sukeliancius faktorius,
analizuojamos dvi grupés — pasirinktg fenotipa turinCiy ir kontroliné grupés. Analizés metu
bandoma atrasti Zymenis, kurie statistiSkai reikSmingai dazniau nustatomi fenotipg turinciy
grupéje. Taip dalis luste esaniy VNP bus asocijuoti su fenotipu. D¢l placiy lusto galimybiy
padengti visg genoma, daznai tokiais tyrimais tiriami daugiaveiksnés etiologijos sutrikimai, kuriy
genetiniai veiksniai — populiacijoje dazni genomo polimorfizmai (VNP, MAF > 5%).

Atlikus ¥® p reik§miy Bonferroni korekcija nebuvo pastebéta statistiskai reik§mingy
skirtumy tarp daZznai vartojanciy ir nevartojanciy alkoholio grupiy, pagal autosominése
chromosomose esan¢ius VNP Zzymenis. X chromosomoje esantys skirtumai negali buti

interpretuojami dél naudojamos nehomogeniskos pagal lytj imties.
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15 pav. Viso genomo asociacijos tyrimo rezultatas atvaizduotas Manhattan tipo grafiku. Virsutiné

linija rodo p<0,05, apatiné linija rodo rezultatus su riba p = 0,5.
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4.2 Genominiy ir aplinkos veiksniy duomeny analizé

4.2.1 Genominiy veiksniy analizé

Antrosios tyrimo dalies metu pasirinkty VNV daromg jtaka alkoholio vartojimui, buvo
atlikti: aleliy bei genotipy dazniy palyginimas grupése. Taip pat, gautiems duomenims buvo
pritaikytas logistinés regresijos modelis. Pasirinktiems VNV Zzymenims atliktas Hardzio —
Veinbergo désnio patikrinimas (11 lentelé). Populiacija, pagal VNV Zymenis, nenukrypsta nuo

Hardzio — Veinbergo désnio.

11 lentelé. Hardzio — Veinbergo désnio patikrinimo, pagal pasirinktus VNV, rezultatas.. y* —

Pirsono y? kriterijaus reikime. P reikimé — Pirsono y* kriterijaus p reiksmé.

VNV Stebimas  genotipy | Tikétinas T p

Zymuo pasiskirstymas genotipy reikSmé

pasiskirstymas

rs2238151 | 62/63/18 61,13/64,73/17,13 | 0,102 | 0,749
rs1229984 | 0/5/139 0,04/4,91/139,04 | 0,045 | 0,832
rs698 44/67/33 41,71/71,58/30,71 | 0,590 | 0,443

4.2.1.1 Pasirinkty VNV aleliy daZniy palyginimas

Atlikus aleliy dazniy palyginimag tarp daznai vartojanciy bei nevartojanciy alkoholio
asmeny grupiy, gautas rezultatas rodo, kad aleliy dazniai grupése nesiskiria. Rezultatai pateikti 12

lenteléje.

12 lentele. Pasirinkty VNV aleliy dazniy palyginimo tarp save identifikavusiy kaip daznai
vartojanciy alkoholj (N = 101) ir nevartojanciy alkoholio (N = 43) grupiy. Aleliy dazniai isreiksti
taip — Referentinio alelio daznis grupéje/Alternatyvaus alelio daznis grupéje. y* — Pirsono y*

kriterijaus reiksmé. P reiksmé — Pirsono y* kriterijaus p reiksmé.

VNV Daznai gerianciy | Negerianciy ¥ p
Zymuo grupé grupé reik§meé
rs2238151 | 0,5714/0,4286 0,6881/0,3119 0,029 | 0,8643
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12 lentelés tesinys.

VNV Daznai gerianciy | Negerianciy ¥ p
Zymuo grupe grupé reikSme
rs1229984 | 0,0233/0,9767 0,0149/0,9851 0,002 | 0,9654
rs698 0,5116/0,4884 0,5495/0,4505 0,003 | 0,9572

4.2.1.2 Pasirinkty VNV genotipu dazniy palyginimas

Patikrinus genotipy dazniy pasiskirstyma grupése, taip pat, negauta statistiskai reikSmingy
rezultaty. Rezultatai pateikti 13 lenteléje.

