VILNIAUS UNIVERSITETO
MEDICINOS FAKULTETO
ZMOGAUS IR MEDICININES GENETIKOS KATEDROS

MAGISTRO DARBAS

ABO KRAUJO GRUPIU SISTEMOS, VITAMINA D PRIJUNGIANCIO BALTYMO

POLIMORFIZMO KLASTERINE ANALIZE LYGINANT VEZIU, KORONARINE ARTERIJU
LIGA SERGANCIUJU IR ILGAAMZIU GRUPIYU DUOMENIS

Magistranté
MILDA JUKNEVICIENE

(parasas)

Darbo vadovas

Prof. habil. dr. VAIVA LESAUSKAITE

(parasas)
VU MF Zmogaus ir medicininés
genetikos katedros vedéjas

prof. (HP) dr. ALGIRDAS UTKUS leidZiama gintis

(parasas)

Darbo jteikimo data

Registracijos Nr.

2017



TURINYS

PADEKA ...ttt ettt 4
SANTRUMPU SARASAS ..ot sse s 5
TV ADAS ettt ettt ettt ettt ettt eente st et e e st e eat et e enteert e st enteententeenteeneen 6
1. LITERATUROS APZVALGA ......ostviirrirrrirereiesesessssessissssssesssssessssssssssssssassssssssssnns 9
1.1, T1AAMZISKUIMAS ......veeieiieiieeiieeiieeieeiteete et ettt e et e estteesbeetaeesbeessaeenseenseesnseensseenseensns 9
1.2. Piktybiniai navikKai ir SENEJIMAS ......eeevvireriieeiiieeiteeeiieeesteeestreeeeeeesseeesreeesseeessseeenns 9
1.2.1. KANCETOZENEZE ... .uviieeeiiieeeeeiiiee e ettt e e etee e et e e s et eeeeesaaaeessnsaeeeeennnaeeeennnseeeens 10
1.2.2. PrOSTAtOS VEZYS...uueeeiuiieeiiieeiiieeeiieeesiteeeiteesiteesitteessaeesseeesaseeesnseeesseessnseeensseesnns 11
1.2.3. SIAPImO PUSIES VEZYS ..o 12
124, INKSTY VEZYS .ottt ettt sttt ettt et e st e et e s enneas 13
1.3. ISeminé Sirdies liga (koronaring arterijy 1iga) ........cccoeveeiieeiiieniiiiieneeeceeeeeee 13
1.3.1.  Aterosklerozinés plokstelés formavimasis..........cceecvereeeiiienieeniienieeieeeee e 14
1.4.ABO0 Kraujo grupiy SISEEIMA ......ccveeruieeiieriieeieeniieeteestreesteesteeesseessaeeseessseesseesssessseessseans 15
1.4.1.  ABO kraujo grupiy sistema ir piktybiniai navikai...........cccocceeviiiiiniiinninnenen. 16
1.4.2.  ABO kraujo grupiy sistema, koronaring arterijy liga ir senéjimas...................... 16
1.5. Vitaming D prijungiantis baltymas ...........ccceeeueeviieriiiiienieeiiesie et eeee e evee e e 17
2. TYRIMO EIGA ...ttt ettt et sttt ettt et e b enees 20
3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS ......ooiiieiee ettt 21
3.1, Darbo apImtIS ..c...ooueeiiiiiiiiiieritetece ettt 21
3.2. ABO kraujo grupiy SiSt€mMOS tYTIMAS . .....cccueeeruireerirreeriieeeireeeieeesieeessreesseeesseeenseens 22
3.2.1.  Tyrimui NAUAOta JTANEZA....cccuveeiierieeiieeeiieesieeerieeesreeesteeesereessreesereesseeesneeennnes 22
3.2.2.  Tyrimui naudoti TEAZENTAL.....cc.eeriieiierieeiieeieeiee ettt ettt et seeeeeeseaeeneeas 22
3.2.3.  Tyrimo mMetOdiKa.......c.oeiuiiiiiiiiiie et 22
3.3. DNR gryninimo i$ periferinio Kraujo tyrimas.........cceccueeevveeereieeniiieeniiieeeieeesveeenveenn 23
3.3. 1. Tyrimui NAUAOLa JTANZA....cccuveeeieiieeiieeeiieeeieeeeieeesreeesreeeeaeesareesereesneeesseeennnes 23
3.3.2.  Tyrimui naudoti TEAZENTAL.....ccueeriieiierieeiieete ettt ettt ettt et saeeeaeeseeeeneeas 23
3.3.3. Tyrimo MetOdiKa.........eeiiiiiiiiiiieie et 23
3.3.4. DNR koncentracijos ir Svarumo jvertinimas bekiuveciu spektrofotometru ....... 24
3.3.4.1. Tyrimui Naudota JTANZA .....ccccuveeeirieeeiieeeiieesieeesteeesreeesereesseeesseeesseeessseeensnes 24
3.3.4.2. Tyrimui NAUdOts TEAZENTAT .....eeuvietieriiieiieeie ettt ettt seeeaee e eneeas 25
3.3.4.3. Tyrimo MEtOAIKA. .....ceeiuiiiiieiieiii ettt et e et e ens 25
3.4. Tikro laiko PGR kiekybinés analizés metodas...........ccceeevveeeciieniiieniieeeieeeee e, 25

3.4.1.  Tyrimui NAUAOta JTANZA.....ccueeeieieeeiieeeiieerieeesieeesteeesreeesereeeareessreesseeesseeensnes 26



3.4.2.  Tyrimui Naudotl TEAZENLTAL......cccuvierriieerieeeiieeriieesteeerteeeseaeeeaaeesseeeeaeeesseeennnes 27

343, Tyrimo mMetOdiKa.......c.cooiiiiiiiiiiiieiieee e 27
3.5, KIAStering analizZ€ ...........coueeieriiriiiiiiieieeie et 28
3.6. Rezultaty statistiné analiZ€............coeeviieeiiieeiiie e 29
4. TYRIMO REZULTATAL ...oooeieeeee ettt 30
4.1. ABO kraujo grupiy daznio tyrimo rezultatai tirtose grupese.........ccccevveererrvereerueenne. 30

4.1.1.  ABO kraujo grupiy daznio rezultatai tirtose bendrose kraujo donory, ilgaamziy ir
VEZIU SITZUSTY ZIUPESE .vveeervveeeurieeerreeeteeeaseeesseeesseeesseeassseesssssesssseesssseesssssesssseesssesessseennns 30
4.1.2. ABO kraujo grupiy daznio tyrimo rezultatai pagal amziy tirtose véziu sirgusiy
VYT 1T MOLEIY GIUPESE....cuvvieereenirertieereenireeeseessreeseensaeaseesseeasseesssessseessseesseesssessseesseesseensns 32
4.2. ABO kraujy grupiy sistemos kraujo grupiy Sansy santykio analizés rezultatai.......... 34
4.3.ABO0 kraujo grupiy sistemos tirty ligoniy, kraujo donory ir ilgaamziy grupiy

klasterinés analiz€s r€ZUItAtal ..........ccueeieuieeiiiieeeiie ettt ree e 38

4.4. Vitamino D prijungiancio baltymo genotipavimo rezultatai .............ccceeeveerreennrennen. 40
5. REZULTATU APTARIMAS ...ttt sttt et 41
6. ISVADOS ...ttt 44
SANTRAUKA ...ttt ettt ettt et e e ae et e eseeesee st enseessenseensesssasseenseensesseensensnans 45
SUMMARY ...ttt sttt ettt ettt s et e bt ea e e st e bt enbesatesbeenbeeneenaeensesneens 47
LITERATUROS SARASAS ...ttt 49
L PRIEDAS ..ottt ettt ettt e et e b e e st e s st e s e ensesseeseenseesseseensenneanseeneas 62
B o 2 U2 D N SRS 63
B PRIEDAS .. ettt et ettt ettt et et e ea e et e bt e bt et e eaeeneeneas 67



PADEKA

Noriu padékoti magistro baigiamojo darbo vadovei prof. habil. dr. Vaivai Lesauskaitei
ir Kardiologijos instituto darbuotojams uz duotus patarimus, atsakymus ] iskilusius klausimus
ir galimybe atlikti darbg Siame institute. Dékoju prof. habil. dr. Donatui StakiSaiCiui uz
suteikta pagalbg atliekant tyrima, patarimus, konsultavimg bei galimybe kartu iSleisti
publikacija.



SANTRUMPU SARASAS

25(0OH)D — 25 hidroksivitaminas D.

A — adeninas.

Asp — apsarto rugstis.

C — citozinas.

CAS — kompleksiné prisitaikymo sistema (angl. Complex adaptive system).

DNR - deoksiribonukleortigstis.

G — guaninas.

Gc — grupei specifinis komponentas.

Gelf — Gel greitasis (angl. Fast).

Gcls — Gel létasis (angl. Slow).

Glu — glutamo ragstis.

ILG — ilgaamziai.

IV — inksty vézys.

KAL — koronaring arterijy liga.

KD - kraujo donorai.

Lys — lizinas.

MTL — mazo tankio lipoproteinas.

NVI IS — Nacionalinio vézZio instituto informaciné sistema.

PGR — polimerazés grandininé reakcija.

P195 % - pasikliautinumo intervalas 95 %.

PV — prostates vézys.

SPV — §lapimo puslés vézys.

SS — ansy santykis.

T — timinas.

Thr — treoninas.

VDPB — vitaming D prijungiantis baltymas.

VDPB-maf — vitaming D prijungiancio baltymo kompleksas su makrofagus
aktyvuojanciu faktoriumi.

VNP - vieno nukleotido polimorfizmas.



IVADAS

Problematika ir aktualumas. Aterogenezés, kancerogenezés rySys su senéjimo
procesu yra zinomas (1, 2). Kartu su ilgéjancia vidutine gyvenimo trukme daugéja susirgimy
navikais ir ateroskleroze bei jos komplikacijomis. Ta¢iau amzius néra vienintelis veiksnys,
kuris daro jtaka iy susirgimy raidai. Sie procesai yra lemti daugelio veiksniy (3, 4).

Lietuvoje mirtingumas nuo Sirdies ir kraujotakos ligy yra vienas i$ didziausiy visoje
Europoje (4). Siai ligy grupei priklauso aterosklerozé ir jos sukeliamos ligos. Aterogenezei
jtaka daro daugiau nei 200 veiksniy (5).

Navikiniai susirgimai — tai antra pagal mirtingumo daznj ligy grupé Lietuvoje.
Lietuvoje véziu serga apie 3 % gyventojy (6). Didéjantis diagnozuoty vézio atvejy skaicius
yra susijes su ilgéjancia gyvenimo trukme. Senéjimas ir vézio raida yra biologiskai susije ir
tai yra viena 1§ naviky biologijos tyrimy sriciy (7).

Lietuvos statistikos departamento duomenimis, asmeny iki 60 mety yra apie 75 %,
80 mety ir vyresni asmenys sudaro apie 5,5 % visos populiacijos. Motery populiacijoje yra
daugiau nei vyry (atitinkamai apie 54 % ir apie 46 %), o ypac rySkus skirtumas yra 80 mety ir
vyresniy amZiaus grupeje, kur moterys sudaro apie 73 %. Pastarasis skirtumas yra susijgs su
aiSkiai trumpesne vyry gyvenimo trukme Lietuvos populiacijoje, kurig lemia ir sergamumas
ateroskleroze bei piktybiniais navikais (6, 8, 9, 10).

llgaamziskumg lemia atsparumas kancerogenezei ir aterogenezei. Yra zinomi
ilgaamziSkuma lemiantys genai (11), taciau ilgo gyvenimo fenomenas yra neabejotinai
daugelio veiksniy sgveikos iSraiSka. PavyzdZziui, vitamino D maZesné koncentracija kraujyje
yra susijusi su didesne iSeminés Sirdies ligos bei vézio rizika (12, 13). Vienas 1§ veiksniy
apsprendzian¢iy vitamino D koncentracijg kraujyje yra vitaming D prijungiancio baltymo
(VDPB) izoformos (14). Lietuvos populiacijoje tyrinétas VDPB (15), Cerumen tipo (16),
beta-aminoizosviesto riigSties polimorfizmo rySys su koronarine Sirdies liga ir ilgaamZiSkumu
(17). Lietuvos populiacijoje sergantiems vainikiniy arterijy ateroskleroze dazniau nustatoma
B kraujo grupé ir aiskiai reciau O kraujo grupé, o ilgaamziy grupei budinga patikimai
daznesne 0 kraujo grupe (18, 19). Kitose populiacijose (kinie€iy) pastebétas véziniy ligy rySys
su 0 ir A kraujo grupémis (20), o B kraujo grupé tarp serganciy navikais daznesné Austrijos
populiacijoje (21).

Magistro darbui pasirinkta atlikti ABO kraujo grupiy sistemos klastering analize
Lietuvos populiacijoje lyginant serganciy prostatos, inksty, Slapimo pislés véziu, sveiky
donory, ilgaamziy bei serganciyjy koronarine arterijy liga asmeny grupés, klasterinés analizés

metodu siekiant jvertinti analizuojamy duomeny struktiirg, jy matematinj panaSumg ir
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sudaryti grupes (klasterius) (22). Sis metodas padés jvertinti skirtumus (panaSumus) ir
genetinius atstumus tarp tiriamyjy grupiy. Gauti rezultatai parodys klasteriy tarpusavio
hierarchija, sudarant visy klasteriy tarpusavio priklausomybe ir nustatant optimaly klasteriy
skai¢iy (23). Klasterine analize pagrista ABO kraujo grupiy sistemos ir motery serganciy,
vainikiniy arterijy ateroskleroze, kraujo donory bei ilgaamziy duomeny grupavimas jau
tyrinétas Lietuvoje (18, 19), bet netyrinétas tarp serganciy piktybiniais navikais, sarySyje su
ilgaamziskumu.

Darbo hipotezé: ABO kraujo grupiy daznis ilgaamziy grupéje, koronarine arterijy
liga ir urogenitalinés sistemos (prostatos, Slapimo puslés, inksty) véziu serganciy grupése
Lietuvos populiacijoje skiriasi. Ilgaamziskumui biidinga atsparumas kancerogenezei ir
aterogenezei, kuriam reikSmes turi ir paveldimi determinantai. Klasterinés analizés metodas
gali biiti taikomas $iy sgsajy nagrinéjimui sarysyje su ilgaamziSkumu.

Darbo tikslas. Ivertinti asmeny, serganciy véZziu, asociacija su ABO kraujo grupiy
sistema, ja palyginti su ilgaamziy bei koronarine arterijy liga sergandiyjy grupémis,
tiriamasias grupes sugrupuoti klasterizavimo metodu ir istirti vitaming D prijungiancio
baltymo polimorfizmg.

UZdaviniai

1. Atlikti asmeny, serganciyjy urogenitalinés sistemos véziu, koronarine arterijy

liga bei ilgaamziy asmeny klastering analize pagal ABO kraujo grupiy sistema.

2. Ivertinti ABO kraujo grupiy sistemos daznj urogenitalinés sistemos veézio ir

ilgaamzZiy populiacijose.

3. Ivertinti urogenitalinés sistemos vézio ir ilgaamziy asociacijg su ABO kraujo

grupiy sistema.

4. I8tirti vitaming D prijungiancio baltymo izoformy daznj ilgaamzZiy grupéje.

Darbo naujumas. Darbo originaluma sudaro ABO kraujo grupiy ir ilgaamziskumo
klasteriné analizé sarySyje su jy pasiskirstymu serganéiy véziu ir vainikiniy arterijy
ateroskleroze serganciyjy grupése Lietuvos populiacijoje. Urogenitalinés sistemos vézys buvo
pasirinktas del priklausomybés nuo amziaus (vyresniame amziuje nustatoma daugiau atvejy)
bei d¢l to, kad prostatos vézys yra dazniausiai aptinkamas navikinis susirgimas vyry grupéje
(6). Darbe tirta ABO kraujo grupiy sistemos varianty asociacija su serganciyjy urogenitalinés
sistemos véziu (prostatos, inksty ir Slapimo piislés) grupése bei ilgaamziy ir sveiky kraujo
donory grupése. ABO kraujo grupiy sistemos duomeny klasteriné analizé parodys genetines
distancijas tarp lyginamyjy grupiy. Taip pat Lietuvos ilgaamziy grupei bus nustatytas

vitaming D prijungiancio baltymo izoformy daznis.



Atliekant baigiamaj] magistro darbg buvo tiriama ABO kraujo grupiy sistema,
gryninant DNR i§ periferinio kraujo bei genotipavimas tikro laiko (PGR) metodu. Analizuota
urogenitalinés sistemos vézio, koronarings arterijy ligos bei ilgaamziskumo asociacija su ABO
kraujo grupiy sistema. Gauti duomenys apdoroti statistiniais metodais. Sergantieji véziu,
koronarine arterijy liga bei ilgaamziai buvo palyginti sugrupuojant klasterinés analizés

principu, pagal ABO kraujo grupiy sistema.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. TIlgaamziSkumas

Populiacijos sen¢jimas yra fenomenas susijes su daugeliu skirtingy veiksniy,
lemianciy prailgéjusia gyvenimo trukme, ir ilgaamziy skaiciaus augimg (24, 25). Jungtiniy
tauty organizacijos duomenimis Pasaulio populiacijos tyrimai (2015 mety) atskleidé, kad
Europa pagal gyventojy amziy yra labiausiai pasengs kontinentas, kurio 24 % populiacijos yra
vyresni nei 60 mety gyventojai. Tai tiesiogiai susij¢ su Sirdies ir kraujotakos ligy bei vézio
susirgimy dazniu (26).

Senéjimas yra pagrindinis ligy, susijusiy su amziumi rizikos veiksnys. Sis
mechanizmas gali buti suvokiamas dviprasmiSkai: kaip nepertraukiamas rySys, kuris sieja
senéjimg ir létines amzines ligas (dazniausiai vézi ir Sirdies kraujagysliy ligas) arba, kad
ilgaamziskumas néra susije¢s su rizikos veiksniais, lemianciais su amziumi susijusias ligas
(pvz., vézj ir aterosklerozg) (27).

llgaamziskumas yra apibiidinamas kaip pozymiy ir genetiniy varianty derinio
visuma. Pastarieji gali buti suklasifikuoti j dvi grupes. Pirmoji — variantai esantys genuose
gali daryti jtakg daugiau nei vienam pasireiSkian¢iam fenotipui, dél skirtingo poveikio
audiniams ir skirtingy veikimo mechanizmy (pvz., APOE e4) (28). Antroji — variantai, kurie
veikia skirtingas geny funkcijas priklausomai nuo amziaus: genai gali pakeisti savo jtaka del
senstant besikeiian¢iy mechanizmy remodeliavimo ir kity veiksniy, kurie sudaro nauja
viding aplinkg (metabolizmo, hormony poky¢iai) (29).

Lietuvos populiacijoje atlikti ilgaamziy tyrimai — nustatytas ilgaamZiSkumo rySys su
apoA-I, apoB, apoE kiekiu kraujyje, Cerumen tipu (16), VDPB genetiniais variantais (15),
ABO kraujo grupémis (18, 19), cholesteril—esterius perneSancio baltymo (angl. Cholesteryl
ester transfer protein, CETP) polimorfizmu 1405V (30).

1.2. Piktybiniai navikai ir senéjimas

Piktybiniai navikai — tai antra pagal mirtingumo daZzn;j ligy grupé Lietuvoje, pirmoje
vietoje Sirdies ir kraujagysliy susirgimai. Lietuvoje véziu serga apie 3 % gyventojy (6).
Did¢jantis diagnozuoty vézio atvejy skaiCius yra susijes su ilgéjancia gyvenimo trukme,
zalingais jprociais, virSsvoriu, virusinémis ligomis ir kitais veikianciais veiksniais. Senéjimas

ir vézio raida yra biologiSkai susij¢ ir tai yra viena i§ naviky biologijos tyrimy sriciy (7).



Veézys — tai liga, kurig sukelia supiktybéjusiy lgsteliy sankaupa (navikas). Pagal
naviko augimo pobudj, jo plitimg, jtaka organizmui navikai gali biti piktybiniai ir
nepiktybiniai. Kai kurie nepiktybiniai navikai gali virsti piktybiniais. Ligos eiga, jos gydymas
labai susije su piktybinio naviko tipu, navikiniy Igsteliy diferenciacijos laipsniu bei vézinio
proceso iSplitimu. Vézio iSplitimui apibiidinti onkologijoje vartojama sgvoka ,,vézio stadijos®.

Paprastai skiriamos 4 vézio stadijos (31).

1.2.1.Kancerogeneze

Siuo metu egzistuoja daug kancerogenezés mechanizmy teorijy. Pagal $ias teorijas,
vézio vystymasi organizme gali sukelti: virusai, chromosomy aberacijos (delecijos, insercijos,
duplikacijos), somatinés ar susikaupusios dauginés mutacijos (taskinés mutacijos), imuniné
sistema, negyjancios Zaizdos, nemutageniniai mechanizmai ir audiniy organizaciné sritis
(angl. Tissue organization field). Somatiniy mutacijy teorija yra pagrindiné kancerogenezés
teorija. Ji teigia, kad vézio formavimasis yra veikiamas dauginiy atsitiktiniy mutacijy
svarbiuose genuose, kurie kontroliuoja somatiniy lgsteliy augimg ir diferenciacija. Taciau yra
stebimi mutacijy teorijos neatitikimai (nukrypimai) — kartais stebima létesné véziniy lasteliy
proliferacija palyginus su somatiniy lgsteliy proliferacija, pastebéta spontaniné vézio regresija
(32) bei, kad kai kurie vézio tipai néra susije su kokia nors mutacija (33).