13 lentelé. Pasirinkty VNV genotipy dazniy palyginimo tarp save identifikavusiy kaip daznai
vartojanciy alkoholj (N = 101) ir nevartojanciy alkoholio (N = 43) grupiy. Genotipy dazniai
isreiksti taip — Homozigotiniy genotipy pagal referentinj alelj skaicius grupéje/Heterozigotiniy

skaicius grupéje grupéje/ Homozigotiniy genotipy pagal alteranatyvyjj.

VNV Daznai gerianciy | Negerianciy ¥? p
Zymuo grupé grupé reikSmé
rs2238151 | 13/22/7 49/41/11 3,832 |0,1472
rs1229984 | 0/2/41 0/3/98 - 0,635*
rs698 10/24/9 34/43/24 2,3109 | 0,3149

4.2.1.3 Pasirinkty VNV jtakos vertinimas logistinés regresijos modeliu

Vertinant tik genetiniy veiksniy jtaka vartoti alkohol] panaudotas logistinés regresijos
modelis. Modelyje naudotas VNV Zymeny kodavimas pagal adityvyji modelj, t.y. daroma
prielaida, kad kiekvienas alternatyvaus alelio turé¢jimo faktas padidina daromg geneting jtaka
fenotipui.

Pritaikius prognostinj modelj (logistinés regresijos modelio parametrai: nulinis nuokrypis
— 173,15 (142 laisvés laipsniai), paklaidy nuokrypis — 165,94 (137 laisvés laipsniai), Akaike
informacinis kriterijus (AIK) — 177,94) gauti rezultatai (14 lentelé) rodo, kad visi parametrai néra
statistiSkai reikSmingi modeliui. Taciau rs698 ADDI[T.1] ir rs2238151 _ADDI[T.1] parametrai
artéja prie statistiskai reikSmingo lygmens (atitinkamai p reiksmé = 0,0937 ir 0,0615).

Nors aleliy ir genotipy dazniai grupése statistiSkai reikSmingai nesiskiria, o genetiniy
veiksniy prognostinis modelis nepaaiskina gauty duomeny, taciau negalime pilnai atmesti nulinés

hipotezes ir pasirinkty VNV daromos jtakos.
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14 lentelé. Genetiniy veiksniy logistinés regresijos modelio rezultatas. P reiksmé —Valdo

kriterijaus p reiksmé.

Parametrali Parametro SS P1 95 proc. P reikSmé
jvertis

Konstanta -0,8907 0,41 0,062-2,729 0,3568
rs698_ADDI[T.1] 0,8106 2,249 |0,871-5,803 0,0937
rs698_ADDI[T.2] 0,4209 1,523 | 0,503-4,616 0,4569
rs1229984 ADD[T.2] -1,0026 0,367 0,050-2,681 0,3231
rs2238151_ADD[T.1] 0,7813 2,184 | 0,963-4,953 0,0615
rs2238151_ADD|T.2] 0,8828 2,418 0,766-7,627 0,132

4.2.2 Aplinkos veiksniy analizé

4.2.2.1 Aplinkos veiksniy jtakos vertinimas logistinés regresijos modeliu

Aplinkos veiksniy jtakai jvertinti naudoti LITGEN projekto klausimyno fenotipiniai
duomenys. Modeliui sudaryti pasirinkti trys parametrai: lytis (vyras, moteris), ISsilavinimas
(pradinis, vidurinis, specialusis vidurinis ir aukstasis) bei rikymas (neriikantys ir rikantys
retai/daZznai). Pritaikius prognostinj model; (logistinés regresijos modelio parametrai: nulinis
nuokrypis — 150,182 (127 laisvés laipsniai), paklaidy nuokrypis — 90,267 (122 laisvés laipsniai),
AIK — 102,27) gauti rezultatai (15 lentelé) rodo, kad visi parametrai yra statistiSkai reikSmingi
(i8skyrus parametro ,,i$silavinimas* kintamuosius — pradinis ir specialusis vidurinis).

Logistinés regresijos modelyje, konstanta nurodo referentinés grupés (Siuo atveju
neriikan¢iy motery, turin¢iy aukstajj iSsilavinimg t.y. visi kiti parametrai lygiis 0) tikimybe biiti
priskirtai prie daznai vartojanciy alkoholj grupés.