Neseniai buvo suformuota nauja teorija. Paremta kompleksine prisitaikymo sistema
(angl. Complex adaptive system, CAS) arba kitaip vadinama chaoso teorija (34). J. Holandas
(angl. J. Holland) panaudojo CAS nuolat kintanc¢iai kompleksiniy sistemy prigimciai
apibiidinti (35). CAS turi tris pagrindinius bruozus: pirmas — kiekviena sistema yra daugelio
aktyviy elementy tinklas, kurie tarpusavyje sgveikauja; antras — adaptavimasis prie naujos
aplinkos yra bitina salyga iSgyvenamumui; trecias — CAS turi savybiy, kurios apibiidinamos
kaip ,,avarinés® (savaime atsirandanti tiesiogin¢ sistemos evoliucija). Chaoso teorijoje CAS
pavyzdys yra subrendusios kamieninés lastelés. Jei Siy lasteliy aplinkoje streso lygis (dél
kancerogeny, toksinogeny ar netoksinogeny), trikdantis normaly lastelinj cikla, padidé¢ja,
suaugusiy kamieniniy lasteliy genomas pakinta ir pakeicia prisitaikymo mechanizmg. Tai —
slenkstiné riba j chaosg. Jei kamieninés lastelés negali prisitaikyti prie naujos stresines
mikroaplinkos, prasideda jy krizé. Subrendusiy kamieniniy lgsteliy genomas kinta ieSkodamas
prisitaikymo prie aplinkos sukuriant atsparias dukterines lasteles. Taip suzlugdoma visa
veikianti sistema. Suformuojamos dukterinés (vézinés) lgstelés yra labiau atsparios stresui.
Tuo tarpu transpozony elementai (,,parazitiné* deoksirinukleoriigstis (DNR)) gali palengvinti

genomo chaotiskg biiseng (34).
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Kancerogenezei biidingos savybés: apoptozes slopinimas, nereguliuojamas augimas,
nejautrumas augimg slopinantiems veiksniams, nepertraukiama angiogeneze, beribis
replikacijos potencialas, metastazavimas, energijos metabolizmo reprogramavimas,
genominis nestabilumas ir imuninio sunaikinimo iSvengimas (36).

Senéjimo procesas yra siejamas su daugeliu molekuliniy, Igsteliniy ir fiziologiniy
procesy, kurie daro jtaka kancerogenezei. Vézys gali biti traktuojamas kaip su amziumi
susijusi liga. Senéjimo procesas gali biiti sukeltas prarandant telomery galus, inhibuojant nuo
cikliny priklausancig kinaze¢ 2a (CDKN2a), kaupiantis DNR pazaidoms ar veikiant per vézio
supresijos mechanizmus (retinoblastomos 1 ir p53 baltymus). Siy mechanizmy sutrikdymas
padeda vézinéms lasteléms apeiti apoptoze (7).

Lietuvoje buvo atlikti tyrimai tiriant pre-mRNR brendima (angl. Splicing) ir kaip jis
susijes su lastelés iSgyvenamumu, esant deguonies trikumui. Tyrimas atskleidé, kad Sie

procesai yra susije su vézinés lastelés formavimusi (37)

1.2.2.Prostatos veézys

Nacionalinio véZzio instituto duomenimis Lietuvoje prostatos vézys yra dazniausia
vyry onkologiné liga. Per metus nustatoma apie 2000 naujy atvejy. Taip pat yra pastebéta
tendencija, kad sergamumas §ia liga nuolat auga. Lietuvoje 2012 metais prostatos vezys,
serganCiyjy veéziu vyry grupéje, buvo nustatytas dazniausiai — net 29 %, 18 jy 32,8 % buvo jau
antrosios stadijos (6). Tuo tarpu Jungtinése Amerikos Valstijose Sios lokalizacijos véZys yra
nustatomas kas penktam vyrui (38). Prostatos véZys paprastai aptinkamas vyrams, kurie yra
vyresni nei 50 mety, o jaunesniems — pasitaiko retai. Taip pat prieSinés liaukos vézys, kitaip
negu kity organy veézys, gali ilgus metus tiinoti prostatoje nesukeldamas jokiy simptomy.
Daugumoje atvejy prostatos navikas auga labai létai. Tik nedidelei vyry daliai prostatos véZys
vystosi sparciai, kai kuriais atvejais iSplisdamas ] kitus organus, ypac i kaulus (6, 39).

Yra zinoma keletas rizikos veiksniy daranciy jtaka prostatos vézio raidai. Vyrai,
kuriy artimi giminés (tévas, brolis, dédé) serga ar sirgo prostatos véziu, turi didesne rizika
susirgti prieSinés liaukos véZziu (39). Taip pat, jei kelerios Seimos moterys sirgo kriities véZiu,
ypac jei jos susirgo biidamos jaunesnés nei 40 mety amziaus, tai yra tikimybé, jog Seimos
palikuonys paveldi mutavusj gena (BRCAI, BRCA2 genai). Sios §eimos vyrai gali turéti
padidéjusia prostatos vézio rizikg (40). Stebima skirtinga prostatos vézio sergamumo
tendencija ir tarp etniniy grupiy, pavyzdziui, afroamerikieiai gerokai dazniau serga Sia liga

sietina ir su mityba. Gausus riebaus gyvulinés kilmés maisto bei nepakankamas Svieziy
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darzoviy, vaisiy vartojimas didina prostatos vézio rizika, o tai didina ir aterosklerozés rizikg
(38).

Pasaulio sveikatos organizacijos iniciatyva rugsé€jo 15-0ji paskelbta Pasauline kovos
su prostatos véziu diena. Lietuvoje nuo 2006 m. sékmingai vykdoma prieSinés liaukos vézio
ankstyvosios diagnostikos programa. Pagal §ig programg vyrams nuo 50 iki 75 mety ir vyrams
nuo 45 mety, jei jy tévai ar broliai sirgo prostatos véziu, 1 karta per 2 metus nemokamai

atliekamas prostatos specifinio antigeno tyrimas (44, 45).

1.2.3.Slapimo pislés vézys

Slapimo piislés vézys gana paplitusi onkologiné liga. Lietuvoje $lapimo piislés véZiu
kasmet suserga apie 400 Zmoniy. Vézio registro duomenimis, 2012 metais Slapimo pislés
veéziu serganCiyjy grupé sudaré 4 % nustatyty piktybiniy naviky. DidZioji dalis buvo I
stadijos. Vyrai Sia liga beveik tris kartus dazniau serga nei moterys (6). Tai labiau
pagyvenusiy (vyresniy nei 50 mety) zmoniy liga. Retai kada Sia liga serga jaunesni nei 40
mety zmonés. Baltosios rasés zmonés Slapimo piislés véZiu serga dazniau uz juodaodzius.
Daugeliu atvejy ligos atsiradimo priezastys neaiskios (46).

Yra trys Slapimo puslés vézio tipai. Kiekvienas tipas priklauso nuo lasteliy, kurios
supiktybéjo. Pirmiausiai yra skiriama pereinamyjy (angl. Transitional) lasteliy karcinoma —
tai veézys, kuris prasideda vidiniame (angl. Innermost) Slapimo pislés sienelés audinio
sluoksnyje. Tai dazniausias Slapimo piislés véZzio tipas. Kitas tipas yra suragéjusiy (angl.
Squamous) lasteliy karcinoma, Siuo atveju supiktybéja ragéjancios lasteleés, kurios yra plonos
ir plokScios bei susiformuoja po ilgai trunkancios infekcijos ar dirginimo. Treciasis tipas —
adenokarcinoma. Ji i$sivysto i§ sekreciniy Igsteliy. Tai labai retas vézio tipas dar vadinamas
iSoriniu §lapimo piaslés véziu. Sio tipo navikai gali iSplisti ir jsiskverbti j §lapimo piislés
raumeninj sluoksnj ar gretimus organus ir limfinius mazgus.

Tam tikri rizikos veiksniai didina galimybe¢ susirgti Slapimo pislés véziu, jiems
priskiriama rukymas, Seiminé istorija, geny pokyciai, ilgalaikis darbas su dazais, metalais ar
naftos produktais, radioterapinis gydymas dubens srityje ar tam tikry prieSvéziniy vaisty
vartojimas, vandens, kuriame yra didel¢ koncentracija arseno ar kuris buvo veikiamas
chloridais, naudojimas, Slapimo puslés Schistosoma haematobium sukelta infekcija, ilgai
naudoti Slapimo taky kateteriai. Vyresnis amzius taip pat yra $io véZio rizikos veiksnys (47).

Nustatyti ir diagnozuoti Slapimo pislés véZzj yra taikomi tyrimai, kuriy metu tiriamas
Slapimas ir pati Slapimo pislé. Jei vézZys nustatomas ankstyvoje stadijoje, tai j; galima

1Sgydyti. Skiriamos 4 stadijos (47, 48).
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1.2.4.Inksty vézys

Tai vézio tipas, kuomet véZzys formuojasi inksty audinyje. Sis véZzys skiriamas j tris
tipus: inksty lgsteliy vézys (dazniausias suaugusiems), pereinamyjy lasteliy vézys inksty
geldelése bei Slapimtakyje ir Vilmso (angl. Wilms) vézys (dazniausiai atsirandantis
vaikystéje).

Inksty lgsteliy vézys — tai liga, kuomet pakitusios lgstelés formuojasi inksty kanaléliy
lastelése. Kitaip dar vadinamas inksty adenokarcinoma.

Ritkymas ir piktnaudziavimas tam tikrais nuskausminamaisiais vaistais ilgg laikg gali
padidinti rizikg susirgti inksty véziu. Taip pat vézio iSsivystymui gali daryti jtakg vir§svoris,
aukstas kraujo spaudimas, anksCiau nustatyti vézio atvejai Seimoje, tam tikras genetinis
polinkis (Hippel — Lindau liga ar paveldima papiliariné inksty lasteliy karcinoma) (49).

Vézio registro duomenimis, Lietuvoje per metus suserga apie 700 pacienty inksty
véziu. 2012 metais $io tipo vézio serganciyjy grupé sudaré 4 % visy susirgimy piktybiniais

navikais. Nuo jo mir¢ 3 % serganciyjy (6).

1.3. ISeminé Sirdies liga (koronaring arterijy liga)

Koronarinés arterijy ligos (KAL) metu pazeidziamos Sirdies vainikinés arterijos.
KAL yra léting, daugelio veiksniy lemta liga. Ja sergant arterijos sienel¢je formuojasi
aterosklerozinés plokstelés, o procesas vadinamas aterogeneze (50).

Standartizuotas mirtingumo nuo iSeminés Sirdies ligos rodiklis 2010 m. Lietuvoje
buvo 2 kartus didesnis nei Europos Sajungoje. Vyry iki 65 mety mirtingumas Lietuvoje buvo
4,5 karto, o Europos Sajungoje — 4 kartus didesnis nei motery. Sirdies ir kraujagysliy ligos yra
pagrindiné mirties prieZastis Lietuvoje, lemianti beveik dvigubai daugiau mirciy nei Europos
Sajungoje. Tyrimai rodo, kad koronariné Sirdies liga Lietuvoje jaunéja (5, 51). Nacionalinio
JAV Sirdies, plauciy ir kraujo instituto duomenimis, Jungtinése Amerikos Valstijose
dazniausiai motery ir vyry mirties prieZastis yra koronaring¢ arterijy liga (apie 370000 Zmoniy)
(50).

Aterogenezei jtaka daro daugiau nei 200 veiksniy (5). Tam tikri veiksniai gali
padidinti rizikg sirgti ateroskleroze. Kuo daugiau veikianciy veiksniy nustatoma, tuo didesne
aterosklerozés rizika. Rizikos veiksnius galima kontroliuoti ir taip atitolinti KAL
progresavimg. Dazniausi rizikos veiksniai — padidéjes cholesterolio kiekis kraujyje (didelis

mazo tankio lipoproteiny ir mazas didelio tankio lipoproteiny kiekis), aukStas kraujo
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spaudimas (>140/90 mmHg), rikymas, rezistentiSkumas insulinui, diabetas, virSsvoris ar
nutukimas, metabolinis sindromas, per mazas fizinis aktyvumas, netinkamas maitinimasis,
vyresnis amzius (vyrams >45 metai, moterims >55 metai), Seimin¢ KAL istorija.
Aterosklerozés viena 1§ dazniausiy priezasCiy yra Seiminé hipercholesterolemija ar kitos
genetines hiperlipidemijos (monogeninés ligos). C reaktyvusis baltymas yra rizikos veiksnys
miokardo infarktui ir KAL. Moterims trigliceridai gali padidinti rizika susirgti KAL.
Aterosklerozés viena i§ priezasCiy gali buti padidéjusi apolipoproteino B koncentracija
kraujyje (mazo tankio lipoproteinuose (MTL) jo yra daugiausiai), mazas apolipoproteino A-1

kiekis kraujyje (52, 53).

1.3.1. Aterosklerozinés plokstelés formavimasis

......

esancius prie arterijy iSsiSakojimy. Prie§ susiformuojant aterosklerozinei plokstelei, Siems
regionams budingi endotelio ir geny raiskos pokyciai, subendoteliniy dentritiniy lasteliy
atsiradimas ir prisitaikanciosios intimos sustoré¢jimas. Plokstelé pradeda formuotis pazeistos
kraujagyslés sienelés vietoje. Sis procesas gali prasidéti dar vaikystéje ir trunka ilgus metus
(54). Bégant laikui plokstelé gali sukietéti ar plysti.

Aterosklerozinés plokstelés formavimasis apima keletas etapy (55). Pirmiausiai, dél
padid¢jusio lasteliy pralaidumo MTL kaupiasi vidiniame arterijy sluoksnyje. MTL infiltracija
ypaé pasparteja, kai jy kiekis padidéjes. Tada mazZo tankio lipoproteinai modifikuojami
oksidacijos ir agregacijos budu (56). Taip MTL tampa stimulu, sukelian¢iu imuninj atsaka, ko
paséekoje indukuojamos endotelinés kartu su lygiyjy raumeny Iastelémis ekspresuoti adhezijos
molekules ir augimo faktorius. Jie sgveikauja su monocity pavirSiuje esanciais receptoriais ir
stimuliuoja monocity susitelkimg, migracija bei diferenciacija ;| makrofagus ir dendritines
lasteles (57). Sios lastelés atlieka cholesterolio kaupimo funkcijg ir virsta putotosiomis
lastelémis (58). Putotosios lgstelés tampa signalu parodancu lipoproteiny sukelta uzdegima
arterijy sieneléje. MTL sankaupos kraujagysliy sieneléje matomos kaip geltonos spalvos
riebaline déeme (59). Daugelis riebaliniy démiy neprogresuoja toliau, taciau kitos progresuoja j
aterosklerozines ploksteles (60). D¢l aterogeninio proceso proliferuoja ir diferencijuojasi
lygiyjy raumeny lgstelés, daugeja kologeno ir riebaliné déme virsta aterosklerozine plokstele
(61). Tokia nestabili plokStelé susiaurina arterijy spindj bei gali plysti ir tuo jtakoti trombo
formavimasi ir Seminés ligos pozymiy pasireiskima (62).

Lietuvos populiacijoje atlikti vainikiniy arterijy aterosklerozes tyrimai ieskant rysio

su cirkuliuojan¢iomis mikro RNR (63), N-karboksimetillizinu (64), VDPB polimorfizmu
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(15), RTN4 ir FBXL17 genais (65), ABO kraujo grupiy sistema (18, 19), alfa 1 proteinaziy
inhibitoriumi, apoB, apoA-I (16, 66), apoE (16), beta aminoizobutyrine riig§timi (17). Taip
pat buvo atlikti tyrimai nustatant kokia jtaka daro genetiniai bei aplinkos veiksniai (gyvenimo

budas, kraujo biocheminiai rodikliai) (67).

1.4. ABO kraujo grupiy sistema

ABO kraujo grupiy sistema buvo atrasta 1901 metais K. Landsteiner. Tai — pirmoji
zinoma zmogaus kraujo grupiy sistema (68). Jos paveld¢jimas buvo pirmasis jrodymas apie
tam tikry pozymiy perdavimo egzistavimg zmogaus organizme (69).

ABO kraujo grupiy sistema koduoja AB0 genas, esantis 9q34.2 pozicijoje. Sio geno
pavadinimas yra alfa 1-3-N-acetilgalaktosaminiltransferazé ir alfa 1-3-galaktosiltransferazé.
ABO genas koduoja baltyma, susijusi su kraujo grupés pasireiskimu. 0 kraujo grupé
susiformuoja, kai koduojamos DNR 258 pozicijoje jvyksta guanino delecija Salia baltymo N-
galo. To pasékoje jvyksta rémelio poslinkio mutacija ir beveik visiSkai kitokio baltymo
transliacija (70). Ant raudonyjy kraujo kiineliy pavirSiaus, ABO kraujo grupé turi specifinius
karbohidrato antigenus: A, B ir H. A, B ir AB kraujo grupe turin€iy Zmoniy kraujyje vyksta
glikoziltransferazés raiska, kuri pavercia H antigeng | A antigeng (prijungiant uridin-difosfato-
n-acetilgalaktosaming (UDP-GalNAc)) arba ; B antigeng (prijungiant uridin-difosfato
galaktoze (UDP-Gal)) (71). Abi Sios grupés yra paremtos H antigenu — jei H antigenas yra
nemodifikuojamas, tuomet jtakojama 0 kraujo grupés formavimasis, nes nei A, nei B
antigenas negali prisijungti prie eritrocity (72). ABO kraujo grupiy sistemoje gali susidaryti 6
genotipai ir 4 fenotipai. Fenotipas parodo, kokiy antigeny raiSka vyksta ant raudonyjy kraujo
kiineliy pavir$iaus, o genotipas — gena, kuris jtakoja antigenus (73).

ABO kraujo grupiy sistema yra paveldima autosominiu kodominantiniu bidu.
Kodominantinis paveld¢jimas — tai paveldéjimas, kuomet dviejy skirtingy geno aleliy raiska
vyksta kartu ir kiekvieno alelio raiska jtakoja skirtingy baltymy susidaryma. A ir B aleliai yra
kodominantiniai ir dominantiniai 0 alelio atzvilgiu, o 0 alelis — recesyvusis (72).

Manoma, kad europieciy ir lietuviy ABO kraujo grupiy sistemos daZnis yra panaSus:
0 (I) kraujo grupe turi 40,1 %, A (II) — 43,7 %, B (IIT) — 11,1%, AB (IV) — 5,0 % (74).

Kraujo grupé gali biiti nustatyta naudojant serologinius testus. Jie yra patikimi
identifikuojant asmens kraujo grupés tipa (pvz., kraujo grupé A), kuris yra reikalingas
atliekant kraujo donoryste. Taip pat galima naudoti molekulinius genetinius tyrimus nustatant

asmens ABO genotipa (pvz., A0 ar AA). Tai yra naudinga atliekant tyrimus, kuomet norima
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nustatyti ABO kraujo grupiy sistemos rysj su tam tikra liga, taip pat Sis metodas naudojamas
teismo medicinoje (75).

Vis dél to, nepaisant akivaizdzios klinikinés svarbos (pvz., kraujo perpylimas), ABO
kraujo grupiy sistemos antigeny fiziologiné funkcija lieka neaiski. Zmonés paveldéje 0 kraujo
grupe neekspresuoja nei A, nei B antigeny ir yra sveiki ar net pasizymi atsparumu ar polinkius

tam tikroms ligoms (20, 76).

1.4.1. ABO kraujo grupiy sistema ir piktybiniai navikai

Pastebéta, kad ABO antigenai gali pradéti veikti kaip vézio Zymenys — jy raiska
sumazéja esant tam tikroms ligoms (pvz., mieloidinés leukemijos atveju). Taigi, gali atrodyti,
kad asmens kraujo grupé pasikeite (77).

Daugelis asociacijy buvo nustatyta tarp tam tikro ABO fenotipo ir padidéjusios
rizikos sirgti specifine liga taip pat ir véziu (20, 76). A kraujo grupe¢ turintys asmenys dazniau
serga skrandzio véziu (76), $i kraujo grupé siejama su didesniu mirtingumu nuo Slapimo
puslés vezio (78). Kita tyréjy grupé rado, kad kasos vézys dazniau iSsivysto turintiems B
kraujo grupe (79). Taip pat B kraujo grupé siejama su didesne §lapimo piislés ir inksty vézio
metastazavimo j limfinius mazgus bei iSplitimo j minkstuosius audinius rizika (69). Tuo tarpu
0 kraujo grupe turintiems asmenims budinga mazesné rizika iSsivystyti véziui kaip ir
tromboembolinei ligai (80, 81). Be to, 0 kraujo grupé susijusi su maZzesne inksty vézio
metastazavimo ] limfinius mazgus rizika (82). 0, A ir B kraujo grupe turintys vyrai geriau
reaguoja ] gydyma nuo prostatos vézio bei ilgiau iSgyvena po jo (83, 84). Taipogi, 0 kraujo
grupe turintiems vyrams maziau nustatoma komplikacijy susijusiy su veny tromboemboline

liga po prostatektomijos (85).