Vertinant iSsilavinimg, asmenys turintys vidurinj i$silavinima, turi maza tikimybe patekti
daznai vartojanciy alkoholj grupe. T.y. pasitelkus modelio rezultatus, galime teigti, kad asmenys
turintys vidurinj i$silavinimg padidina savo galimybg¢ vartoti alkoholj 0,14 Kkarto. Tai i§ dalies
patvirtina Kanazawa S. ir Hellberg J. 2010 metais paskelbto tyrimo iSvadas. Jie teigé, kad labiau
i$silaving asmenys dazniau linke vartoti alkoholj, tabako gaminius, ar kitas narkotines medziagas
(37).

Literatiiroje minima, kad moterys yra padidintos rizikos grup¢je susirgti alkoholizmu nei
vyrai. Moterys, palyginus su vyrais, pasiekia didesne¢ alkoholio koncentracijg kraujyje. Taip pat,

jas labiau veikia alkoholio Salutinis poveikis nei tokj pat alkoholio kiekj iSgérusius vyrus. Tyréjai
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taip pat nurodo, kad motery vidiniai organai dazniau bei sunkiau paveikiami alkoholio, be to,
iSgérusios moterys turi padidéjusia traumy (automobiliy avarijos bei smurtas) rizikg. Tai siejama
su abiejy lyCiy skirtumais: metabolizmo, hormoninés veiklos, fiziologiniy smegeny skirtumy,
genetiniy bei aplinkos poveikiy skirtumy (34, 58). Taciau pagal modelio rezultatus, vyriskos lyties
atstovai padidina savo rizikg vartoti alkoholj 12,28 karto.

Rukymo sukelta priklausomybé tabako gaminiams, labai panasi j alkoholio priklausomybe.
Manoma, kad Sie procesai tarpusavyje susije metaboliniais keliais bei tais paciais genetiniais ir
aplinkos veiksniais. Todél rukantis asmuo linkes vartoti alkoholj ir atvirk$c¢iai (6). Bridget F. Grant
ir kolegos pastebé¢jo, kad priklausomybé nuo nikotino buvo labiausiai paplitusi tarp asmeny su
alkoholio ar kity narkotiniy medziagy priklausomybe (atitinkamai 34,5 proc. ir 52,4 proc.) (23).
Pritaikius logistinés regresijos modelj, galime teigti, kad riikkantys asmenys turi 11,55 karto

padid¢jusia tikimybe vartoti alkoholj, negu nertikantys.

15 lentelé. Aplinkos veiksniy logistinés regresijos modelio rezultatas. P reiksmé —Valdo kriterijaus

p reiksme.
Parametrai Parametro SS P1 95 proc. P reikSmé
jvertis

Konstanta -2,3891 0,092 0,028-0,301 8,26e-05
ISsilavinimas[Pradinis] -0,3604 0,698 0,044-11,104 0,7986
ISsilavinimas[Specialusis] | -0,4574 0,633 0,175-2,287 0,4852
I$silavinimas|[Vidurinis] | -2,0343 0,131 0,022-0,783 0,0259
Lytis[Vyras] 2,5079 3,671 3,840-39,273 2,36e-05
Rikymas|Taip] 2,4465 3,668 3,405-39,162 8,62e-05

4.2.2.2 Aplinkos veiksniy logistinés regresijos modelio tinkamumo jvertinimas

Aplinkos veiksniy logistinés regresijos modelio jvertinimui naudotos Bewick V. ir kolegy
pasitlytos rekomendacijos (2). Jos vertina modelio tinkamumg matuojant jautrumg ir
specifiSkuma, pagal sudarytg klaidingai/tikrai teigiamy/neigiamy rezultaty lentelg (16 lentelé).

Sudaryto modelio pagalba, 85 atvejai (91,5 proc.), arba alkoholio nevartojantys asmenys
buvo priskirti alkoholio nevartojanciy grupei, buvo klasifikuoti teisingai, o 8 atvejai (8,6 proc.)
neteisingai. Tuo tarpu, 22 atvejai (62,9 proc.), arba alkoholj vartojantys asmenys buvo priskirti

alkoholio vartojan¢iy grupei, buvo suklasifikuoti teisingai, o 13 atvejy (37,1 proc.), buvo
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klaidingai neigiami. Todél vidutinis modelio klasifikuojamumas yra 77,2 proc.. Todél modelio

jautrumas yra 62,9 proc., o specifiSkumas 91,4 proc..

16 lentelé. Aplinkos veiksniy logistinés regresijos modelio tinkamumo jvertinimas. Lenteléje

nurodyti skaitmenys reprezentuoja anketos duomeny bei modelio pateiktos prognozés palyginimq.

Skliausteliuose nurodytos procentiné palyginimo israiska.

Modelio prognozé

Alkoholio vartojimas

Ne

Taip

Ne

85 (91,4 proc.)

8 (8,6 proc.)

Taip

13 (37,1 proc.)

22 (62,9 proc.)

4.3 Gauty rezultaty verifikacija

Gauty duomeny verifikacija turéty buti atlikta didesn¢je tiriamyjy imtyje bei naudojant

detalesnj klausimyng. Jis padéty specifiskiau ir detaliau apibréZzti tiriamaja grupe ir iSskirstyti

tiriamuosius j grupes. Literatiiroje, pasirinkty VNV Zymeny daromai jtakai jvertinti, naudojamos

imtys siekia ne vieng tukstantj tiriamyjy, tam, kad biity uztikrinta statistiné galia ir sumazinta

klaidos tikimybé (46, 7).

5 ISVADOS

1. ISnagrinéjus duomeny bazése publikuojama literatiirg, pasirinktos 23 geny sritys

siejamos su AVS. Pasirinktose geny srityse esantys genai ir atrinkti 98 VNV juose yra

svarbtis alkoholio metabolizmo procesams, neuromediatoriy receptoriy veiklai ir

signaliniuose keliuose dalyvaujanciy baltymy sintezei.

2. Atlikus viso genomo asociacijos tyrimg, Lietuvos populiacijoje nenustatyta su

alkoholio vartojimu asocijuoty genominiy zymeny.

3. Aitlikus pasirinkty VNV aleliy dazniy palyginima nustatyta, kad:

a. rs686141 G, rs1058332 A, rs563649 T aleliai yra statistiskai reikSmingai (p <

0,05) daznesni vartojanéiy alkoholj, daznai vartojanciy alkoholj ir kazkada

vartojusiy alkoholj grupése, palyginus su nevartojanciy alkoholio grupe.
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b. rs8188000 alelis A yra statistiSkai reikSmingai (p < 0,05) retesnis retai
vartojanciy alkoholj ir kazkada vartojusiy alkoholj grupése, palyginus su daznai

vartojanc¢iy alkoholj grupe;
4. Atlikus genotipy dazniy palyginimg pastebéta, kad:

a. rs6354 C/C, rs1058332 A/A, rs4938016 G/G genotipai yra statistiS$kai
reik§mingai daznesni vartojanciy alkoholj, daznai vartojanciy alkoholj, kazkada

vartojusiy alkoholj grupése, palyginus su nevartojanciy alkoholio grupe;

b. rs8188000 A/G genotipas statistiS8kai reikSmingai reciau (p < 0,05) stebimas
retai vartojanéiy alkoholj ir kazkada vartojusiy alkoholj grupéje, palyginus su

daznai vartojanciy alkoholj grupe

5. Palyginus Lietuvos populiacija su kitomis Europinés kilmés populiacijomis nustatyta,
kad Lietuvos populiacija pagal 65 su alkoholio vartojimu siejamus VNV daugiausia
skiriasi nuo TSI populiacijos, o maziausiai skiriasi nuo FIN populiacijos. Taip pat,
Lietuviy populiacijoje rs8188000 A/G ir rs1799971 A/C genotipai daznesni, palyginus

su visomis lygintomis populiacijomis.