1.4.2. ABO kraujo grupiy sistema, koronarin¢ arterijy liga ir sen¢jimas

Pastebétas tiesioginis rySys tarp A kraujo grupés ir plazmos lipidy kiekio, siejamo su
aterosklerozes raida (86, 87, 88). Be to, 0 kraujo grupé yra apsaugantis nuo aterogenezes
faktorius (87, 88).

Lietuvoje atlikti tyrimai rodo, kad B kraujo grupe turintiems jaunesniems nei 45
metai vyrams, dazniau nustatoma KAL, nei turintiems 0 kraujo grupe (89). Taipogi, tarp
sergan¢iy vainikiniy arterijy ateroskleroze motery B kraujo grupé nustatoma dazniau, o 0

kraujo grupé re€iau negu sveiky kraujo donoriy ir ilgaamziy motery populiacijose (18, 19).
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I$tyrus $imtamediy japony populiacija, rasta priklausomybé su B kraujo grupe. Si
mokslininky grupé teigia, kad japony populiacijoje B kraujo grupe turintys asmenys dazniau
iSgyvena su amziumi susijusias ligas nei jy iSvengia, todél B kraujo grupé néra
ilgaamziskumo zymuo (90).

Lietuvoje atlikti tyrimai ieSkant rySio tarp ilgaamziskumo ir ABO kraujo grupiy

sistemos parodé¢, kad dazniausiai ilgaamziy grupéje nustatyta A kraujo grupé (18, 19).

1.5. Vitaming D prijungiantis baltymas

Vitaming D prijungiantis baltymas (VDPB) yra glikoproteinas, kitaip literattroje dar
vadinamas grupei specifinis komponentas (angl. Group specific component, Gc). Jis yra apie
52 kD dydzio ir priklauso albuminy geny Seimai (91). Disulfidiniai tilteliai padeda sudaryti
dvigubas kilpas, kurios suformuoja tris labai konservatyvius domenus (92). VDPB koduoja
GC genas, kuris yra 4q13.3 pozicijoje. Geng sudaro 15 egzony. Vitaming D prijungiantis
baltymas yra daugiafunkcis glikobaltymas, randamas plazmoje, ascitiniame skystyje,
smegeny likvore ir ant daugelio tipy lasteliy pavirSiaus. Jis atsakingas uz vitamino D ir jo
plazmos metabolity perneSimg ] audinius, makrofagy aktyvacija, aktino prisijungimg ir
riebiyjy ragsciy prisijungima (93, 94). VDPB veikia per jungimosi vieta, sudarytg i$
hidrofobiniy liekany, leidzianciy saveikauti su vitamino D3 ligandu. Taip pat vitaming D
prijungiantis baltymas gali veikti per lastelinj receptoriy (93).

11 egzone nustatyti du ,,missense” mutacijy tipo variantai. Sie variantai yra vieno
nukleotido polimorfizmai (VNP) — rs7041 ir rs4588, jtakojantys vitamino D metabolizma
(95). Alternatyvaus brendimo (angl. Splicing) metu susidarantys transkripty variantai koduoja
skirtingas izoformas — Gclf, Gels ir Ge2 (1 lentele) (94). Rs7041 atveju koduojamos DNR
1296 pozicijoje jvyksta timino (T) pokytis 1 guaning (G), ko pasékoje pasikeiCia ir baltymo
struktiira — 432 pozicijoje apsarto riigStis (Asp) pakeiciama  glutamo riigstj (Glu). Rs4588
atveju DNR lygmenyje 1307 pozicijoje citozinas (C) pasikeifia adeninu (A), o baltymo
lygmenyje — 436 pozicijoje treoninas (Thr) virsta lizinu (Lys). Atitinkama dviejy VNP
kombinacija jtakoja skirtingy izoformy susidaryma (95).
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1 lentelé. VDPB izoformos ir galimi fenotipai

GC genas
VNP Genotipas Fenotipas
41T (A

reAsss C ((Tlsllg Gelf Gelf-1f
Gelf-1s

rs7041 G (Glu) Gels Gelf-2

rs4588 C (Thr) Gels-1s
Gcels-2

157041 G (Glu) G2 G

rs4588 A (Lys)

VDPB analiz¢ parodé, kad baltymas yra sudarytas i§ vienos polipeptidinés grandings.
Skirtumai tarp Gcel greitojo (angl. Fast, Gelf) ir Gel létojo varianty (angl. Slow, Gcls)
atsiranda potransliaciniame lygmenyje, taip pat juos jtakoja ir karbohidrato poky¢iai. Gel ir
Gc2 skirtumai yra susije su pirminémis jy baltymo strukttiromis (96).

Vitaming D prijungiancio baltymo paplitimas geografiniu atzvilgiu skiriasi.
Baltaodziy populiacijose Gelf alelio daznis yra mazesnis, o Gels alelis paplites dazniau. Taip
pat tarp baltaodZiy dazniau paplites Gce2 alelis nei tarp juodaodziy. Gelf alelis yra daznesnis
tarp juodaodziy amerikieciy nei tarp juodaodziy afrikieciy (97). VDPB fenotipy daznis
Lietuvos populiacijoje (tirta 306 kraujo donorai): Gels-1s — 38,2 %, Gels-1f— 9,8 %, Gels-2
- 38,9 %, Gelf-1f - 0,3 %, Gelf-2 — 5,5 %, Ge2-2 — 7,2 % (15). Ge aleliy dazniy skirtumai
skirtingose geografinése zonose yra susij¢ su odos pigmentacija ir gaunamos saulés Sviesos
intensyvumu (91). Nors kiti Saltiniai teigia, kad VDPB bei vitamino D koncentracija plazmoje
priklauso nuo VDPB fenotipo ir Sis rySys iSlieka nepriklausomai nuo mety sezono, buvimo
saulés spinduliuose, odos storio, vitamino D papildy naudojimo, rikymo jprociy bei kiino
masés indekso (14, 98).

Nustatyta, kad Gc genotipai yra susij¢ su skirtingais cirkuliuojanc¢io VDPB kiekiais
ir, kad jie yra priklausomi nuo bendro cirkuliuojancio 25 hidroksivitamino D (25(OH)D)
kiekio (99). Gcelf alelis siejamas su sumazéjusiu, o Ge2 — su didesniu VDPB kiekiu, tiek
baltaodZziy, tiek juodaodziy populiacijose (97). Buvo nustatyta koreliacija tarp Gc izoformy ir
moteriSkos lyties asmeny — Gc2-2 fenotipa turin¢ios motery kraujyje vitamino D
koncentracija buvo maziausia, o Gels-1s fenotipg turin¢iy — didZiausia (14).

Vitamino D trilkumas siejamas ir su létinémis ligomis. Tyrimai parodé, kad ypac
létine obstrukciné plauciy liga ir sunkis jos variantai siejami su rs7041 polimorfizmu (100).
VDPB gali biiti neaiskios kilmés placentos disfunkcijos veiksnys, kai placentos disfunkcija
susijusiai su idiopatiniu vaisiaus augimo sutrikimu ir gali biti pasirenkamas zymeniu Sios

ligos nustatymui (101). Gelf-1f fenotipas siejamas su metaboliniu sindromu, i§sivystan¢iu

18



moterims esant policistiniam kiauSidziy sindromui ir esant mazesniam 25(OH)D kiekiui

kraujo serume (102).

1.5.1. Vitaminas D, piktybiniai navikai, ateroskleroz¢ ir senéjimas

Vitaming D prijungiantis baltymas sudaro kompleksa su makrofagus aktyvuojanciu
faktoriumi (VDPB-maf). Susiformaves kompleksas yra stiprus vézio augimo inhibitorius. Jis
veikia netiesiogiai, padidéjus imuniniam atsakui aktyvuojami makrafogai ir inhibuojama
neoangiogeneze, kuri svarbi vézio vystymuisi. Neseniai buvo nustatytas tiesioginis VDPB-
maf veikimo mechanizmas neaktyvinant makrofagy. Sis kompleksas per urokinazés
plazminogeno aktyvatoriaus receptoriy (angl. Urokinase plasminogen activator receptor)
slopina véziniy lasteliy proliferacijg ir metastazavimg (103). Be to, biologiskai aktyvi
vitamino D forma (1,25-dihidroksivitamino D) inhibuoja véziniy lasteliy proliferacija,
angiogeneze bei indukuoja apoptoze ir diferenciacijg (104).

Tyrimai rodo ry$j tarp vitamino D koncentracijos kraujyje ir prostatos vézio. VDPB
vieno nukleotido polimorfizmy (rs4588 ir rs7041) analizé parode, kad jie yra susije su
padidé¢jusia prostatos veézio rizika (105). Tuo tarpu rySio tarp vitamino D koncentracijos
kraujyje ir vyry gaunamo saulés kiekio nenustatyta (105, 106). Esant zemai 25(OH)D
koncentracijai ir aukStam serumo VDPB kiekiui mazéja rizika susirgti prostatos véziu (107,
108, 109). Taciau didelis cirkuliuojantis VDPB kiekis néra siejamas su sumazéjusia prostatos
vézio rizika juodaodziy vyry populiacijoje (nepriklausomai nuo 25(OH)D kiekio) (110). Esant
didesnei 25(OH)D koncentracijai kraujyje nustatyta mazesné rizika susirgti Slapimo puslés
véziu vyry grupeje (111). Kiti tyréjai teigia, kad VDPB galéty biiti ankstyvos Slapimo
sistemos véZio diagnostikos ir stebéjimo Zymeniu (112). Taip pat pastebéta patikima
asociacija tarp didesnio cirkuliuojan¢io VDPB kiekio kraujyje ir maZesnés inksty véZzio
rizikos (113).

Skiriamas terapiniais tikslais vitaminas D3 palaiko reikiamg vitamino D kiekj kraujo
serume, gerina baltymy homeostazés ir létina senéjimo procesus (114). Zema 25(OH)D
koncentracija kraujo serume jtakoja didesnj nuo Sirdies ir kraujagysliy ligy, véZio bei nuo
infekcijos priklausomg mirtingumg (12, 13, 114). Lietuvos ilgaamziy populiacijos tyrimai
parod¢, kad ilgaamziy grupéje aiSkiai dazniau nustatomas Gc2-2 vitamino D prijungiancio
baltymo variantas, lyginant su serganciais vainikiniy arterijy ateroskleroze. Tyrimai Lietuvoje
atskleidé — sergantieji KAL daZniau turéjo Gels-1s fenotipg ir Gels alelj. Taip pat, Gels —
didina, o Gc2 mazina KAL rizikg (15).
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Vitamino D triikumas siejamas su arterijos intimos — vidinio sluoksnio suploné¢jimu
bei koronarine kalcifikacija, miokardo infarktu ir Sirdies sutrikimais. Tai sietina su vitamino D
dalyvavimu uzdegiminiuose, lasteliy proliferacijos, diferenciacijos procesuose ir su
ekspresuojamu vitamino D receptoriumi. Pastarojo raiSka nustatoma ant daugelio lasteliy
pavirSiaus, jskaitant miocitus, kraujagysliy raumeninio sluoksnio Igsteles ir endotelio 1gsteles

(115).

2. TYRIMO EIGA

Pradedant magistro praktinius darbus pirmiausia buvo pasirasytas Nacionalinio vézio
instituto darbuotojy, doktoranty ir kity asmeny paskirty j instituta praktikai, stazuotei ar kitai
veiklai atlikti konfidencialumo pasizadéjimas.

Magistro studijy metu, 2016 mety pradzioje buvo publikuotas straipsnis ,,/nvestigation
of Vitamin D-Binding Protein Polymorphism Impact on Coronary Artery Disease and
Relationship with Longevity: Own Data and a Review*, kurio rengime dalyvavau ir esu
bendraautoré (15, 3 priedas). Siame straipsnyje pateikti VDPB polimorfizmo tyrimo
duomenys ilgaamziy, kraujo donory bei koronarine arterijy liga serganciyjy asmeny Lietuvos
populiacijoje. Publikacijos duomenys naudojami darbe, kur ilgaamziy imtis padidinta, jy
kraujo éminius pavyzdzius renkant magistranttiros metu.

Darbe naudoti urogenitalinés sistemos véziu serganciyjy asmeny, kurie buvo gydyti
20052015 metais Nacionalinio vézio instituto Onkourologijos skyriuje. Duomenys gauti i§
informacinés sistemos (NVI IS) duomeny bazés (klinikos vadovas dr. Albertas Ulys).
Duomenys tirti Siy véZio lokalizacijy asmeny grupése: prostatos, inksty ir Slapimo puslés
veziu sergantieji. Atrenkant pacientus buvo naudoti Sie duomeny kriterijai: lytis, kraujo grupé,
amzius, diagnozés pirmo karto nustatymo data, ligos kodai (pagal tarptautine ligy klasifikacija
(TLK-10). Duomenys pateikti taip, kad nebiity atskleista asmens informacija, kuri leisty
identifikuoti pacientl. Gauti duomenys buvo apdorojami bei suskirstomi j pogrupius. Siose
grupése buvo atlikta statistiné duomeny analizg.

Baigiamojo magistro darbo praktiné — laboratoriné dalis buvo atliekama Lietuvos
sveikatos moksly universiteto Kardiologijos instituto Molekulinés kardiologijos
laboratorijoje. Tyrimui vykdyti gautas Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos
komiteto leidimas (protokolo Nr. BE-2-10).

ABO kraujo grupés ir VDPB polimorfizmo variantai buvo tiriami ligoniams, kuriems
atlikta kataraktos operacija. Pacienty atrankos kriterijai — amzius >80 mety, ligos istorija

(nesergantys navikais). Si ilgaamziy grupé renkama bendradarbiaujant su LSMU ligoninés
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Kauno kliniky Akiy ligy klinikos gydytojais. Klinikoje i§ ligoniy gautas rastiSkas informuoto
asmens sutikimas (1 priedas), prie§ tai jiems suteikus informacija apie vykdoma tyrima (2
priedas). IS paciento buvo imamas kraujo méginys kraujo grupei nustatyti, bei i§ likutinio
kraujo gryninama DNR, matuojama jos koncentracija ir Svarumas. Méginiams, kuriy DNR
koncentracija buvo per auksta, buvo gaminami darbiniai tirpalai (10 ng/ul). Vieno nukleotido
polimorfizmai toliau buvo analizuojami tikro laiko PGR metodu, naudojant tam pritaikyta
laboratorijos metodika (skirta TagMan pradmeny ir zondy miSinio analizei) bei analizei PGR
aparatg. Gauti tyrimy duomenys apdoroti statistinés analizés metodais.

ligaamZiy atrinkimo metodika. Pagal Pasaulio sveikatos organizacijos duomenis
ilgaamzis yra 90 mety ir vyresnis Zmogus, o senas zmogus yra tarp 75 ir 90 mety. Siame
tyrime ilgaamziy (seniausiy zmoniy) (angl. Oldest old) grupe sudaro 80 mety ir vyresni
asmenys (116). Si grupé buvo pavadinta ilgaamziy, nes tai seny zmoniy grupé, esanti sveika

pagal savo amziy.

3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

3.1. Darbo apimtis

Kontroliné kraujo donory grupé sudaro 595 asmenys (amzius tarp 19 ir 52 mety),
atsitiktinai atrinktais i§ Nacionalinio kraujo centro. Si grupé suskirstyta pagal ABO kraujo
grupiy sistema.

Koronarine arterijy liga serganciyjy grup¢ sudaro 464 asmenys, sugrupuoti pagal
amziy (<45 metai ir >45 metai) ir ABO kraujo grupiy sistemg.

Urogenitalinés sistemos veéziu serganciyjy asmeny grupés buvo Sios: 1) sergantieji
prostatos véziu (n = 2200), 2) sergantieji inksty véziu (n = 2650) ir 3) sergantieji Slapimo
puslés veziu (n = 1530). Analizuojant ABO kraujo grupiy pasiskirstyma tirtose ligoniy
grupése, duomenys dar buvo suskirstyti | pogrupius pagal amziy (<60 mety ir >60 mety).
Inksty ir Slapimo puslés véziu serganciy grupés buvo suskirstytos ir pagal lytj. Inksty véziu
sergan¢iy motery grupe sudaro 1097 tiriamosios, vyry — 1553 tiriamieji, Slapimo piuslés véziu
serganciyjy motery buvo 329, vyry — 1201. Visi sergantieji tirty lokalizacijy véziu buvo
suaugg, t.y. vyresni nei 18 mety amziaus.

Darbe analizuotg ilgaamziy grupg sudaré 154 asmenys (36 i§ jy papildomai buvo
jtraukti po kataraktos operacijos, o 118-0s duomenys buvo panaudoti 1§ publikacijos (amzius

tarp 85 ir 102 mety)) (15). Gavus pasirasSyta informuoto sutikimo forma, sergantiesiems

21



katarakta buvo paimamas kraujas, nustatoma kraujo grupé (serologiniu metodu), 1§ kraujo

meéginio iSgryninama DNR ir tikro laiko PGR metodu genotipuojamas VDPB polimorfizmas.

3.2. ABO kraujo grupiy sistemos tyrimas

ABO kraujo grupiy sistema buvo nustatoma serologiniu metodu. Serologinio tyrimo
metu identifikuojami antikiinai serume. Zmogaus kraujyje yra keliy tipy antigenai (pvz., A ir
B) ir antikiinai (pvz., A ir B). Antigenai yra randami eritrocity pavirSiuje, o antikiinai —
serume. Priklausomai nuo kraujyje esanciy antigeny yra iSskiriamos keturios kraujo grupés
(ABO kraujo grupiy sistema) (117). Skirtingos technikos yra naudojamos istirti antikainus. Sis
tyrimas paremtas agliutinacijos reakcija — vykstant antikiing ir antigeny saveikai
korpuskuliniai antigenai sulimpa ir susidaro nuosédos — agliutinatai, kurie matomi plika akimi

(117, 118).

3.2.1. Tyrimui naudota jranga

1. Vienkartin¢ horizontali ,,Hydrex* plokstel¢ (Hydrex Diagnostics, Lenkija).
2. 3 ml vienkartinés Pastero pipetés (Nerbe Plus, Vokietija).

3.2.2. Tyrimui naudoti reagentai

1. IgM seroklonai Anti-A (ABO1) (BioRad Medical Diagnostics, Vokietija).
2. IgM seroklonai Anti-B (ABO2) (BioRad Medical Diagnostics, Vokietija).

3.2.3. Tyrimo metodika

1. Ant vienkartinés plokstelés uzlasinami du lasai seroklony.

2. Kraujo méginys papipetuojamas ir uzlaSinamas vienas laSas ant seroklony
suspensijos (seroklony ir kraujo santykis 2:1).

3. Plokstelé Svelniai purtoma, kol jvyksta agliutinacija.

4. Vertinami rezultatai (2 lentelée).
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2 lentelé. Agliutinacijos rezultaty vertinimas: agliutinacija nejvyko (-) ar agliutinacija

ivyko (+)

Eritrocity saveika su

AnticA Anti-B Eritrocity fenotipas
- - O
+ - A
- + B
+ + AB

3.3. DNR gryninimo i$ periferinio kraujo tyrimas

Zmogaus genomo gryninimas yra labai svarbus Zingsnis molekulinés biologijos
mokslo srityje. Atrasta keletas metody, leidzianciy iSgryninti DNR i§ kraujo. Buvo pasirinktas
wThermo Scientific GeneJET* genominés DNR gryninimo rinkinys. Siame rinkinyje
naudojamos kvarcinés (angl. Silica-based) kolonélés (membranos), paremtos DNR molekuliy
adsorbcija koloné¢léje. Tai greitas ir efektyvus metodas iSgryninti aukStos kokybés

(Az60n280=>1,7, daugiau nei 30 kb dydzio) DNR (119).
3.3.1. Tyrimui naudota jranga

1. Eppendorftipo mégintuvéliai 1,5-2 ml.

2. Automatinés pipetés ,,Eppendorf research* 100 ul-1000 ul (Eppendorf AG,
Vokietija).

Centrifuga ,,Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendorf AG, Vokietija).

Antgaliai 10-100 pl, 100-1000p1.

Purtykle ,, /KA MS 3 basic* (IKA, JAV).

Purtanti, Sildanti vandens vonel¢ ,,GFL 1083“ (GFL, Vokietija).

A

3.3.2. Tyrimui naudoti reagentai

1. 96 % etilo alkoholis (A.B. Stumbras, Lietuva).

3.3.3. Tyrimo metodika

1. Ipilama 400 pl Lysis buferio ir 20 pl proteinazés K j 200 pl kraujo méginio.

2. SumaiSoma ir inkubuojama 10 min. 56 °C temperatiiroje. Retkarciais suvartoma.

3. Ipilama 200 pl etanolio (96—100 %) ir sumaiSoma.
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Parengtas miSinys perkeliamas ant koloné¢lés, kuri jstatyta j surenkamajj
mégintuveli. Centrifuguojama 1 min. 6000 x g. Pakeiiamas surenkamasis i 2 ml
meégintuvelj.

Ipilama 500 pl plovimo buferio I (pirma karta naudojant buferis praskiedziamas
etanoliu). Centrifuguojama 1 min. 8000 x g. ISpilamas skystis i§ surenkamojo
meégintuvelio.

Ipilama 500 pl plovimo buferio II (pirma karta naudojant buferis praskiedziamas
etanoliu). Centrifuguojama maksimaliu grei¢iu 3 min. PakeiCiamas surenkamasis ]
1,5 ml mégintuvel;.

Ipilama 200 pl eliucijos buferio. Inkubuojama 2 min. kambario temperatiiroje ir
centrifuguojama 1 min. 8000 x g. ISmetama kolonéle.

ISmatuojama i§grynintos DNR koncentracija bei Svarumas. Uz$aldoma -20 °C.

3.3.4. DNR koncentracijos ir §varumo jvertinimas bekiuvec¢iu spektrofotometru

DNR koncentracija ir Svarumas yra svarbus kriterijus tolimesniems su genetine

medziaga susijusiems tyrimams. Atliekant tikro laiko PGR metoda yra biitina Zinoti tiriamyjy

méginiy koncentracijas. DNR absorbuoja 230 nm, 260 nm ir 280 nm ilgio ultravioletinius

spindulius. 260/280 rodmuo turi buti ~1,8, tada DNR yra laikoma $varia. Jei Sis rodmuo yra

Zemesnis, tai méginyje yra padidéjes baltymy, fenoliy ar kity komponenty kiekis, kurie yra

absorbuojami ties 280 nm ilgio banga. Taip pat DNR laikoma tinkama tyrimui, jei 260/230

rodmuo yra ~2,0-2,2.

Dvigrandés DNR koncentracija yra paskai¢iuojama pagal formule: CDNR (pg/ml) =
D260 x 50 ng/ml x praskiedimas (120).

3.3.4.1. Tyrimui naudota jranga

A

Automatinés pipetes ,,Eppendorf research® 0,5 nl-10 pl. (Eppendorf AG,
Vokietija).

Antgaliai 0,5 pl-10 pl.

Bekiuvetis spektrofotometras ,,NanoDrop2000* (Thermo Scientific, JAV).
Maisykleé ,,IKA MS 3 basic* (IKA, JAV).

Popierinés servetélés.
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3.3.4.2. Tyrimui naudoti reagentai

1.

1 x TE buferis (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija).

3.3.4.3. Tyrimo metodika

ISimamas i§ Saldytuvo (tirpalas turi buti kambario temperatiiros) matuojamas
DNR tirpalas.

Maisykle Svelniai pamaiSomas.

Uzlasinamas 1 ul 1 x TE tirpalas ir sukalibruojamas (angl. Blank) aparatas
(matuojant koncentracija ir Svaruma, §] procesa reikia pakartoti kas 30 min.).
Aparatas nuvalomas.

Ivedamas meéginio kodas ] tam skirta langeli, tuomet uzlaSinama 1 pl DNR

méginio.

3.4. Tikro laiko PGR kiekybinés analizés metodas

Tikro laiko PGR metodas yra pladiai naudojamas molekulinés biologijos tyrimy

laboratorijose. Metodas paremtas polimerazés grandine reakcija, taikoma amplifikuoti ir tuo

padiu metu nustatyti DNR molekule ar apskaiGiuoti jos kiekj (121). Sio baigiamojo darbo

metu atliekamas genotipavimas.

Vykdant tikro laiko PGR metodg yra dauginama DNR. Tai jvyksta kiekvieno ciklo

eigoje (vieno ciklo metu DNR pagaus¢ja du kartus). Cikly metu yra parenkama skirtinga

temperatiira (ji yra didinama ir sumazinama) ir ciklai yra kartojami apie 40 karty. Viename

cikle vyksta trys etapai:

1.

Denatiiracija. Pirmiausiai yra atskiriamos meéginio DNR grandinés, véliau
tarnaujancios kaip matrica DNR sintezei.

Hibridizacija — ,,atkaitinimas* (angl. Annealing). Pradmenys prisijungia prie jiems
komplementariy grandinés sri¢iy.

Sintez¢. Pradedant nuo pradmens prisijungimo vietos sintetinama nauja DNR

grandinés kopija (122).

Tyrime naudojama TagMan® miSinys. Fluorescencinémis Zymémis Zyméty

oligonukleotidy (7agMan) veikimas paremtas zondais. Zondais Zyméti pradmenys naudojami

gausinti DNR sekai. Gausinimas paremtas hidrolize, veikiant termostabiliy DNR polimeraziy

5> egzonukleaziniam aktyvumui (Taq). PGR metu pradmuo su fluorescuojancia Zyme
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specifiskai jungiasi prie gausinamos sekos fragmento. DNR sekos sintezés metu Zymuo yra
nuskeliamas termostabilios DNR polimerazés 5’ egzonukleazinio aktyvumo. Nuskélus
zymen], fluorofortas (angl. Fluorophore), vadinamas ,,reporteriu™ (angl. Reporter) nutolsta
nuo ,slopiklio* (angl. Quencher), kuris, biidamas greta, slopina fluorescencijag. Kol abu
fluorescenciniai dazai yra prisitvirting skirtinguose zondo galuose, fluorescencija nevyksta
(,,slopiklis* slopina ,reporterio emisijg). Prasidéjus PGR amplifikacijai, DNR polimeraze
suskaldo zonda (d¢l savo 5°—3’ egzonukleazinio aktyvumo) ir atsiskyres ,,reporteris® sukelia
fluorescencinj signalg, kurio intensyvumas proporcingas amplifikuoto produkto kiekiui.

Signalo stiprumas didé¢ja proporcingai gausinamy fragmenty kiekiui (1 pav.) (123).

- 0 o Atkaitinimo (angl. Annealing) ciklo
metu, Taghan zondas prisijungia
- prie taikininés sekos.
" Pratesimas
o (angl. Extenition)
p Sintezés ciklo metu, zondas dalinai yra
L perkeliamas ir pafalinamas
feporteris”. Laisvas  reporteris™
' fluorescuoja.
. @ Reporteris*
-- 0 © Slopildis*

(angl. Ousncher)

1 pav. TagMan miSinio veikimas (123)

3.4.1. Tyrimui naudota jranga

1. Saldiklis -20 °C, 4 °C (Tritec, Hannover, Vokietija).

2. Tikro laiko termocikleris ,, Applied Biosystems 7900 Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, JAV).

3. Centrifuga , Eppendorf Centrifuge 5424 “ (Eppendorf AG, Vokietija).

4. Vertikalaus srauto laminaras ,,Airstream Class Il biohazard Safety Cabinet "
(ESCO, Singapiiras).

5. Reguliuojamos temperatiros centrifuga ,, Eppendorf 5430 R“ (Eppendorf AG,
Vokietija).

6. Regulivojama purtykle ,, IKA MS3 Basic Shaker vortex“ (IKA, Vokietija).

7. Automatinés pipetes ,, Eppendorf research* (0,510 ul, 10-100 pl, 100-1000ul)
(Eppendorf AG, Vokietija).
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3.4.2. Tyrimui naudoti reagentai

1. TagMan universalus pagrindinis misinys II be UNG (angl. MasterMix — II, no
UNG 2 x) (Applied Biosystems, USA).

2. Be DN - aziy sterilus vanduo (Applied Biosystems, USA).

3. Pradmenys (20 x):
a. 157041 (Applied Biosystems, USA);
b. 154588 (Applied Biosystems, USA).

3.4.3. Tyrimo metodika

1. Atsirenkami méginiai.
2. Kiekvienam polimorfizmui gaminami atskiri pagrindiniai miSiniai (angl. Master
Mix). Laminare imamas 1 ml mégintuvélis, j kurj pilamas:
a. TagMan universalus pagrindinis miSinys II be UNG (vienam Sulinéliui
reikalinga 5 pl);
b. Be DN-aziy sterilaus vandens (vienam Sulinéliui reikalinga 3 pl);
c. Pradmens (20 x) (vienam Sulinéliui reikalinga 0,5 pl).
3. Imama 96 Sulinéliy plokstele. I vieng Sulinélj pilama 8,5 pl supurtyto pagrindinio
misinio.
4. Pilama 2 pl supurtyto DNR méginio (10 ng/ul) i atitinkama Sulinélj. Paliekami 3
Sulinéliai be DNR, kaip neigiama kontrolé.
5. PGR plokstelé kruopsciai uzklijuojama specialia skaidria lipnia plévele.
6. Plokstele centrifuguojama 10 s. 10 000 aps. greiciu.
7. Nucentrifuguota plokstele dedama i tikro laiko PGR aparatg, kur nustatomos
reakcijos salygos:
a. 1 etapas — 95 °C temperatiira 10 min.;
b. 2 etapas —40 cikly:
1. 95 °C temperatiira 15 s.;
il. 60 °C temperatiira 90 s.;
c. 4 etapas —4 °C temperatira o s.

8. Analizuojami duomenys.
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3.5. Klasteriné analizé

Klasteriné analizé priskiriama daugiama¢iy duomeny analizés metodams. Sios grupés
metodai padeda jvertinti ar nustatyti daugiamaciy duomeny struktirg, Siuo atveju
susidariusias grupes — klasterius. Klasterizavimas (angl. Clustering) — tai analizuojamy
objekty skirstymas j skirtingus klasterius. Siy klasteriy objektai panaiiis tarpusavyje, tadiau
objektai, esantys skirtinguose klasteriuose, yra skirtingi.

Daugiamacius duomenis klasterizuojant bei vizualizuojant, svarbu nurodyti duomeny
artimumo matg. Tyrime pasirinktas artimumo matas yra Euklido metrika, priklausanti
Minkovskio metrikos grupei. Sioje metrikoje, jei yra fiksuotas skai¢ius ¢, atstumas tarp dviejy

objekty X, = (Xx1, Xk2, s Xin) it X; = (X31, X2, ..., X, ) apskaiGiuojamas pagal formule:
1
dq(Xi, X)) = {Z?=1|xkj — Xy |q}q. Euklido metrikoje ¢g=2 ir atstumas apskai¢iuojamas pagal

formule: d, (X, X)) = \/Z?21|xkj — x; |2.

Minkovskio metrikoje, atstumas tarp dviejy objekty X; ir X;, turi tenkinti tam tikras
salygas:

e  d(Xi, X)) yra neneigiamas realus skaicius, d(Xj, X;) = 0;

o dXi, X)) = d(X;, Xy), tai yra atstumas nuo objekto X; iki objekto X; yra lygus

atstumui nuo objekto X; iki objekto Xj;

o dXi, X)) <dXi, X)) + d(X;, X)), t.y. atstumas tarp bet kuriy dviejy objekty X; ir X;

negali buti didesnis nei tarp objekty X;, X; ir Xj, X; atstumy suma (trikampio
nelygybe) (124).

DaZniausiai klasterizavimo algoritmai skirstomi pagal savybes — ar skirstiniai sudaro
hierarchijg ar ne. Jei atlikus klasterizavimg skirstiniai sudaro hierarchija, tuomet jy algoritmai
vadinami hierarchiniais (22). Duomenims analizuoti baigiamojo darbo metu taikomas
hierarchinis klasterizavimas. Skirstant objektus j klasterius paprastai yra neZinoma, kiek
klasteriy egzistuoja analizuojamoje populiacijoje. | kiekvieng klaster] objektai patenka pagal
panasumg. Taip pat klasteriy dydis gali skirtis. Hierarchinis klasterizavimo metodas paremtas
dviejy mazy klasteriy jungimu j vieng didesn] — jungimo metodas, arba didesni klasteriai
skaidomi ] keleta mazesniy — skaidymo metodas. Taikant Siuos metodus, nustatoma bendra
visy klasteriy tarpusavio priklausomybiy struktiira ir tik po to sprendziama, koks klasteriy
skaicius optimalus (23, 124).

Klasteriy sujungimui naudojamas vienetinés jungties (,,artimiausio kaimyno*)

metodas. Vienetinés jungties atstumas d(X i lg) (Cia X; € A,Y; € B) tarp dviejy klasteriy A4 ir
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B apskaiciuojamas pagal formulg: d(4, B) = MiNy 4y, ep d(X,, 16) (X; — i-asis 4 objektas, Y;
— j-asis A objektas) (124).

Hierarchinio klasterizavimo rezultatai pateikiami dendrograma, kuri parodo kaip arti
duomeny elementai yra vieni nuo kity. Dendrogramos asyse atidedami objekty numeriai ir
atstumai. Objektus jungianti linija (jos aukstis) rodo, kada objektai buvo sujungti ir koks
atstumas tarp jy.

Neturint iSankstinés informacijos apie nagrin¢gjamy duomeny struktiiras, gautus
rezultatus lyginti sunku, tod¢l objekty klasterizavimui rekomenduojama taikyti keleta

klasterizavimo metody (125).
3.6. Rezultaty statistiné analizé

Gauti ABO kraujo grupiy sistemos rezultatai apdorojami Sapiro ir Vilko testu (angl.
Shapiro-Wilk test), tikrinama ar duomenys yra pasiskirste pagal normalyjj skirstinj. [vertinti
fenotipy daznio skirtumus (ar pana$umus) taikomas suderinamumo Pirsono (angl. Pearson)
kriterijus. Nustatyti asociacijai taikomas Sansy santykis su 95 % pasikliautinuoju intervalu.
StatistiSkai reikSmingas skirtumas tarp grupiy patvirtinamas, jei reikSmingumo lygmuo p < a,
kur a = 0,05.

Ilgaamziy genotipavimo rezultatams jvertinami buvo iSsikeliama hipotezé — Hj
populiacija yra HardZio ir Vainbergo pusiausvyroje (angl. Hardy-Weinberg Equilibrium,
HVP). HVP nusako kiekybinj rysj tarp aleliy ir genotipy dazniy bei duomeny pasiskirstyma
populiacijoje. Ivertinti ar genotipy daZzniai nenukrypsta nuo Hardzio ir Vainbergo
pusiausvyros (angl. Hardy-Weinberg Equilibrium), taikomas suderinamumo Pirsono (angl.
Pearson) y* kriterijus arba tikslusis Figerio testas (angl. Fisher's exact test) mazoms imtims (n
< 20). Jei XZ kriterijaus reikSmé didesné nei kritiné reikSmé ar reikSmingumo lygmuo maziau
nei a, tuomet Hy hipotez¢ atmetama (23).

VNP genotipavimo rezultatai buvo apdorojami SDS 2.3 programa. Genetinés
distancijos nustatomos klasterine analize naudojant laisvai prieinama PAST3 programinj
paketa. Statistine duomeny analize atlikta naudojant laisvai prieinamg programinj R paketa

(versija 3.3.3) ir Microsoft Excel programa.
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4. TYRIMO REZULTATAI

4.1. ABO kraujo grupiy daznio tyrimo rezultatai tirtose grupése

Atlikus Sapiro ir Vilko testa (angl. Shapiro-Wilk test), gauti rezultatai parodé, kad
ABO kraujo grupiy daznio duomenys, lyginant su kraujo donory, ilgaamziy ir urogenitalinés

sistemos véziu serganciyjy grupiy duomenimis, neatitinka normaliojo skirstinio (p > 0,05).

4.1.1. ABO kraujo grupiy daznio rezultatai tirtose bendrose kraujo donory, ilgaamziy ir

véziu sirgusiy grupése
ABO kraujo grupiy pasiskirstymas tirtose grupése pateiktas 3 lentel¢je.

3 lentelé. ABO kraujo grupiy daznis tirtose bendrose pagal amziy grupése.

. . Kraujo grupé (% / n)

Tirtos grupés n 0 A B AB
. . 38,2 39,5 15,1 7,2
Kraujo donorai 595 297 235 90 13
. 36,0 37,3 19,2 7,5
Prostatos vézys | 2200 799 271 422+ | 165
. 37,4 38,2 17,2 7,2
Inksty vezys 2650\ 990 | 10125 | 457% | 191
Slapimo piislés 1530 | 36:5 | 376 19.5 | 6,4
MIAR 559 | 5751,% | 2991,% | 97
- 39,0 46,7 10,4 3.9

Ilgaamziai 154 60 7 16 6

T — statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

I — statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su ilgaamziais (p < 0,05).

Tyrimas rodo, kad Lietuvos populiacijoje A kraujo grupé yra nustatoma daZniausiai, o
AB kraujo grupé yra re€iausia visose tirtose grupese.

Lyginant bendros urogenitalinés sistemos véziu serganciyjy grupés (prostatos, inksty,
Slapimo pislés veziu serganciyjy grupés sujungtos | vieng) kraujo grupiy daznj su jy dazniu
kraujo donory grupéje, A kraujo grupé nustatyta patikimai reciau (atitinkamai 37,7 % ir 39,5
%, p < 0,03), o B kraujo grupé statistiSkai patikimai daZniau bendroje véZiu serganciyjy
grupéje (18,6 % ir 15,1 %, p < 0,0001). StatistiSkai patikimo skirtumo tarp 0, AB kraujo
grupiy daznio, lyginant kraujo donory populiacija ir bendrg urogenitalinés sistemos véZio

grupe, nenustatyta (p > 0,05).
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Lyginant bendros serganciyjy urogenitalinés sistemos véziu grupés kraujo grupiy
daznj su jy dazniu ilgaamziy populiacijoje, nustatyta, kad A kraujo grupés daznis mazesnis
véziu serganciyjy grupéje (atitinkamai 37,7 % ir 46,7 %, p < 0,003), o B kraujo grupés daznis
urogenitalinés sistemos vézio bendroje grupéje daznis yra didesnis nei ilgaamziy grupéje
(atitinkamai 18,6 % ir 10,4 %, p < 0,0002). Lyginant ilgaamziy populiacija su bendra
urogenitalinés sistemos vézio grupe, statistiSkai patikimy 0 ir AB kraujo grupiy daznio
skirtumy nenustatyta (p > 0,05).

Lietuvos populiacijoje tarp prostatos véziu serganciy vyry patikimai dazniau nustatyta
B kraujo grupé, lyginant su sveikais kraujo donorais (atitinkamai 19,2 % ir 15,1 %, p < 0,02);
lyginant 0, A ir AB kraujo grupiy daznj Siose grupése patikimy skirtumy nenustatyta (p >
0,05).

Lyginant prostatos véziu serganciyjy grupés 0, A, B ir AB kraujo grupiy daznj su jy
dazniu ilgaamziy populiacijoje skirtumo nenustatyta (p > 0,05).

Lyginant inksty véziu serganciyjy kraujo grupiy daznj su jy dazniu kraujo donory
grupéje, ABO kraujo grupiy dazniai statistiSkai reikSmingai nesiskyré (p > 0,05).

Inksty vézio grupéje, lyginant su ilgaamziy populiacija, reikSmingai reciau nustatyta A
kraujo grupé (atitinkamai 38,2 % ir 46,7 %, p < 0,0001), o B kraujo grupé — statistiskai
patikimai dazniau (atitinkamai 17,2 % ir 10,4 %, p < 0,03); 0 ir AB kraujo grupiy daznis
inksty véziu serganciyjy grupéje statistiSkai patikimai nesiskyré nuo ilgaamziy kraujo grupiy
daznio (p > 0,05).

StatistiSkai patikimas kraujo grupiy daZznio skirtumas nustatytas lyginant Slapimo
puslés vézio ir kraujo donory populiacijas: A kraujo grupé patikimai reciau pasitaike Slapimo
puslés véziu serganciy grupeje (atitinkamai 38,2 % ir 39,5 %, p < 0,0001), o B kraujo grupés
daznis buvo patikimai didesnis nei ilgaamziy grup¢je (atitinkamai 19,5 % ir 15,1 %, p <0,02).

Lyginant ABO kraujo grupiy sistemos kraujo grupiy daZnj Slapimo pislés vézio ir
ilgaamziy grupése, nustatyta, kad A kraujo grupés daznis patikimai re€iau sutinkamas §lapimo
puslés vézio grupeje (atitinkamai 38,2 % ir 46,7 %, p < 0,006); B kraujo grupés daznis
Slapimo puslés véZio grupéje yra 19,5 %, o ilgaamziy grupéje — 10,4 % (p < 0,005); lyginant
Siy asmeny grupiy 0 ir AB kraujo grupiy daznj, statistiSkai patikimy skirtumy nenustatyta (p >
0,05).
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4.1.2. ABO kraujo grupiy daznio tyrimo rezultatai pagal amziy tirtose véZziu sirgusiy

vyry ir motery grupése

ABO kraujo grupiy sistemos kraujo grupiy dazniai tirtose vyry grupése pateikti 4

lentel¢je.

4 lentelé. Tirtos véziu serganciy vyry grupés pagal amziy.