6 SANTRAUKA

Alkoholio vartojimo sutrikimai (AVS) — labai opi Siuolaikiné problema, kurios mastai
milziniski ir jau€iami visame pasaulyje. Lietuva — pirmaujanti Salis pasaulyje, pagal suvartotg
grynagjj alkoholio kiekj. Dél alkoholio sukelty tiesioginiy ir netiesioginiy padariniy kencia, ne tik,
asmens fiziné, psichologiné bei socialiné sveikata. Taciau alkoholio pasekmés — globalesnés,
kencia Salies ekonomika, demografija, did¢ja tiesioginio alkoholio padariniy — smurtiniy mirciy,
savizudybiy, auto katastrofy skaidius. Todél labai svarbu issiaiskinti AVS priezastis. Sio darbo
tikslas — atrasti naujus genetinius Zymenis bei patikrinti jau zinomy zZymeny asociacijg susijusia su
alkoholio vartojimo dinamika Lietuvos populiacijoje. Tikslui pasiekti naudoti molekulinés
genetikos tyrimo metodai — VNP—LGH ir Sanger sekoskaitos metodai. Tiriamyjy imtis sudaryta i$
300 pilnameciy asmeny dalyvavusiy ,,Lietuvos populiacijos genetiné jvairove ir sandaros kitimai,
susije su evoliucija ir dazniausiai paplitusiomis ligomis* (LITGEN) projekte ir atsakiusiy j
projekto klausimyno — ,,Gyventojy mitybos ir fizinio aktyvumo apklausos anketa* klausima: ,,Ar
vartojate alkoholinius gérimus?”. Gauty duomeny bioinformaciné ir statistiné analizé parodé, kad

egzistuoja ne tik vidupopuliaciniai skirtumai tarp atvejo ir kontrolés grupiy, taciau egzistuoja ir
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tarppopuliaciniai skirtumai (rs8188000 ir rs1799971), kurie galimai daro jtakg alkoholio vartojimo
dinamikai. Jvertinus Sanger sekoskaitos metu gautus duomenis (atvejo grupé N = 43, kontroliné
grupé N = 101) nepavyko rasti genetinio priezastingumo, ta¢iau atmesti genetiniy veiksniy
(rs1229984, rs698, rs2238151) daroma jtakg biity neteisinga. Logistinés regresijos modeliu atlikta
aplinkos veiksniy analizé parodé, kad vartoti dazniau alkohol;j turi tikimybe vyriskos lyties atstovai
(SS = 3,671 (P1 95 proc. 3,840-39,273), p = 2,36e-05) bei riikkantys asmenys (SS = 3,668 (Pl 95
proc. 3,405-39,162), p = 8,62e-05). Pastebéta, kad vidurinj i$silavinimag turintys asmenys turi
mazesng tikimybe paklititi j daznai geriandiy grupe (SS = 0,131 (P1 95 proc. 0,022-0,783) p =
0,0259). Tyrimo rezultatus reikéty patikrinti didesnéje imtyje bei naudojant detalesnj klausimyna,

kuris leisty specifiskiau parinkti atvejo bei kontrolines grupes.

7  SUMMARY

Alcohol use disorders (AUD) — a tremendous issue in modern society, which affects nearly
all the countries in the modern world. Lithuania — a leading country, according to pure alcohol
consumption, in the world. An abusive alcohol use directly and indirectly affects persons’ physical,
psychological and social health. It even reaches a global scale — where its’ effects are seen in
country’s economy, demography, or crime statistics. Therefore, it is important to research the
primary cause of AUD. The aim of the thesis — to find new and check known genetic factors which
are associated with alcohol use dynamics in Lithuanian population. To archive the goal, molecular
genetic methods where used, such as, SNP-CGH or Sanger sequencing.

Sample consisted of 300 adult Lithuanians, who participated in “Lithuanian population
genetic diversity and structure changes, related to the evolution of the most prevalent diseases”
(LITGEN) project and answered to questionnaire’s question — “Do you drink alcoholic
beverages?”. SNP—-CGH generated data analysis showed interpopulational and intrapopulational
differences (rs8188000 and rs1799971), between case and control groups, which can affect the
dynamics of alcohol use. Sanger sequencing generated data (N = 144) analysis failed to show any
association with alcohol use dynamics and used genetic markers (rs1229984, rs698, rs2238151),
but it would be wrong to reject their effect. To further analyze the effects of environmental factors
logistic regression models were used. Fitted model showed that males (OR = 3.671 (Cl 95% 3.840—
39.273), p = 2,36-05) and smokers (OR = 3,668 (Cl 95% 3.405-39.162), p = 8,62-05) are more
likely to frequently use alcoholic beverages. Furthermore, it was observed, that people with
secondary education has lower probability to frequently use alcohol beverages (OR = 0.131 (ClI
95% 0.022-0.783), p = 0.0259).
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All the obtained results should be replicated in the study with larger sample size and more

detailed questionnaire, which would help to determine more specific case and control groups.
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