Vyry tirtos Kraujo grupé (% / n)

grupés AmZius | n 0 A | B | AB

) . Bendra 38,2 | 39,5 | 15,1 | 7,2
Kraujo donorai i 595 227 | 235 90 a3
<60 mety | 741 37,8 | 37,1 | 18,5 | 6,6

280 | 275 | 137 | 49
351 | 374 | 195 | 8
=00mety | 1459 1 515 | 546 | 2857 | 116
Bendra 1553 37,7 | 39,3 | 16,2 | 6,8
grupe 586 | 610 | 251 | 106
375 | 40,6 | 141 | 7.8
245 | 265 | 92 | 51
37.9 | 383 | 17,7 | 6.1
=60 mety | 900 | 34y | 345 | 159 | 55

Bendra 1901 37,7 | 36,5 | 19,7 | 6,1
grupé 453 | 438 | 2371 | 73

<60mety | 272 41,5 | 34,2 | 17,7 | 6,6

Prostatos vézys

Inksty vézys <60 mety | 653

Slapimo piislés

véys 113 | 93 | 48 | 18
36,6 | 37,1 | 204 | 59

00 mety | 929 1 340 | 345 | 1891 | 55

Ilgaamziai >80 mety 50 48,0 | 34,0 | 16,0 | 2,0

24 17 8 1
T — statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

0, A ir AB kraujo grupiy daznis, lyginant jy daznj prostatos véziu serganciy abiejy
tirty grupiy ir kraujo donory grupéje nesiskyre (p > 0,05). Serganciy prieSinés liaukos véziu
>60 mety vyry, grup¢je patikimai daZniau nustatytas B kraujo grupé lyginant su sveika kraujo
donory populiacija (atitinkamai 19,5 % ir 15,1 %, p <0,02).

Tirty pagal amZiy abiejy inksty véziu sirgusiyjy vyry grupiy ABO kraujo grupiy daznis
statistiSkai reikSmingai nesiskyré lyginant juos su jy dazniu kraujo donory grupéje (p > 0,05).

Lyginant $lapimo piislés véziu sirgusiyjy ir kraujo donory grupes, nustatyta, kad B
kraujo grupés daznis yra didesnis serganciyjy véziu grupése: bendroje amziaus grupéje B
kraujo grupés daznis patikimai didesnis (atitinkamai 19,7 % ir 15,1 %; p < 0,02), o véziu

serganiy >60 mety amziaus grup¢je nustatytas statistiSkai patikimas B kraujo grupés daznio
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skirtumas (atitinkamai 15,1 % ir 20,4 % ; p < 0,01). Vyry, sirgusiy Slapimo puslés véziu, ir
kraujo donory grupése 0, A ir AB kraujo grupiy daznis nesiskyré (p > 0,05).
ABO kraujo grupiy sistemos kraujo grupiy daznio rezultatai tirtose véziu sirgusiy

motery grupése yra pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Tirtos motery grupés pagal amziy.

Motery tiriamoji " Kraujo grupé (% / n)
grupé Amzius | N 0 A | B | AB
. . Bendra 38,2 | 39,5 | 15,1 | 7,2
Kraujo donorai arupé 595 277 | 235 90 a3
Bendra 1097 36,8 | 36,7 | 18,8 | 7,7
grupé 404 | 402% | 2063 | 85
Inksty vézys <60 mety | 359 34,3 1403 118,71 6,7

1237 | 145 | 67 | 24
38.1 | 348 | 18.8 | 823
260mety | 738 | et | 957 | 139 | 61

Bendra 329 322 | 41,6 | 189 | 7.3
grupé 106 | 137 | 621 | 24

382 | 41,2 | 14,7 | 5,9

Slapimo piislés

védys <60 mety 68 26 2% 0 A
30,7 | 41,7 | 199 | 7,7

>60 mety | 261 801 | 109 <) ”

TigaamZés >80 mety | 104 34,6 | 52,9 | 7,7 | 4.8

36 55 8 5
T — statistiskai reik§mingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

I — statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su ilgaamzZiais (p < 0,05).

Serganciyjy inksty véziu motery grupéje kraujo grupiy daznis, lyginant su sveiky
kraujo donory grupés dazniu, parode, kad sirgusiy inksty véziu iki 60 mety motery grupeje 0
kraujo grupé pasitaiké patikimai reciau (atitinkamai 34,3 % ir 38,2 %, p < 0,0001); lyginant
Sias grupes tarpusavyje, statistiSkai reikSmingo A, B, AB kraujo grupiy daznio skirtumy
nenustatyta (p > 0,05).

Lyginant inksty véziu serganciy motery ir ilgaamziy grupes, nustatyta, kad A kraujo
grupé aptinkama reciau pasitaike tarp sirgusiy véziu motery (atitinkamai bendroje amziaus
grup¢je daznis lygus 36,7 % ir 52,9 %, p < 0,002). B kraujo grupé patikimai dazniau nustatyta
inksty véziu sirgusiy motery grupéje, lyginant su ilgaamziy grupe (bendroje amziaus grupéje
daZnis atitinkamai lygus 18,8 % ir 7,7 %, p < 0,003). Lyginant $ias tirtyjy grupes tarpusavyje,
patikimo 0 ir AB kraujo grupiy daznio nenustatyta (p > 0,05).

Lyginant Slapimo puslés véziu sirgusiy motery ir kraujo donory populiacijas,
nustatyta, kad serganciy véziu 60 mety ir vyresniy motery grupe¢je 0 kraujo grupés daznis
buvo patikimai retesnis sirgusiy véziu grupéje (30,7 % ir 38,2 %, p < 0,04). Lyginant sveiky
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kraujo donory populiacijos ir Slapimo piislés véziu sirgusiy motery grupes, A, B ir AB kraujo
grupiy daznio skirtumy nenustatyta (p > 0,05).

Serganciy Slapimo puslés véziu grupéje statistiSkai patikimai dazniau nustatyta B
kraujo grupé, lyginant su jos dazniu ilgaamZziy grupéje (atitinkamai 18,9 % ir 7,7 %, p <
0,006). Lyginant inksty véziu serganciyjy ir ilgaamziy grupes, 0, A ir AB kraujo grupiy

daznio skirtumo nenustatyta (p > 0,05).

4.2. ABO kraujy grupiy sistemos kraujo grupiy Sansy santykio analizés rezultatai

ABO kraujo grupiy sistemos ir inksty vézio Sansy santykio tyrimo duomeny rezultatai

pateikti 6 lentelé.

6 lentelé. Sansy santykio analizés rezultatai.

Kraujo grupé
Tiriamosios Lytis Amzius VO VA ]3 éB
grupés SS SS SS SS
PI95% | PI95% | PI95% | PI95%
Bendra Bendra 0,97 0,95 1,17 1,00
grupé grupe 0,81-1,16 | 0,79-1,14 | 0,91-1,50 | 0,71-1,41
Bendra 0,95 0,89 1,30 1,08
grupé | 0,77-1,16 | 0,72-1,09 | 0,99-1,70 | 0,74-1,58
0,84 1,04 1,29 0,92
Moterys | <60mety | ¢4 111 | 0.80-1.36 | 0,01-1,82 | 0,55-1,54
Inksty 560 mety 1,00 0,82 1,30 1,16
vézys = 0,80-1,25 | 0,66-1,02 | 0,97-1,74 | 0,77-1,74
Bendra 0,98 1,00 1,08 0,94
grupé | 0,81-1,19 | 0,82-1,20 | 0,83-1,40 | 0,65-1,36
. 0,97 1,05 0,92 1,09
Vyrai | <60mety | 5771 55 | 0.83-1.31 | 0,67-1.26 | 0.71-1,66
560 mety 0,99 0,95 1,05 0,84
= 0,80—1,22 | 0,77-1,18 | 0,79-1,40 | 0,55-1,26

SS — Sansy santykis

PI 95 % — Pasikliautinumo intervalas

Analizuojant gautus SS asociacijos duomenis, patikimo rysio tarp inksty vézio ir ABO
kraujo grupiy sistemos nenustatyta (tiek bendroje tiriamyjy, tiek atskirai vyry ir motery
grupése) (p > 0,05).

SS analizés rezultatai pagal ABO kraujo grupiy sistemos kraujo grupes §lapimo pislés

vézio grupese pateikti 7 lentel¢je.
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7 lentelé. Sansy santykio analizés rezultatai $lapimo piislés véZiu sirgusiy grupése.

Kraujo grupé
Tiriamosios Lytis Amzius VO VA VB A:B
grupés SS SS SS SS
PI95% | PI95% | PI95% | PI95%
Bendra Bendra 0,93 0,60* 1,36* 0,87
grupé grupé | 0,77-1,13 | 0,50-0,72 | 1,05-1,76 | 0,60-1,26
K viso 0,77 1,09 1,30 1,01
0,58-1,02 | 0,83-1,44 | 0,91-1,86 | 0,60—1,70
1,00 1,07 0,97 0,80
Moterys | <60mety | 601,68 | 0.64-1,79 | 0.48-1,96 | 0.28 2,31
Slapimo 60 0,72* 1,10 1,40 1,07
S le .y =60 mety
piislés véys 0,52-0,98 | 0,82-1,48 | 0,96-2,04 | 0,61-1,85
Bendra 0,98 0,88 1,38% 0,83
grupé | 0,80-1,20 | 0,72-1,08 | 1,06-1,80 | 0,56-1,23
. 1.15 0,80 1,20 0,91
Vyrai | <60mety | e 154 | 0.59-1,07 | 0.82-1,77 | 0.51-1,61
560 mety 0,94 0,91 1,43% 0,81
= 0,76-1,16 | 0,73—-1,12 | 1,09-1,89 | 0,53—1,22

* statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

Tyrimas parodé, kad 60 mety ir vyresniy motery grupéje 0 kraujo grupés SS lygus 0,7
(PI 95 % = 0,53—-0,98, p < 0,04), t. y. 81 grupe 0,7 karto maZina rizika sirgti Slapimo puslés
véziu. Taip pat ir A kraujo grupé 0,6 karto mazina rizika sirgti $lapimo puslés véziu Lietuvos
populiacijoje (PI 95 % = 0,50-0,72, p < 0,0001). B kraujo grupé yra Slapimo puslés vézio
rizika didinantis veiksnys tarp motery Lietuvos populiacijoje: SS bendroje tirtyjy vézio
grup¢je lygus 1,36 (PI 95 % = 1,05-1,76, p < 0,02). Taip pat B kraujo grupé didina rizika
sirgti vyry grupéje: bendroje vyry grupe¢je rizika lygi 1,38 (PI 95 % = 1,06-1,80, p < 0,02), o
>60 mety vyry grupéje — 1,43 (PI 95 % = 1,09-1,89, p < 0,01). Vertinant urogenitalinés
sistemos veziu serganciyjy ir AB kraujo grupés duomenis, patikimy duomeny, rodanciy Sios
kraujo grupés jtaka, negauta (p > 0,05).

Prostatos vézio ir ABO kraujo grupiy sistemos SS analizés rezultatai pateikti 8
lenteléje. Atlikus tirty sirgusiy prostatos véziu grupiy SS ir PI statisting analize, buvo rastas
statistiSkai patikimas rySys tarp B kraujo grupés ir priesinés liaukos vézio: B kraujo grupé yra
didinantis prostatos veézio rizikg veiksnys bendroje ir >60 mety amziaus vyry grupése
(atitinkamai SS = 1,33, PI 95 % = 1,04—1,71 ir SS = 1,36, P195 % = 1,05-1,76, p < 0,02). Su
kitomis ABO kraujo grupémis patikimo rysio nenustatyta (p > 0,05).
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8 lentelé. Sansy santykio analizés sirgusiy prostatos véziu grupése rezultatai.

Kraujo grupé
Tiriamosios Lytis Amzius VO :A VB A:B
grupés SS SS SS SS
PI95 % PI195 % PI95 % PI 95 %

Bendra 0,91 0,91 1,33% 1,04
grupé 0,76-1,10 | 0,76-1,10 | 1,04-1,71 | 0,73-1,47

Prostatos Vyrai <60 mety 0,98 0,90 1,27 0,91
VEzZys 0,79-1,23 | 0,72-1,13 | 0,95-1,70 | 0,60-1,39

>60 mety 0,88 0,92 1,36%* 1,11
- 0,72-1,07 | 0,75-1,11 | 1,05-1,76 | 0,77-1,60

* statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

SS analizés tarp ilgaamziskumo ir ABO kraujo grupiy sistemos rezultatai pateikti 9

lenteléje.

9 lentelé. Sansy santykio analizés rezultatai ilgaamziy grupéje.

Kraujo grupé
Tiriamosios Lytis | Amzius V0 VA ]3 éB
grupés SS SS SS SS
PI95 % PI95 % PI195 % PI195 %

Bendra | Bendra 1,03 1,34 0,65 0,52
grupé grup¢ | 0,72-1,49 | 0,94-1,92 | 0,37-1,14 | 0,22-1,25

IlgaamzZiai Moterys 280 0,86 ,72% 0.47* 0,65
mety | 0,55-1,33 | 1,13-2,61 | 0,22-1,00 | 0,25-1,68

Vyrai >80 1,50 0,79 1,07 0,26
mety | 0,84-2,67 | 0,43-1,45 | 0,49-2,35 | 0,04-1,94

* statistiSkai reikSmingas skirtumas lyginant su kraujo donorais (p < 0,05).

Tlgaamziy grupiy SS ir PI tyrimo rezultatai rodo, kad moterims A kraujo grupé yra
veiksnys, susijes su ju ilgaamziskumu (SS = 1,72, P195 % = 1,13-2,61, p < 0,0001). Taip pat
nustatyta, kad B kraujo grupé mazina ilgaamziskumo tikimybe (SS = 0,47, PI1 95 % = 0,22—
1,00, p < 0,05). StatistiSkai patikimo rySio tarp motery ilgaamziSkumo ir 0, AB kraujo grupiy
nustatyti nepavyko (p > 0,05).

10 lenteléje pateikiami ilgaamZiy asociacijos su serganciaisiais urogenitalinés sistemos

ir ABO kraujo grupiy sistemos analizés rezultatai.
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10 lentelé. Sansy santykio analizés duomenys sirgusiy inksty, $lapimo pislés,

prostatos véziu grupése lyginant su ilgaamziSkumu.

Kraujo grupé
Tiriamosios Lytis VO 54 VB QB
grupés SS SS SS SS
PI 95 % PI 95 % PI 95 % PI95 %
Bendra 0,93 0,70** 1,80%** 1,92
grupé 0,67-1,30 | 0,51-0,97 | 1,06-3,05 0,84-4,39
Inksty Moterys 1,10 0,52%** 2,77** 1,66
VezZys 0,72-1,68 | 0,34-0,77 | 1,33-5,80 | 0,66—4,20
Vyrai 0,66 1,26 1,01 3,59
0,37-1,15 | 0,69-2,27 | 0,47-2,18 | 0,49-26,25
Bendra 0,90 0,44** 2,09%* 1,67
grupé 0,64-1,27 | 0,32-0,62 | 1,23-3,57 | 0,72-3,87
§lapim0 Moterys 0,90 0,064** 2,79%* 1,56
piuslés vézys 0,56-1,43 | 0,41-0,99 | 1,29-6,03 0,58-4,19
Vyrai 0,66 1,11 1,29 3,17
0,37-1,16 | 0,61-2,02 | 0,60-2,79 | 0,43-23,29
Prostatos Vyrai 0,61 1,16 1,25 1,92
VEZys 0,35-1,07 | 0,64-2,09 | 0,58-2,67 | 0,80—4,60

** statistiSkai reik§Smingas skirtumas lyginant su ilgaamziais (p < 0,05).

llgaamZiy populiacijos analizé parodé¢ patikimg ry$j tarp inksty vézio ir A, B kraujo
grupiy. A kraujo grupé bendroje ilgaamziy populiacijoje mazina rizika sirgti inksty véziu (SS
=0,70, P195 % = 0,51-0,97, p < 0,03) kaip ir ilgaamziy motery grupéje — rizika lygi 0,52 (PI
95 % = 0,34-0,77, p < 0,001). B kraujo grupé¢ didina inksty véZio raidos rizika bendroje
ilgaamziy populiacijoje — SS lygus 1,80 (PI 95 % = 1,06-3,05, p < 0,03), o motery ilgaamziy
grupéje SS lygus 2,77 (PI 95 % = 1,33-5,80, p < 0,007). Patikimo rysio tarp kraujo grupiy
vyry ilgaamzZiy populiacijos ir inksty vézio nenustatyta (p > 0,05).

Slapimo piislés vézio asociacijos analizé parodé, kad A kraujo grupé mazina rizika
sirgti véZiu bendroje grupéje 0,44 karto (PI 95 % = 0,32-0,62, p < 0,0001), o motery grup¢je
— 0,64 karto (PI 95 % = 0,41-0,99, p < 0,007). B kraujo grupe turintys ilgaamZiai bendrai turi
du kartus didesne rizika sirgti §lapimo pislés véziu (SS = 2,09, PI 95 % = 1,23-3,57, p <
0,007), o ilgaamzeés moterys — 2,8 karto (P1 95 % = 1,29-6,03, p < 0,009).

0, A, B ir AB kraujo grupiy rysio ilgaamziy grupéje su priesinés liaukos vézio rizika

nenustatyta (p > 0,05).
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4.3. ABO kraujo grupiy sistemos tirty ligoniy, kraujo donory ir ilgaamziy grupiy

klasterinés analizés rezultatai

Klasteriné tirtyjy grupiy analizé rodo, kad sergantieji urogenitalinés sistemos
(prostatos, inksty ir Slapimo ptslés) véziu sudaré atskirg didelj klasterj nuo antro klasterio,
kurj sudaré KAL, ilgaamziy bei kraujo donory grupés (2 pav.). Tai leidzia padaryti prielaida,
kad Sios dvi grupés — struktiiriSkai pagal ABO kraujo grupes skirtingos. Klasteriy viduje
kraujo donorai sudaré vieng klasterj su koronarine arterijy liga serganciaisiais. Galima galvoti,
kad pastarajam rezultatui turéjo jtakos ganétinai panasus tiriamyjy amzius. Kitame dideliame
klasteryje prostatos vézys sudaré vieng klasterj su inksty véziu. 11 lenteléje parodyta Euklido

metrikos atstumai, skiriantys tirtasias grupes.

5PV
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=

=
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200

3004
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600
7004
G001
500

1000~
2 pav. Klasteriné analizé: bendra tiriamoji grupé (KAL — koronariné arterijy liga; PV —
prostatos vézys; IV — inksty vézys; SPV — §lapimo piuslés vézys; ILG — ilgaamziai; KD —

kraujo donorai)

11 lentelé. Panasumo ir atstumo rodyklé: bendra tiriamoji grupé (KAL — koronarine
arterijy liga; PV — prostatos vézys; IV — inksty vézys; SPV — §lapimo pislés vézys; ILG —

ilgaamziai; KD — kraujo donorai).

Grupés KD ILG PV 10% SPV
KAL 98,58 | 188,09 | 970,93 | 1244,60 | 605,07
KD 268,19 | 887,54 | 1158,66 | 521,94
ILG 1154,94 | 1426,72 | 788,83
PV 278,54 | 366,82
v 640,73

3 paveikslas vaizduoja motery tirta grupe, suskirstyta pagal amziaus grupes. Atskirg

klasterj sudaré >60 mety moterys sergancios Slapimo puslés véziu, <60 mety sergancios
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inksty véziu ir <60 mety sergancios Slapimo puslés véziu. Kitg atskirg klaster] sudaré 60 mety

ir vyresnés moterys sergancios inksty véziu. Galima teigti, kad klasteriy susigrupavimas tokia

tvarka susijes su vézio daznio priklausomybe nuo amziaus — moterys sulaukusios 60 mety ir

vyresné¢ dazniau serga inksty véziu (5 lentelé, 6). 12 lentelé rodo kokie Euklido metrikos

atstumai, skiriantys tirtas grupes.
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3 pav. Klasteriné analizé: motery grupé, suklasifikuota pagal amziy

12 lentelé. Panasumo ir atstumo rodyklé: motery grupé, suklasifikuota pagal amziy

SPV<E0

’— SPV=E0
\— IW<E0

IV=E0

IV>60 | SPV<60 | SPV>60
1V<60 209,91 163,55 58,19
IV>60 370,62 267,50
SPV<60 107,22

Tirty lokalizacijy serganciyjy véziu vyry klasterinés analizés rezultatai parodé tris

klasterius (9 pav.). Viena klasterj sudaro keturios ligoniy grupés — vyrai jaunesni nei 60 mety,

sergantys inksty ir prostatos véziu bei >60 mety sergantys inksty ir Slapimo puslés véziu. Dar

du atskirus prisijungusius klasterius sudaré — vyrai jaunesni nei 60 mety, sergantys Slapimo

puslés véziu ir >60 mety sergantieji prostatos veéziu. Pastarieji du klasteriais rodo

urogenitalinés sistemos vézio ry$j su amziumi (47). Taip pat 13 lentel¢je parodyti Euklido

metrikos atstumai, skiriantys tirtas grupes.
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4 pav. Klasterin¢ analizé: vyry grupé, suklasifikuota pagal amziy.

13 lentelé. Panasumo ir atstumo rodyklé: vyry grupé, suklasifikuota pagal amziy.

PV>60 | IV<60 | IV>60 | SPV<60 | SPV>60
PV<60 391,99 | 57,91 95,61 264,38 106,02
PV>60 437,86 | 298,73 655,88 287,96
1V<60 141,85 | 223,68 157,64
IV>60 359,41 30,01
SPV<60 369,17

4.4. Vitamino D prijungiancio baltymo genotipavimo rezultatai

IStyrus Lietuvos ilgaamzZiy populiacija buvo nustatyta, kad genotipy dazniai bendroje
ir motery grupése neatitinka HardzZio ir Vainbergo pusiausvyros (p < 0,05).

14 lentelé¢ atspindi VDPB rs4588 polimorfizmo paplitimg tirtos grupés ilgaamziy
grupgje.

14 lentelé. Rs4588 genotipavimo rezultatai.

Aleliy dazZnis Genotipy daZnis
n n

n G T GG GT TT

16 0,56 | 0,44 | 0,38 | 0,38 0,24

18 14 6 6 4

Rs4588

Ilgaamziai

Genotipy jvertinimas parodé, kad bendroje ilgaamziy grupéje dazniausiai buvo

nustatytas G alelis (santykinis daznis lygus 0,56) ir GG bei GT genotipai (0,38).
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Genotipavus 157041 polimorfizmg buvo nustatytas A alelio ir AC bei AA genotipy
santykiniai dazniai, atitinkamai lygiis 0,44, 0,38 ir 0,24 bendroje ilgaamziy grup¢je (15

lentelé).

15 lentelé. Rs7041 genotipavimo rezultatai.

Rs7041 Alel“lndaznls Genotlpl? dazZnis

n C A | CC| AC | AA

Ilgaamziai 16 0,56 | 0,44 [ 0,38 | 0,38 0,24
18 14 6 6 4

16 lenteléje pateiktas vitaming D prijungiancio baltymo varianty daznis.

16 lentelé. VDPB varianty tyrimo rezultatai.

Rs4588 Aleliy daznis Fenotipu daZznis
Rs7041 n n
Gels- | Gels- | Gels- | Gelf- | Gelf- | Ge2-
. L n | Gels | Gelf | Ge2 1s 1f ) 1 ) 5
gaamziat 14 | 061 039 | 0,42 0.36 0.23
17 ) 11 6 ) 5 ) ) 3

Tarp 16 tirty ilgaamziy dazniausiai nustatytas VDPB alelis buvo Gels (0,61), o Gelf —
nepavyko nustatyti. Nustatytas VDPB varianty dazniy pasiskirstymas ilgaamZiy populiacijoje
atitinka anksciau tirty ilgaamZiy daZniy pasiskirstymg (15, 3 priedas). Dviejy ilgaamziy
VDPB fenotipy identifikuoti nepavyko, todeél juos buty tikslinga iStirti izoelektrinio

fokusavimo metodu.

5. REZULTATU APTARIMAS

ABO kraujo grupiy sistema, ilgaamZiSkumas ir piktybiniai navikai. llgaamziSkumas
yra susijgs su atsparumu aterogenezei ir kancerogenezei. Ilgaamziy populiacijos tyrimai yra
svarbils i$siaiSkinant genetiniy veiksniy reikSme aterogenezés, kancerogenezés biologiniams
procesams.

Anksciau atlikti tyrimai parode, kad Lietuvos ilgaamziai dazniau turi A kraujo grupe
(18, 19). Moterims Lietuvos populiacijoje A kraujo grupé yra vienas i§ ilgaamZiSkumo
veiksniy, o B kraujo grupé atvirkSc¢iai — statistiSkai patikimai reCiau nustatyta ilgaamziy

grupéje. Tyrimai, atlikti Simtameciy japony populiacijoje, parode, kad B kraujo grupé dazniau
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nustatoma japony ilgaamziy populacijoje ir ji galéty biti vienu i§ ilgaamziSkumo zZymeny
Sioje populiacijoje (90), nors kiti mokslininkai, atlik¢ sgsajos analiz¢ tarp ABO kraujo grupiy
sistemos ir ilgaamziSkumo, kitose tirtose populiacijose, rySio nenustaté (90, 126, 127, 128).

89 tyrimy metaanalizé parodé A kraujo grupés rysj su didesne jvairiy lokalizacijy
piktybiniy naviky rizika, o 0 grupé prieingai — su mazesne (20). Sio darbo gauti rezultatai
rodo, kad Lietuvos populiacijoje 0 ir A kraujo grupé susijusi su mazesne rizika sirgti
urogenitalinés sistemos véziu, o B kraujo grupé $ig rizikg didina.

Literattiros duomenys rodo, kad 0, A ir B kraujo grupe turintys vyrai geriau reaguoja }
gydyma nuo prostatos vézio bei ilgiau iSgyvena (83, 84). Asmenims, turintiems 0 kraujo
grupe, reciau pasitaiko tromboembolinés komplikacijos po prostatektomijos (85). Austry
tyréjai atskleidé, kad vyrams, turintiems A, B ar AB kraujo grupe, yra didesné mirties nuo
tromboembolijy rizika po prostatektomijos (129), taip pat austry populiacijoje nustatyta sgsaja
0 kraujo grupés su sumazéjusia inksty vézio progresavimo ] regioninius limfmazgius bei
mazesné abipusio inksty vézio rizika, bet Sioje populiacijoje nerasta sgsajy su ligonio
amziumi, lytimi, kiino masés indeksu ir inksty vézio progresavimu. Be to, tyrimas parodé
didesn¢ inksty véZio metastazavimo ] limfmazgius bei naviko iSplitimo 1 minkStuosius
audinius rizikg esant B kraujo grupei (82). Vokieciy tyréjai rado, kad A kraujo grupé didina
rizikg sirgti Slapimo puslés véziu (130) ir yra susijusi su didesniu mirtingumu nuo jo (78). O.
Engel ir grupés tyrimai rodo, kad 0 kraujo grupé nedaro jtakos $lapimo piislés vézio raidai; to
priezastis gali biti tirta pacienty grupé, kuriai buvo taikomas Slapimo piislés pasalinimas, dél
didelio vézio iSplitimo laipsnio (130). Austry mokslininkai nustaté didesn¢ Slapimo piislés
veézio metastazavimo ] limfmazgius bei naviko i$plitimo |} minkStuosius audinius rizikg esant
B kraujo grupei (21). Amerikieciy mokslininky atliktas tyrimas atskleide, kad AB kraujo
grupé mazina rizikg susirgti Slapimo pislés véziu ir, galbiit, yra susijusi su geresniu
1Sgyvenamumu (78).

ABO kraujo grupiy sistema, koronariné arterijy liga ir piktybiniai navikai. Atliktas
ABO kraujo grupiy sistemos daznio tyrimg Lietuvos populiacijoje buvo nustatyta, kad B
kraujo grupé dazniau aptinkama sergantiesiems koronarine arterijy liga nei sveikai
populiacijai (18, 19). Taip pat nustatyta, kad esant B kraujo grupei, jaunesniems nei 45 metai
vyrams Lietuvoje, KAL nustatoma daZniau, nei turintiems 0 kraujo grupe (89). Tiriant
aterosklerozinés plokstelés formavimosi veiksnius, nustatyta, kad 0 kraujo grupé yra
apsaugantis nuo aterogenezes veiksnys (87, 88).

Sen¢jimo metu didé¢ja létiniy bikliy rizika, pvz., did¢ja kraujo spaudimas,
cholesterolio kiekis, auga veézio rizika. Metaanalizé, ieSkant rySio tarp kraujo spaudimo,

lipidy kiekio serume ir vézio, parodé¢, kad, sergant arterine hipertenzija, inksty lasteliy vézio
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raidos rizika iSauga 2—4 kartus, nepriklausomai nuo lyties. Taip pat nustatyta, kad sergant
metaboliniu sindromu, kuriam biidingas padidéjes arterinis kraujo spaudimas, yra didesné
rizika sirgti jvairios lokalizacijos véziu. Padidéj¢s bendras cholesterolio kiekis kraujo serume
yra susij¢s su didesne gaubtinés ir tiesiosios Zarnos, prostatos ir séklidziy vézio rizika, tuo
tarpu, esant didesniam cholesterolio kiekiui, yra mazesné rizika sirgti skrandzio, kepeny ir
hematopoetinio ir limfoidinio audinio véziu. Nustatyta, teigiama asociacija tarp trigliceridy
inksty lasteliy veézio ir kitos lokalizacijos piktybiniy naviky raida (131). Ankstesni tyrimai
parod¢, kad ilgaamziskumas Lietuvos populiacija sietinas su sumazéjusia apoliporpteino A-I,
apolipoproteino E koncentracija kraujyje, bei padidéjusia apolipoproteino B ir apoA-I/apoB
santykiu kraujo serume (18, 19).

Vitaming D prijungiantis baltymas ir senéjimas. Vitaming D prijungiancio baltymo
analizé parod¢, kad rs7041 ir rs4588 polimorfizmy genotipai, atitinkamai, turintys T alelj —
TT, TG bei A alelj] — AA, AC, siejami su mazesne 25(OH)D koncentracija kraujyje (132).
Anksciau atlikti VDPB tyrimai serganciyjy vainikiniy arterijy ateroskleroze, vyry grupéje ir
ilgaamziy, Lietuvos populiacijos parod¢, kad tarp ilgaamziy patikimai dazniau nustatytas Ge2
alelis bei Gc2-2 fenotipas (15), o serganciy vaininkiniy arterijy ateroskleroze grupéje
statistiSkai patikimai daZniau nustatytas Gcls-1s fenitipas. Magistro baigiamajame darbe
analizuota maza ilgaamziy imtis, tac¢iau atliktas VDPB tyrimas parod¢ tas pacias tendencijas —
padidéjusj Gels-1s ir Ge2-2 fenotipy daznj ilgaamziy grupéje (15; straipsnis pridedamas (3
priedas)). Pradétas ilgaamziy tyrimas bus tesiamas toliau. Tiriant tikro laiko PGR metodu 18
16 kraujo pavyzdziy 2-iems pacientams nepavyko nustatyti Gec varianto, todél ateityje
tikslinga Siuos tyrimus patikrinti ir izoelektrinio fokusavimo metodu.

Azijos mokslininkai tyrin¢jo vyresniy motery (po menopauzeés pasireiSkimo)
populiacijos ry$j su rs7041 polimorfizmu. Tyrimai parodé¢, kad §is polimorfizmas yra susijes
su VDPB koncentracija kraujyje, kuri teigiamai koreliavo su bendru 25(OH)D, tuo tarpu
rs7041 polimorfizmas su biologiskai aktyviu 25(OH)D koreliavo neigiamai. Be to, aukStas
biologiskai aktyvaus 25(OH)D kiekis siejamas su sumazéjusia rizika sirgti kauly osteoporoze
(133). Nustatyta, kad rs7041 polimorfizmas yra didinantis prostatos véZio rizika veiksnys
(134) bei siejamas su mazo tankio cholesterolio kiekio poky¢iais kraujyje (135).

Su rs7041 ir rs4588 polimorfizmais susijusiy haplotipy analizé parodé, kad Gels alelis
ir Gels-1s fenotipas siejamas su 25(OH)D pakankamu kiekiu, tuo tarpu Ge2 alelis, Gels-1f,
Gelf-2, Gels-2, Ge2-2 fenotipai — su 25(OH)D kiekio trikumu kraujyje sveiky asmeny
populiacijoje (132). Tyrimai rodo, kad 25(OH)D koncentracijos skirtumai lemti skirtingy
VDPB fenotipy, siejami su vézio raida (136). Vokietijos populiacijos VDPB varianty analiz¢

rodo, jog Gc2-2 fenotipas yra kriities vé€zio po menopauzeés rizikg mazinantis veiksnys
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lyginant su Gcls-1s genetiniu variantu (137). Tuo tarpu, Gelf-1f fenotipas siejamas su 23-26

% mazesne rizikg sirgti jvairios lokalizacijos véziu, lyginant su Gels-1s ir Ge2-2 genetiniy

varianty jtaka (136).

6.

ISVADOS

Sergantieji urogenitalinés sistemos (prostatos, inksty ir Slapimo puslés) véziu
sudare atskirg klasterj nuo serganciyjy koronarine arterijy liga, ilgaamziy bei
kraujo donory.

Ivertinus ABO kraujo grupiy dazniy pasiskirstymg urogenitalinés sistemos véziu
serganCiyjy grupése, nustatyta, kad A kraujo grupé reciau aptinkama véziu
sergan¢iyjy grupéje, o B kraujo grupé dazniau, lyginant su sveika populiacija.
Ilgaamziy populiacijoje, dazniau nustatoma 0 ir A kraujo grupés ir reiau — B ir
AB kraujo grupés, lyginant su sveikais kraujo donorais.

Ivertinus ABO kraujo grupiy sistemos asociacijg su véziu, nustatyta, jog sveikoje
populiacijoje A kraujo grupé mazina rizikg sirgti Slapimo puslés ir inksty véziu,
tuo tarpu B kraujo grupé susijusi su padidéjusia rizika. Rezultatai parodé, kad A
kraujo grupé didina ilgaamziskumo tikimybe moterims, o B kraujo grupé —
mazina.

IStyrus 16 ilgaamzius, nustatytas VDPB (1s4588 ir rs7041) polimorfizmy T ir A
aleliai. Tirti ilgaamziai daZniausiai turé¢jo Gcels-1s ir Gels-2 fenotipus. Ge2-2
fenotipy padidéjusio daznio tendencija atitinka anksciau publikuotus duomenis

Lietuvos ilgaamZiy populiacijoje.
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SANTRAUKA

Baigiamojo magistro darbo tema ,,ABO kraujo grupiy sistemos, vitaming D
prijungiancio baltymo polimorfizmo klasteriné analizé lyginant véziu, koronarine arterijy liga
serganCiyjy ir ilgaamziy grupiy duomenis®.

Darbo tikslas. lvertinti asmeny, serganciy veéziu, asociacija su ABO kraujo grupiy
sistema, ja palyginti su ilgaamziy bei koronarine arterijy liga sergandiyjy grupémis,
tiriamasias grupes sugrupuoti klasterizavimo metodu ir iStirti vitaming D prijungiancio
baltymo polimorfizmg. UZdaviniai. 1) Atlikti asmeny, serganciyjy urogenitalinés sistemos
véziu, koronarine arterijy liga bei ilgaamziy asmeny klastering analiz¢ pagal ABO kraujo
grupiy sistema; 2) Ivertinti ABO kraujo grupiy sistemos daznj urogenitalinés sistemos vézio ir
ilgaamziy populiacijose; 3) Ivertinti urogenitalinés sistemos vézio ir ilgaamziy asociacija su
ABO kraujo grupiy sistema; 4) IStirti vitaming D prijungiancio baltymo izoformy daznj
ilgaamziy grupéje. Metodai ir medZiaga. ABO serologinis kraujo grupiy nustatymas, DNR
gryninimas (naudojant kolonéles), tikro laiko PGR metodas, klasteriné analizé. Tirtos grupés
buvo: sveiki kraujo donorai (n = 595); sergantieji prostatos (n = 2200), Slapimo pislés (n =
1530) ir inksty (n = 2650) véziu asmenys; asmenys sergantieji koronarine arterijy liga
(n=464); Lietuvos ilgaamziy populiacija (n = 154). Rezultatai. Lietuvos populiacijoje 0
kraujo grupé, inksty ir Slapimo pislés véziu serganioms moterims, nustatyta patikimai reciau
nei kraujo donory grupéje. A kraujo grupé nustatyta statistiSkai reikSmingai reciau inksty ir
Slapimo pislés véZiu serganciyjy grupése lyginant su jos dazniu kontrolinéje kraujo donory
populiacijoje. Urogenitalinés sistemos (prostatos, inksty, Slapimo piislés) véziu serganciyjy
grupéje patikimai daZzniau pasitaiké B kraujo grupé lyginant su jos dazniu kraujo donory ir
ilgaamziy grupése. 0 kraujo grupe yra Slapimo puslés véZio rizika mazinantis veiksnys
vyresniy nei 60 mety motery grupéje. Tyrimai parodé, kad A kraujo grupé yra susijusi su
mazesne rizika sirgti Slapimo puslés ir inksty veéziu, o B kraujo grupé¢ su didesne
urogenitalinés sistemos vézio rizika Lietuvos populiacijoje. Moterims turin¢ioms A kraujo
grupe tikimybé gyventi ilgau yra didesné, nei turin€ioms B kraujo grupe. Tirty grupiy
klasteriné analize pagal ABO kraujo grupiy daznj rodo, kad sergantieji urogenitalinés sistemos
(prostatos, inksty ir Slapimo pislés) véZiu sudare atskirg klasterj nuo KAL, ilgaamZiy bei
kraujo donory klasterio. Rs4588 ir rs7041 polimorfizmy pasiskirstymy daZnis neatitiko
Hardzio ir Vainbergo pusiausvyros (p < 0,05) tirty ilgaamziy grupéje. VDPB rs4588
polimorfizmo analizé parod¢ T alelio (0,44), GT (0,38) ir TT (0,24) genotipy daznj bendroje
ilgaamziy grupg¢je. Taip pat genotipavus rs7041 polimorfizmg buvo rastas, kad A alelio, AC ir

AA genotipy santykinis daznis, atitinkamai lygus 0,44, 0,38 ir 0,24. IStyrus 16 ilgaamziy,
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nustatyta, kad dazniausi fenotipai yra Gcls-1s ir Gcls-2. ISvados. 1) Sergantieji
urogenitalinés sistemos (prostatos, inksty ir Slapimo pislés) véziu sudare atskirg klasterj nuo
serganciyjy koronarine arterijy liga, ilgaamziy bei kraujo donory; 2) Ivertinus ABO kraujo
grupiy dazniy pasiskirstymag urogenitalinés sistemos véziu serganc¢iyjy grupése, nustatyta, kad
A kraujo grupé reciau aptinkama véziu serganciyjy grupéje, o B kraujo grupé dazniau,
lyginant su sveika populiacija. Ilgaamziy populiacijoje, dazniau nustatoma 0 ir A kraujo
grupés ir reciau — B ir AB kraujo grupés, lyginant su sveikais kraujo donorais; 3) Ivertinus
ABO kraujo grupiy sistemos asociacijg su véziu, nustatyta, jog sveikoje populiacijoje A kraujo
grupé mazina rizikg sirgti Slapimo puslés ir inksty véziu, tuo tarpu B kraujo grupé susijusi su
padidéjusia rizika. Rezultatai parod¢, kad A kraujo grupés didina ilgaamziskumo tikimybe
moterims, o B kraujo grupé — mazina; 4) IStyrus 16 ilgaamzius, nustatytas VDPB (rs4588 ir
rs7041) polimorfizmy T ir A aleliai. Tirti ilgaamziai dazniausiai turé¢jo Gels-1s ir Gels-2
fenotipus. Gc2-2 fenotipy padidéjusio daznio tendencija atitinka anks¢iau publikuotus
duomenis Lietuvos ilgaamziy populiacijoje.

Raktiniai ZodZiai: ABO kraujo grupiy sistema, vitaming D prijungiantis baltymas,

veézys, ilgaamziai, klasteriné analize.
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SUMMARY

The topic of the Master‘s thesis is “The Cluster Analysis of the ABO Blood Group
System, Vitamin D Binding Protein Polymorphism Comparing the Data of Cancer, Coronary
Artery Disease and Long-Lived Individuals™.

The aim is to assess the association with ABO blood group system of individuals
suffering from cancer, compare it with the long-lived individuals and coronary artery disease
patient groups, classify research groups as per cluster analysis and investigate polymorphism
of vitamin D binding protein. Tasks are: 1) To perform cluster analysis for long-lived
individuals and patients suffering from urinary system cancer, coronary artery disease
according to ABO blood group system; 2) To assess ABO blood group system frequency of
urogenital system and long-lived individuals; 3) To measure ABO blood group system
association with long-lived individuals and patients suffering from cancer; 4) To analyze the
frequency of the vitamin D binding protein polymorphism in long-lived individuals group.
Methods and material: serological analysis of ABO blood group system, DNA purification
using silica-based columns, real time PCR method, cluster analysis. The test groups: healthy
blood donors (n = 595); prostate (n = 2200), bladder (n = 1530) and renal (n = 2650) cancer
patients; patients with atherosclerosis (n = 464); group of long-lived individuals (n = 154).
Research results. The population of Lithuanian women, who are suffering from renal and
bladder cancer, have significantly lower blood group O frequency than the blood donors.
Blood group A is statistically significantly lower among kidney and blander cancer patients
groups than between healthy Lithuanian population. Blood type B is more often found in
urogenital system (prostate, renal and bladder) cancer group compared to blood donors and
long-lived individuals groups. Blood type 0 is a risk reduction factor for bladder cancer in
population of >60 year old Lithuanian women. Studies have showed that blood type A is
associated with lower risk of bladder and renal cancer, and blood group B with higher risk of
urinary system cancer in Lithuanian population. Results show that Lithuanian women with
blood type A have higher life expectancy, than women whose blood type is B. The cluster
analysis revealed that patients suffering from urinary system (prostate, renal and bladder)
cancer formed separate large cluster from blood donors, long-lived individuals and coronary
artery disease groups. Distribution frequency of rs4588 and rs7041 polymorphisms did not
correspond to Hardy-Weinberg equilibrium (p < 0.05). Rs4588 polymorphism of vitamin D
binding protein analysis showed that the overall long-lived group were generally determined
T allele (0.44), GT (0.38) and TT (0.24) genotype; as well as genotyping analysis of rs7041
polymorphism showed frequency of A allele, AC and AA genotypes, respectively 0.44, 0,38
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and 0.24. Investigation of 16 long-lived individuals showed, that the most frequent vitamin D
binding phenotypes are Gels-1s and Gels-2. Findings: 1) The clustering analysis revealed
that patients suffering from urinary system (prostate, renal and bladder) cancer formed
separate large cluster from blood donors, long-lived individuals and coronary artery disease
groups; 2) ABO blood group system frequency distribution showed that blood type A is rarely
found in patients group suffering from urogenital system cancer, and blood type B — often,
compared to healthy population. In long-lived population, most frequent blood types are 0 and
A, and less often are B and AB compared to healthy blood donors; 3) It is found, that blood
group A is associated with reduced risk factor for bladder and renal cancer in healthy
population and blood group B is associated with increased risk of cancer. Blood type A is also
associated with increased life expectancy among the population of Lithuanian women, while
blood type B — with decreased; 4) A study of 15 long lived individuals showed rs4588 and
rs7041 polymorphisms of vitamin D binding protein T and A alleles. The examined long-
lived individuals mainly had Gcls-1s and Gcels-2 phenotype. The increased Ge2-2
phenotypes frequency trend is consistent with previously published data for long-lived
Lithuanian population.

Key words: ABO blood group system, vitamin D binding protein, cancer, longevity,

clustering analysis.
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1 PRIEDAS

SUTIKIMAS DALYVAUTIBIOMEDICININIAME TYRIME

AS perskaiciau $ig Informuoto asmens sutikimo formg ir supratau man pateiktg informacijg.
Man buvo suteikta galimybé uzduoti klausimus ir gavau mane tenkinancius atsakymus.
Supratau, kad galiu bet kada pasitraukti i$ tyrimo, nenurodydama(s) priezasciy.

Supratau, kad norédama(s) atSaukti sutikimg dalyvauti biomedicininiame tyrime,rastu turiu
apie tai informuoti tyréja/kita jo jgaliota biomedicininj tyrimg atlickantj asmen;.

Patvirtinu, kad turéjau uztektinailaiko apsvarstyti man suteikta informacija apie biomedicininj
tyrima.

Supratau, kad dalyvavimas Siame tyrime yra savanoriskas.

Patvirtinu, kad sutikimg dalyvauti §iame biomedicininiame tyrime duodu laisva valia.

Leidziu naudoti asmens duomenis ta apimtimi ir biidu, kaip nurodyta Informuoto asmens
sutikimo formoje.

Patvirtinu, kad gavau Informuoto asmens sutikimo formos egzemplioriy, pasirasyta tyréjo.

Asmuo
MMMM-mm- i
dd
vardas pavardé atstovavimo parasas pasiraSymo pasiraSym
pagrindas data o laikas

Patvirtinu, kad suteikiau informacijg apie biomedicininj tyrimg auk$¢iau nurodytam asmeniui.
Patvirtinu, kad asmeniui (ar kitam sutikimg duoti turin¢iam teis¢ asmeniui) buvo skirta
pakankamai laiko apsispresti dalyvauti biomedicininiame tyrime, atsiZvelgiant |
biomedicininio tyrimo pobudj, taip pat jvertinus kitas aplinkybes, galinfias daryti jtaka
priimamam sprendimui.

AS skatinau asmen;j (ar kita sutikimg turintj teise¢ duoti asmenj) uzduoti klausimus ir i juos

atsakiau.
Tyréjas
MMMM-mm- i
dd
vardas pavardé pareigos parasas pasiraSymo pasiraSym
tyrime data o laikas
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2 PRIEDAS

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

Biomedicininio / klinikinio vaistinio preparato tyrimo pavadinimas:
Tyrimo pavadinimas: IlgaamZiy vitaming D prijungiancio baltymo varianty ir AB0
kraujo grupiy daZnio tyrimas.

Protokolo Nr.: 2

Uzsakovas: LSMU

Adresas: A.Mickeviciaus 9, Kaunas Tel.:(837)327201El. pastas:

Vaiva.Lesauskaite(@lsmuni.lt

Uzsakovo atstovas: Prorektoré mokslui Vaiva Lesauskaité

Atsakingas tyréjas': prof. Dalia Zalifiniené

Tyrimo centro pavadinimas:
LSMU ligoninés Kauno klinikos Akiy klinika
Adresas:Eiveniy 2, Kaunas Tel.: +37065535505. El pastas: daliazal@yahoo.com

1. Kokia Sio dokumento paskirtis?

Sioje formoje pateikiama Jums skirta informacija apie biomedicininj tyrima, aptariamos
tyrimo atlikimo prieZastys, mokslinio tyrimo procediiros, nauda, rizika, galimi nepatogumai ir
kita svarbi informacija. Jei nuspresite dalyvauti, praSysime Jiisy pasirasyti §ig sutikimo forma,
kuria sutinkate tyrimo metu vykdyti gydytojo tyréjo ir tyrimo komandos nurodymus.
PasiraSydami §} dokumenta, sutinkate dalyvauti moksliniame tyrime. Neskubekite ir atidziai
perskaitykite §] dokumenta, jei nesupratote kokio nors ZodZio ar teiginio, visus iSkilusius
klausimus butinai uzduokite tyrimo gydytojui ar kitiems tyrimo komandos nariams. Prie§
priimdami sprendima, galite pasitarti su Seimos nariais, draugais ar savo gydytoju.

2. Kodé¢l atliekami biomedicininiaityrimai?

Svarbu suprasti, kad nors biomedicininio tyrimo metu Jums atliekami sveikatos patikrinimai

ar medicininés procediros, biomedicininis tyrimas i§ esmés skiriasi nuo jprastos (kasdienés)

! Jeigu tyréjo adresas nesutampa su tyrimo centro adresu — nurodykite abu
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klinikinés praktikos. Jprastos (kasdienés) klinikinés praktikos tikslas yra Jus (t. y. konkrety
asmenj, pacientg) iSgydyti ir/ar pagerinti Jusy sveikatos bukle. Pagrindinis
biomedicininio(mokslinio) tyrimo tikslas — gauti naujy medicinos mokslo ziniy, kurios
ateityje padéty kity Sia liga serganciy pacienty sveikatai. Kitaip tariant, pagrindinis $io tyrimo
tikslas néra tiesioginé nauda Jiisy sveikatai.

3.Kodél atliekamas Sis tyrimas?

Sio tyrimo tikslas - nustatyti ABO kraujo grupiy, vitaming D prijungiancio baltymo (VDPB)
varianty bei VDPB geno daznj ilgaamziy grupéje.

Atsparumas ligoms, jskaitant vézines, 1§ dalies priklauso nuo zmogaus genetikos.
[lgaamziSkumui bei ligoms iSvengti reikSmeés gali turéti kraujo grupé ir pakankama vitamino
D koncentracija kraujyje.

4. Kokie asmenys pasirenkami dalyvauti Siame tyrime?

Jis pasirinktas, nes esate vyresnio amziaus Zzmogus, ilgaamzis. Jisy geny struktiira gali biiti
palanki pasiekti ilga aktyvy amziy.

5. Kas atliekauZsako $j biomedicininj tyrima?

Sio klinikinio tyrimo uZsakovas yra Lietuvos sveikatos moksly universitetas.

6. Tikimybé patekti j skirtingas tiriamyju grupes ir dalyvavimo Siose grupése ypatybés.
Siame tyrime dalyvaus visi ilgaamziai, atvyke kataraktos operacijai j Aliy klinikg ir sutike
dalyvauti tyrime.

7. Kiek truks Jiusy dalyvavimas Siame tyrime?

Bendra tyrimo trukmé — aStuoni ménesiai. Jus dalyvausite,kol vieng karta duosite krauja, jei
perskaite Sig formg jg pasiraSysite ir sutiksite dalyvauti tyrime.

8. Kokiose Salyse bus vykdomas $is tyrimas?

Tyrimas bus vykdomas tik Lietuvoje.

9. Kiek tiriamyju dalyvaus numatyta Siame tyrime?

Tikimasi, kadSiame biomedicininiame/ klinikiniame vaistiniotyrimedalyvaus150 ilgaamziy.
10. Kg Jums reikés daryti?

PraSysime Jisy leisti Sio tyrimo tikslais i§ venos paimti nedidel; kiekj kraujo (5 ml).

11. Ar dalyvavimas biomedicininiame tyrime Jums bus naudingas? / Kokios naudos
galite tikétis dalyvaudamiSiame tyrime?

Tiriamieji tiesioginés naudos i§ dalyvavimo tyrime negaus. Jy kraujo grupiy ir kai kuriy
genetiniy Zymeny tyrimas pasitarnaus mokslo Zinioms apie s€kmingg senéjima.

12. Kokia su dalyvavimu Siame tyrime susijusi rizika ir nepatogumai?

Sugaistas laikas. Imant kraujo méginj tyrimams galite jausti nedidel; skausma, dirio vietoje

galima kraujosruva (mélyn¢), infekcija.
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Jums dalyvaujant tyrime nebus skiriama jokiy papildomy gydomuyjy vaistiniy preparaty.
Atliekami tyrimai saugis, todé¢l Jums dalyvaujant tyrime papildomos rizikos ir Zalos
nenumatoma. Nebus atlickamos jokios invazinés procediiros, numatomas tik kraujo paémimas
1§ venos.

13. Jei atsitikty kas nors negero? (Informacija apie draudima)

LSMU ligonin¢ Kauno klinikos yra apsidraudusi civilinés atsakomybés draudimu, kuris
uztikrina Zzalos atlyginima pacientams, jei zala atsirasty biomedicininio tyrimo metu.
Susipazinti su civilinés atsakomybés draudimo sutartimi galite pas tyréjus. Zalos atveju
kreiptis j tyréjus.

14. Ar galésite nutraukti dalyvavima tyrime?

Jei nuspresite pasitraukti i§ tyrimo dar nepaémus kraujo, galite tai padaryti paras¢ laisvos
formos atsisakymo prasyma.

15. Kokias pasirinkimo galimybes turésite, jeigu nesutiksite dalyvauti Siame tyrime arba
atSauksite sutikima jame dalyvauti?

Tyrime dalyvaujate savanoriskai, todél turite teise atsisakyti, o pradéjes galite bet kada i$ jo
pasitraukti. Jusy sprendimas atsisakyti dalyvauti ar nutraukti dalyvavimg tyrime nedarys
jokios jtakos teikiamai jprastinei sveikatos priezitrai.

16. Ar dalyvaudamiSiame tyrime patirsite kokiy nors islaidy?

Dalyvaudami tyrime iSlaidy nepatirsite.

17. Ar Jiusyasmens duomenys bus konfidencialuas?

Biomedicinin} tyrimg atliekant gauta sveikatos informacija, leidZianti nustatyti asmens
tapatybe, yra konfidenciali ir gali biiti teikiama tik Lietuvos Respublikos pacienty teisiy ir
zalos sveikatai atlyginimo jstatymo ir Lietuvos Respublikos asmens duomeny teisinés
apsaugos jstatymo nustatyta tvarka;

Biomedicininj tyrimg atliekant gauta sveikatos informacija nelaikoma konfidencialia ir gali
biti paskelbta be tiriamojo asmens sutikimo, jeigu paskelbus tokig sveikatos informacija
nebus galima tiesiogiai ar netiesiogiai nustatyti asmens tapatybeés;

Duomeny valdytojas yra LSMU ligonin¢ Kauno klinikos, juridinio asmens kodas 135163499,
adresas: Eiveniy g. 2, Kaunas LT-50161.

Biomedicininio tyrimo metu surinkti Jisy asmens duomenys bus saugomi kaip dalis paciento
medicinos duomeny jrasy tyrimo centre 5 metus po tyrimo pabaigos. Véliau Jiisy asmens
duomenys bus sunaikinti tyrimo centro nustatyta tvarka. UZ dokumenty ir informacijos

saugojimg atsakingas biomedicininio tyrimo centras (LSMU ligonin¢ Kauno klinikos).

18. Kas ir kokiu tikslu galés susipaZinti su Jiisy asmens duomenimis?
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Siekiant iSsaugoti Jiisy duomeny konfidencialumg Jums bus suteiktas specialus kodas, kuris
bus nurodomas visuose dokumentuose, iSskyrus sutikimo forma. Sarasa, kuriame yra Jisy
vardas ir pavardé siejami su kodu, saugos pagrindinis tyréjas. Uzsakovui informacija apie
tyrimo rezultatus bus perduota tik nuasmeninta.

Su duomenimis, leidzianciais tiesiogiai nustatyti Jsy tapatybe (neuzkoduotais duomenimis)
bus leidziama susipazinti tik tyrime dalyvaujantiems tyr¢jams. Kitiems suinteresuotiems
asmenims (uzsakovo jgaliotiems atstovams, kontroliuojanciy institucijy darbuotojams) bus
teikiami uzkoduoti duomenys, neleidziantys tiesiogiai nustatyti Jusy tapatybés (,,uzkoduoti*
reiSkia, kad dokumentuose bus nurodomas ne Jisy vardas ir pavardé, o specialus numeris,

kurj susieti su Jisy asmeniu galés tik gydytojas tyréjas).

19. Kiek laiko bus saugomi tyrimo metu surinkti duomenys ir kas uz tai bus atsakingas?
Biomedicininio tyrimo metu surinkti Jiisy asmens duomenys bus saugomi kaip dalis paciento
medicinos duomeny jrasy tyrimo centre 5 metus po tyrimo pabaigos. Véliau Jusy asmens
duomenys bus sunaikinti tyrimo centro nustatyta tvarka. Uz dokumenty ir informacijos

saugojima atsakingas biomedicininio tyrimo centras (LSMU ligonin¢ Kauno klinikos).

20. Kas jvertino §j biomedicininj tyrima? / | ka kreiptis, jeigu iSkilty klausimy?

D¢l savo kaip tyrimo dalyvio teisiy galite kreiptis  leidimg atlikti §j biomedicininj tyrima
iSdavusj Kauno regioninj biomedicininiy tyrimy etikos komiteta, Lietuvos Sveikatos moksly
universitetas, MickeviCiaus g. 9, LT-44307, Kaunas, tel. (8-37) 326889.el. pastas:

kaunorbtek@Ismuni.lt.

66


mailto:kaunorbtek@lsmuni.lt

3 PRIEDAS

[ Publishisg Corprati
Internatiosal Jowsal of Endocrnology
Volume 2006, Articke 1D 8347379, 7 pages
htpeid dod g 10, 11552016/ 8347379

@

Research Article

Investigation of Vitamin D-Binding Protein Polymorphism
Impact on Coronary Artery Disease and Relationship with
Longevity: Own Data and a Review

Donatas Stakisaitls,"® Vita Lesanskalte,® Milda Girdauskaité,! Ernestas Janulionis,*
Albertas Ulys,® and Rimantas Benetls®

"Lat v of G mldencrEp.dnuwInn Scientific Research Center, National Cancer Irstitute,

Samtariskiu I, LT-08660 Vilnius, Lithuania

D:pm'rmult of Riolaw, Mykolas Romeris University, Ateities 21, LT-08303 Vilnius, Lithuania

Dcpm’tmm of Geriatrics, Medical Acadery, Lithuamion University of Health Sdences, A. Midkevitious 9,

LT-44307 Kaunas, Lithuania

*Radiation and Medical Orcology Clinics, National Carcer Institute, Santariskiv |, LT-08650 Vilnius, Lithuania

S'Omm.mrpry Climics, National Carcer Frestitute, Santariskiu I, LT-08660 Vilmius, Lithaamia

“Institute of Cardiology of the Medical Academy, Lithuanian University of Health Sciences, Sukilefiu 17, LT-5006] Kawnas, Lithuania

Cormespondence should be addresssd to Donatas Stakisaitis; dstakisaitis@yahon
Received T Jamsary 2016; Accepted 23 March 2016

Copyright @ 2006 Donatas Stakisaitis et al. This is an open access article distributed under the Creative Commaons Attribation
License, which permits unrestricted wse, distribution, and reproduoction in any meds provided the original work is propedy
cited.

The aim of the study was to assess the effect of vitamin [}-hinding protein (DBF) polymorphism on coronary artery disease (CAD]).
DBF phenotypes were identifisd in the groups: control (k= 306), men suffering from CAD (n = 154), and long-lived individuals
lre = 108). Ispedectric focusing of DEF phenotypes in serum was periormed on polyacrplamide gel. Distribution of DEP phenotypes
in the study groups was found to be in Hardy-Weinherg equilibrinm. Gels-1s phenotype and Gels allele frequency in CAD groups
were significantly higher than in control, and Gols allele frequency was found significantly more afien in CAD compared with long-
lived group (< 0.03). The G2 allele frequency in control was higher as compared with Ge2 frequency in CAD group (p < 0L05).
The Gc2-2 was more frequent in long-lived sarvivars than in the CAD group (p < 0.05). It was jound that the Gels
allele significantly increased the risk of CAD with the odds ratio (OR) equal to 145 (p < 0.02) and showed Ge2 to be related with
a decreased risk of CAD (DR = 0.6% p < 0.03). Authors review the role of DEP in resistance to atheroscerosis and cancer as the

1. Introduction

Long-lived individuals are an important antiatherogenic
controd group for the evaluation of genetic markers in
the pathogenesis of atherosclerosis. The longevity penetic
markers in the Lithuanian population were found to be the
low level of apolipoproteine B (apoB) and the apolipopro-
teine E (apoE), the low apoB/apoA-1 ratio, and the d gene
responsible for dry cerumen [1. 2]. The PI"Z gene of the
alpha-1-proteinase inhibitor was significantly more frequent
in patients with coronary artery disease (CAD) than in

long-lived individuals [3], and the 0 blood group can serve
a5 a protective antiatherogenic factor in women; in long-
lived individuals, the B blood group was significantly more

rare than in healthy population and in CAD patients in the
Lithuanian population [4].

The aging process and mortality are associated with the
insufficiency of vitamin D: the low seram 25-hydroxyvitamin
D (250H)D) level has been linked to all-cause, cardiovas-
cular, cancer and infection-related mortality [5). An optimal
concentration of vitamin [ delaying the aging phenomenon
and low 25/0H)D concentrations might be a marker for
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The aim of the study was to assess the effect of vitamin D-binding protein (DBP) polymorphism on coronary artery disease (CAD).
DBP phenotypes were identified in the groups: control (n = 306), men suffering from CAD (n = 154), and long-lived individuals
(n = 108). Isoelectric focusing of DBP phenotypes in serum was performed on polyacrylamide gel. Distribution of DBP phenotypes
in the study groups was found to be in Hardy-Weinberg equilibrium. Gcls-1s phenotype and Gcls allele frequency in CAD groups
were significantly higher than in control, and Gcls allele frequency was found significantly more often in CAD compared with long-
lived group (p < 0.05). The Gc2 allele frequency in control was higher as compared with Gc2 frequency in CAD group (p < 0.05).
The Gc2-2 phenotype was more frequent in long-lived survivors than in the CAD group (p < 0.05). It was found that the Gcls
allele significantly increased the risk of CAD with the odds ratio (OR) equal to 1.45 (p < 0.02) and showed Gc2 to be related with
a decreased risk of CAD (OR = 0.69; p < 0.03). Authors review the role of DBP in resistance to atherosclerosis and cancer as the
main longevity determinants.

1. Introduction

Long-lived individuals are an important antiatherogenic
control group for the evaluation of genetic markers in
the pathogenesis of atherosclerosis. The longevity genetic
markers in the Lithuanian population were found to be the
low level of apolipoproteine B (apoB) and the apolipopro-
teine E (apoE), the low apoB/apoA-1 ratio, and the d gene
responsible for dry cerumen [1, 2]. The PI*Z gene of the
alpha-1-proteinase inhibitor was significantly more frequent
in patients with coronary artery disease (CAD) than in

long-lived individuals [3], and the 0 blood group can serve
as a protective antiatherogenic factor in women; in long-
lived individuals, the B blood group was significantly more
rare than in healthy population and in CAD patients in the
Lithuanian population [4].

The aging process and mortality are associated with the
insufficiency of vitamin D: the low serum 25-hydroxyvitamin
D (25(OH)D) level has been linked to all-cause, cardiovas-
cular, cancer and infection-related mortality [5]. An optimal
concentration of vitamin D delaying the aging phenomenon
and low 25(OH)D concentrations might be a marker for
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TaBLE 1: Gc gene SNPs and DBP genetic polymorphism.
DBP system
SNPs of Gc gene Alleles Genotypes/phenotypes
rs7041 T (Asp) Gelf1f
rs4588 C (Thr) Gelf Gelf-1s
rs7041 G (Glu) Gels Gelf-2
rs4588 C (Thr) Gcls-1s
rs7041 G (Glu) G Gcls-2
rs4588 A (Lys) ¢ Ge2-2

a poor health status related to premature mortality [6]. The
lower 25(OH)D levels observed in females as compared with
males play a more relevant role in conditioning the severity of
CAD; in males, vitamin D status was independently related
to the prevalence of CAD [7]. The joint effect of low serum
25(OH)D and low DBP levels is associated with the risk
of frailty, and serum DBP levels affect the 25(OH)D-frailty
relationship in older men [8].

The major transporter of vitamin D metabolites in blood
circulation is the multifunctional plasma vitamin D-binding
protein (DBP), also known as a human group specific
component (Gc) [9]. The plasma 25(OH)D and DBP levels
are related to the DBP phenotype [10, 11]. The DBP has a sig-
nificantly lower affinity constant for 25(OH)D as compared
with the Gcls or Gcelf isoforms [9].

The Gc gene, which encodes the DBP, maps to chro-
mosome 4ql12-q13 [12]. There are three common phenotypic
alleles in the DBP, Gcls (slow), Gelf (fast), and Ge2, differing
by combinations of two nonsynonymous single-nucleotide
polymorphisms (SNPs), rs4588 and rs7041, which differ by
amino acid substitutions and by their glycosylation pattern
in the DBP (galactose and sialic acid in both Gcls and
Geclf; galactose only in Ge2); rs7041 (G—T) encodes for the
glutamic acid to aspartic acid change, while rs4588 (C—A)
encodes for the threonine to lysine change. The DBP variants
Gecls, Gelf, and Ge2 are a haplotypic combination of rs7041
and rs4588, where Gcls = rs7041 (G) and rs4588 (C), Gclf =
rs7041 (T) and rs4588 (C), and Gc2 = rs7041 (T) and rs4588
(A). The combination of the 3 DBP variants results in six
common phenotypes [13-15] (Table 1).

Plasma samples from patients and healthy volunteers
confirmed a significantly higher concentration of DBP in
atherosclerotic subjects [16]. No differences in DBP phe-
notype frequencies of the Gc gene polymorphisms and in
serum DBP levels between type 1 diabetic patients and control
subjects were found, whereas the association between Gc gene
polymorphism and patients with type 2 diabetes mellitus has
produced conflicting results [17, 18].

The DBP serum level may be a biomarker for a vascular
injury having important prognostic and diagnostic impli-
cations [19]. The DBP also plays an important role in the
response to tissue injury as DBP can be converted to a
macrophage-activating factor [20]. Another role of DBP in
response to injury is to scavenge for vascular and extracellular
actin as a result of cellular necrosis, and DBP has been
shown to be present in lower circulating concentrations in
inflammatory or necrotic processes [21-23]. DBP serves as
a growth factor for vascular smooth muscle cells [24], and it
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has been found in thrombotic plaques of coronary arteries
[25].

Comparing donors, patients with CAD, and long-lived
individuals, the Gcls allele was significantly most frequent
in CAD study groups. Comparing CAD patients and long-
lived individuals, the Gc2-2 phenotype was significantly more
frequent in the group of long-lived individuals. Authors
discuss the possible mechanisms of atherogenesis and other
important longevity factors in relationship with DBP poly-
morphism.

2. Materials and Methods

The DBP phenotypes have been identified in the following
groups of Lithuanian population individuals: control (blood
donors; n = 306; aged 19 to 52 years); common men suffering
from CAD (aged 28 to 72 years) (coronary atherosclero-
sis plaques were diagnosed by coronarography and during
coronary bypass surgery; CAD group was formed with the
exclusion criteria for type 1 and type 2 diabetes mellitus);
long-lived individuals with no data of myocardial infarction
(n = 108; men aged 85 to 102 years (n = 38), women aged
90 to 103 years (n = 70)). The study groups contained only
Caucasian (white) population. The institutional and ethical
approval of the study was obtained. The isoelectric focusing
of DBP phenotypes was performed on thick polyacrylamide
gel with ampholytes pH 3.5-5.0, 4.5-6.5, and 4.2-5.0. We
assessed the combined effects of two known polymorphisms
inthe Gc gene (rs4588 and rs7041) composing the alleles Gcls,
Gclf, and Ge2 on CAD risk and relationship with longevity.
Statistical analysis was performed using SPSS 21.0 and the R
project 2.8.1. Frequency of DBP phenotypes was calculated
with reference to Hardy-Weinberg equilibrium. Categorical
data are expressed as frequencies and percentages. The
normal approximation method was used to calculate 95%
confidence intervals for DBP allele frequencies. Chi-square
test was used to test for the Hardy-Weinberg equilibrium
and comparison of DBP phenotype frequencies among the
groups. We calculated the relative risk (measured as an odds
ratio (OR)) and the corresponding 95% confidence intervals
(95% CI) to find out the association of DBP alleles with CAD
and longevity. The result was considered significant at the p
value < 0.05.

In the literature review we included DBP relationship
with atherogenesis and cancer while resistance to can-
cerogenesis is an additional important determinant for
longevity. The literature retrieval was accessed through
PubMed (1986-2015) using the terms of vitamin D-binding
protein, atherosclerosis, and longevity, including the appro-
priate Boolean operators “AND” and “OR.”

3. Results

3.1. DBP Phenotype Frequency in the Study Groups. The
frequency of DBP phenotypes in the population (control
group) was as follows: Gcls-1s, 38.2%; Gcls-1f, 9.8%; Gcls-2,
38.9%; Gclf-1f, 0.3%; Gclf-2, 5.5%; Ge2-2, 7.2% (Table 2). The
distribution of the DBP phenotypes in all study groups was
found to be in the Hardy-Weinberg equilibrium.



International Journal of Endocrinology 3
TABLE 2: DBP phenotype frequency in the studied groups.
Groups " DBP phenotype
Gcls-1s Gels-1f Gcls-2 Gelf-1f Gclf-2 Ge2-2
n (%) 1 (%) n (%) n (%) 1n (%) n (%)
17 30 119 1 17 227
Control 306
onto (38.2) (9.8) (38.9) (0.3) (5.5) 72)
78" 14 48 1 5 8
CAD 154
(50.6) (9.1) (3L.2) (0.7) (3.2) (5.2)
. 45 8 37 3 15
Long-lived 108
oneTe (417) (74) (343) ’ 28) a3.9)°
*Gc2-2 phenotype frequency in the long-lived compared with the CAD group (p < 0.02).
**Gc2-2 phenotype frequency in the control compared with the long-lived group (p < 0.04).
TGels-1s phenotype frequency in the CAD compared with the control group (p < 0.02).
TaBLE 3: DBP alleles frequency in the studied groups.
0/ 0,
Groups Total alleles DBP alleles frequency (%; 95% CI) P*
n Gecls Gelf Ge2
Control 612 62.6 (58.8-66.4) 8.0 (5.9-10.1) 29.4 (25.8-33.0)
CAD 308 70.8 (65.7-75.8)** 6.8 (4.0-9.6) 22.4 (17.7-27.0)" <0.05
Long-lived 216 62.5 (56.0-69.0)"** 5.1(2.2-8.0) 32.4 (26.2-38.6)"

*Gels allele frequency compared with Gelf or Ge2 alleles frequency in the study groups.

**Gels allele frequency in the CAD compared with the control group (p < 0.02).

EEEY

*Gc2 allele frequency in the long-lived compared with CAD group (p < 0.02).
TGe2 allele frequency in the CAD compared with the control group (p < 0.03).

The CAD group Gcls-1s phenotype frequency was sig-
nificantly higher compared with the Gcls-1s phenotype fre-
quency in the control group (p < 0.02).

As to the frequency of the Gc2-2 phenotype between
the CAD and long-lived groups, the Gc2-2 phenotype was
significantly more frequent in the long-lived group (p <
0.02).

A significant difference of Gc2-2 phenotype frequency
was found between the control and long-lived groups (p <
0.04).

3.2. DBP Polymorphism in CAD and Long-Lived Survivors
Groups. In the control and in patients with CAD and long-
lived individuals the Gcls allele was most frequent: it was
statistically more frequent than the Gclf and Ge2 alleles (p <
0.05; Table 3).

The Gcls allele frequency in the CAD group was higher
than in the control group (p < 0.02). The difference of the
Gcls allele frequency in the long-lived group compared with
the CAD group was also significant, being more frequent in
CAD patients (p < 0.05).

The Gc2 allele in the control was significantly more
frequent than in the CAD group (p < 0.03). The Gc2 allele
frequency in the CAD group compared with the long-lived
group was statistically significant; the Gc2 allele was more
frequent in the long-lived group (p < 0.02).

The Gcls allele was found to significantly increase the risk
of CAD (OR 1.45; CI 95% = 1.08-1.95, p < 0.02). Also, the
OR showed that the Gc2 allele was related to a decreased
risk of CAD (OR = 0.69; CI 95% = 0.50-0.95, p < 0.03).
No statistical significance of Gclf allele carriers in association

Gcls allele frequency in the long-lived compared with the CAD group (p < 0.05).

with CAD was found (OR = 0.84, CI 95% = 0.49-1.43, p >
0.05). Based on the results of OR, the Gcls allele neither
increases nor decreases longevity (OR =1, CI 95% = 0.72-1.37,
p > 0.05). Statistically not significant results were obtained
with the Gclf carriers in long-lived survivors (OR = 0.62, CI
95% = 0.31-1.21, p > 0.05).

The study of the association between CAD and DBP
phenotypes has shown that the Gcls-1s phenotype statistically
increases the risk of coronary atherosclerosis (OR = 1.66, CI
95% =1.12-2.45, p < 0.02). A significant relationship between
the G¢2-2 phenotype and longevity was revealed (OR = 2.08,
CI 95% = 1.04-4.18, p < 0.04). No significant statistical
association of OR among the other DBP phenotypes was
found both in the CAD group and in the long-lived survivors

group.
4. Discussion

Protection from atherosclerosis and resistance to cancer
are the main longevity reasons. Long-lived survivors as
the control cohort are important for evaluating the role
of genetic determinants in atherogenesis, cancerogenesis,
and other diseases related to mortality. Recent studies show
that an optimal concentration of vitamin D is important in
delaying aging-related phenomena and acts as a protective
factor against atherogenesis and cancer-related mortality.
According to the meta-analysis of prospective cohort studies
from Europe and the United States, the lowest quintile of
serum 25(OH)D concentration was associated with increased
all-cause and cardiovascular mortality and an association
with cancer mortality observed in subjects with a history



of cancer [6]. Several atherosclerosis-related common aging-
associated diseases such as osteoporosis, hypertension, and
diabetes are known to be vitamin D-dependent [26].

The atherosclerosis development is a multistep process
associated with aging. Atherosclerosis and chronic inflam-
matory mechanisms involved in a chronic disease are in
CAD coexistence [27]. Overweight and obesity resulting in
clinical conditions such as the metabolic syndrome, early
atherosclerosis, dyslipidemia, hypertension, and type 2 dia-
betes mellitus, all leading to high mortality rates in young
adults, change the current increasing trend of worldwide
longevity [28]. The risk factors associated with the leading
causes of death from cancer (lung, renal, colorectal, breast,
uterus, stomach, and liver) include also overweight/obesity
[29, 30]. The further change in mortality patterns will accom-
pany success in the reduction of the number of mortalities
attributable to degenerative conditions such as CAD and
cancer [31].

4.1. DBP and Long-Lived Survivors. The study data suggest
that the multifunctional plasma protein DBP, a major trans-
porter of vitamin D metabolites in the circulation, could be
one of the genetic determinants related to longevity. There
are three common codominant phenotype alleles known as
Gcls, Gclf, and Ge2, differing by amino acid substitutions as
well as glycosylation [13]. Ge2 is glycosylated with a terminal
galactose, whereas Gcls and Gclf contain both galactose and
sialic acid [32]. From widespread use in population genetics,
the frequency of Gc2 is known to be highest among whites
and lowest among black Africans, whereas the opposite is
true for Gclf [33]. The plasma concentration of DBP depends
on the DBP phenotype being highest in Gcl-1 (Gels-1s, Gels-
1f, and Gclf-1f), intermediate in Gcl-2 (Gels-2, Gelf-2), and
lowest in Gc2-2 [34, 35]. The genetic variation of DBP has
the potential to alter serum 25(OH)D concentrations. In
vitro data have shown that the Gc2 allele has a significantly
lower affinity constant for 25(OH)D compared to the Gcls
or Gclf alleles [9, 36]. Individuals with two copies of the
Gc2 allele (Gc2-2) have significantly lower 25(OH)D serum
concentrations compared with other DBP phenotypes [10, 11,
37]. DBP concentration and DBP phenotypes were significant
predictors of 25(OH)D concentration, even after adjustment
for the effects of the season, sunbathing habits, skin thickness,
the use of vitamin supplements, smoking, and body mass
index [35].

In the study, CAD group was formed of patients with
exclusion criteria of type 1 and type 2 diabetes mellitus. The
meta-analysis demonstrated that the DBP polymorphism was
moderately associated with an increased susceptibility to type
2 diabetes mellitus in Asians, but no such association was
found in European populations [17]. No differences in DBP
phenotype or allele frequencies of the DBP polymorphism
and in serum DBP levels between type 1 diabetic patients and
control subjects were found [18].

The study data revealed the Gc2 allele and the Gc2-2
phenotype to be statistically more frequent in the long-lived
group as compared with the CAD group in the Lithuanian
population. A significant relationship between the Gc2-2
phenotype and longevity was revealed (OR = 2.08). In the
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literature, we have found no more data related to DBP
polymorphism studies in the long-lived survivors.

4.2. Atherogenesis, Vitamin D, and Genetic Markers of
Longevity. The study data show a significant increase of the
Gcls allele and Gcls-1s phenotype frequency in the CAD
patient groups compared with the control and long-lived
individuals in the Lithuanian population. The Gc2 allele
could be a marker of resistance to atherogenesis: the Gc2
allele in the control and in long-lived groups was significantly
more frequent than in the CAD groups.

The DBP plasma level may be a biomarker for vascular
injury, which will have important prognostic and diagnostic
implications [19]. Besides serving as a transporter of vitamin
D, DBP also plays an important role in response to tissue
injury, in which DBP can be converted to a macrophage-
activating factor (DBP-MAF) stimulating macrophages [20].
Another role of DBP in response to injury is to scavenge
for vascular and extracellular actin as a result of cellular
necrosis, and DBP has been shown to be in lower circulating
concentrations in the presence of inflammatory or necrotic
diseases [21-23]. DBP both has a chemotactic function and
serves as a growth factor for vascular smooth muscle cells
[24]. DBP has been found in thrombotic plaques of coronary
arteries [25]. Patients with acute coronary syndromes have
a persistent elevation of plasma DBP over 6 months as
compared to healthy volunteers [38]. Plasma samples from
patients and healthy volunteers confirmed a significantly
higher concentration of DBP in atherosclerotic subjects [16].
On the contrary, other investigators found decreased levels
of DBP in the plasma of patients statistically correlated
with the number of affected coronary arteries [39]. Human
studies evaluating the relationship between 25(OH)D and
apoA-Iand HDL-cholesterol (HDL) mostly suggest a positive
link between increasing 25(OH)D levels and plasma apoA-I
and HDL, whereas high 25(OH)D levels provide enhanced
atheroprotection [40]. High plasma levels of HDL have
protective effects on atherosclerosis and CAD [41, 42]. HDL
biomarkers (HDL, ApoA-I) and low-density-lipoprotein
(LDL) cholesterol biomarkers (LDL, Apo B) were directly
associated with 25(OH)D; HDL-cholesterol biomarker levels
were positively associated with higher 25(OH)D levels, and
such relationship was stronger than those of LDL or free
cholesterol [42, 43]. 25(OH)D deficiency was associated
with increased apoB among children [44]. In middle-aged
and older men, the low serum 25(OH)D concentration was
associated with an increased risk of death mainly in those
with a lower magnesium intake [45].

Investigations in the Lithuanian population revealed that
the low serum apoB level and especially low apoB/apoA-I
may be longevity markers. Another longevity marker was
found to be dry cerumen. A significant increase in the
frequency of the d gene responsible for dry cerumen in
long-lived individuals was found as compared with the
control. The ratio apoB/apoA-1 was higher in the donors
with a humid ear wax (w gene) than in those with the
dry variant [1]. The PI"Z gene of the alpha-1-proteinase
inhibitor was significantly more frequent in patients with
coronary atherosclerosis than in long-lived survivors, and
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the local as well as systemic inactivation of the alpha-
l-proteinase inhibitor in the atherosclerotic process could
be related to hyperlipidemia: congenital (alpha-1-proteinase
inhibitor deficiency, hyperlipidemia) and acquired (related to
smoking, chronic inflammatory diseases, aging) imbalance
of the proteinase-antiproteinase system is considered to be
one of the atherogenic factors [3]. The B blood group can be
related to coronary atherosclerosis, while the 0 blood group
can possibly serve as a protective antiatherogenic factor in
women in the Lithuanian population. In the long-lived indi-
viduals, the frequency of the B group was significantly rarer
than in the healthy control [4]. The Lithuanian population
showed a very strong negative correlation of the apoE serum
level in the control group consisting of young to long-lived
individuals [2]. It has been demonstrated that apoE has a
major impact on longevity, and apoE may also play a role in
other pathological conditions including cancer, rheumatoid
arthritis, and macular degeneration [46, 47].

4.3. Carcinogenesis and DBP. Aging and cancer are tightly
associated phenomena. Accumulation of damage on DNA
and telomeres causes both aging and cancer; moreover, the
signaling pathways seem to converge on tumor suppressor
protein, p53, which seems to be regulated by vitamin D.
Also, telomerase reverse transcriptase might be molecular
mechanisms mediating the vitamin D action in aging and
cancer [26]. In elderly women, lower serum 25(OH)D con-
centrations appear to be an independent risk factor for
cancer-specific mortality [48]. A decrease in the serum
vitamin D level is one of the risk factors for the development
and progression of renal cell carcinoma, and 25(OH)D may
prevent carcinoma [49]. Men with higher blood serum DBP
concentrations were at a significantly decreased risk of kidney
cancer [50]. Men with higher 25(OH)D concentrations and
serum DBP below the median (the DBP heterozygote) were
associated with an elevated risk of pancreatic cancer [51].
Genotyping for rs7041 and rs4588 polymorphism showed
that subjects with the DBP phenotype Gclf-1f had 23-26%
reduced risk of cancer incident as compared with the Gcls-
Is and Gc2-2 phenotypes [52]. The Ge2 allele and Ge2-2
phenotype of the DBP are associated with a decreased post-
menopausal breast cancer risk independent of the vitamin
D status. It was hypothesized that women carrying the Gc2
allele(s) have a higher uptake of the DBP-25(OH)D complex
or a better transport to the target organs, and different DBP
glycosylation patterns in the Gc2 allele may explain the
observed reduced breast cancer risk [37]. Inverse associations
have also been shown between the serum 25(OH)D level and
breast cancer development, risk for breast cancer recurrence,
and mortality in women with early-stage breast cancer [53].
A prospective cohort study shows that the prostate cancer
risk has been increased when circulating 25(OH)D and DBP
concentrations are elevated [54]. It was noted that higher
serum DBP concentrations may sequester more 25(OH)D
and reduce free 25(OH)D bioavailability. A simultaneous
examination of DBP phenotypes DBP and 25(OH)D levels
may be important in determining the association of vitamin
D with cancer risk [51]. Furthermore, female life expectancies
exceed those of males by six or more years [31].

4.4. Osteoporosis, DBP, and Aging. Osteoporosis isa common
feature of the aging process, coexisting with atherosclerosis
and its risk group individuals. Many other factors, including
the treatment of cancer, result in secondary osteoporosis
[55]. The vast majority of efforts thus far have focused
on bone loss in patients with breast and prostate cancer
[56]. Furthermore, marked improvements in survival for
many cancers mean that strategies to limit bone loss and
reduce fracture risk must be incorporated into the care
plans for nearly all cancer patients. The high frequency of
prostate cancer-related metastatic bone disease has prompted
considering this pathway as a therapeutic target [57].

As a candidate gene for osteoporosis, the DBP was stud-
ied. Investigators found a highly significant difference in the
premenopausal bone fracture risk among women with Ge2-2
and a low risk of bone fractures, three times lower with Gc2-2
as compared with Gcl-1 [58]. The serum DBP is the precursor
for the DBP-MAF [59]. It was hypothesized that differences
between the DBP phenotypes concerning DBP-MAF might
be either qualitative or quantitative: the differences in amino
acid sequence among DBP types could theoretically resultin a
qualitative difference between Gcl-MAF and Gc2-MAFE. Gcl
is glycosylated with both galactose and sialic acid, whereas
Gc2 carries only the galactose residue [32]; this is of interest,
because the conversion of DBP into the DBP-MAF involves
removal of galactose and sialic acid residues from DBP by the
actions of f-galactosidase and sialidase enzymes associated
with the membranes of B- and T-lymphocytes, respectively
[60]. Additionally, the higher mean plasma level of DBP with
Gcl-1 compared with Ge2-2 results in a larger quantity of
substrate for DBP-MAF synthesis in subjects with Gcl-1 and
in that way perhaps in a higher basal level of DBP-MAE The
activated DBP in the form of DBP-MAF plays a role in bone
modeling/remodeling and thereby has an effect on the risk
of bone fractures. The DBP phenotype may be an important
predictor of premenopausal bone fracture in whites and
suggests that DBP plays an active pathophysiological role in
the activity of osteoclasts [58]. Others have demonstrated that
the genetic effect of the Gc gene on fracture risk appears only
in combination with other genetic and environmental risk
factors for bone metabolism [61].

5. Conclusion

The role of DBP polymorphism in atherogenic and cancero-
genic processes, in combination with other genetic determi-
nants and risk factors, as well as in the cohorts free of the other
genetic and risk factors, and vitamin D effects in longevity
mechanisms is an important aging research area.
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