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SANTRUMPOS

LSMU - Lietuvos sveikatos moksly universitetas

NI — Neuromoksly institutas

AGDD — amziné geltonosios démés degeneracija

DNR — deoksiribonukleininé riagstis

EDTA — etilendiamintetraacetatas

GWAS — (angl. Genome Wide Association Study) viso genomo sasajy studija
TL-PGR — tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

TPE — tinklainés pigmentinis epitelis

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas

AIK — (angl. Akaike information criterion) — Akaike informacijos kriterijus
GS — galimybiy santykis
HVD - (angl. Hardy- Weinberg equilibrium) HardZio-Veinbergo désnis



IVADAS

Amziné geltonosios déemés degeneracija (AGDD) — tai progresuojanti
neurodegeneraciné akiy liga, kuri pazeidzia tinklainéje esancig geltonosios démés sritj. Tai uz
centrinj matyma atsakinga dalis. Zmogui senstant geltonojoje déméje atsiranda patologiniy
poky¢iy. Lastelés pradeda keistis ir nykti. D¢l Sios priezasties suprastéja matomas vaizdas.
Palaipsniui, ligai progresuojant, jvyke pazeidimai gali paskatinti visiska regos praradima.
AGDD yra viena i§ pagrindiniy aklumo atsiradimo priezasciy iSsivysciusiose Salyse tarp
vyresnio amziaus zmoniy. Liga diagnozuojama 10 % zZmoniy, kurie yra vyresni nei 65 metai,
taip pat daugiau nei 25 % zmoniy, kuriems daugiau nei 75 metai. Globaliai dél didéjancio
populiacijos amziaus spéjama, kad 2040 metais AGDD serganciy zmoniy skai¢ius padidés iki
288 milijony. AGDD ligos etiologija ir patofiziologija yra nulemta daugybés veiksniy,
apimanciy platy metabolinj, aplinkos ir genetinj spektra. Taciau Sie mechanizmai néra
visiskai i$studijuoti, dél to néra sukurti optimaliis gydymo metodai (Wong et al. 2014). Vis
naujesni tyrimai ir jy rezultatai praplecia miisy suvokima apie $ig liga bei jos procesus.

Pastaruoju metu didelis démesys kreipiamas j genetika. Genetiniai tyrimai ir
konsultavimas yra efektyvus jrankis modernioje medicinoje. Siekiant netolimoje ateityje
tiksliai nuspéti AGDD ligos progresavima, jo greitj bei atsakus j tam tikrus gydymo metodus,
tobulinamos genetikos technologijos. Tai leidzia identifikuoti naujus su AGDD susijusiy
geny variantus ir vykdyti pla¢ig naujy geny kandidaty analize (Lambert et al. 2016).

SIRT1 geny $eima priklauso histony deacetilazéms (angl. HDAC). Histony
deacetilazés — tai svarbiis epigenetiniai reguliatoriai, kurie pasizymi histony ir nehistony
deacetilinimu. SIRT1 genas siejamas su metabolizmo, senéjimo, uzdegiminiais ir véZiniais
procesais, mazai kaloringa dieta, geny transkripcijos nutildymu (angl. transcriptional
silencing), chromosomy stabilumu, atsaku j stresa, Igsteliy diferenciacija, apoptoze, DNR
taisymu. Atlikti tyrimai pazymi SIRT1 sasaja tiek su akimis, tiek su pac¢ia AGDD (Zhou, Luo
and Zhang 2018, Longo and Kennedy 2006).

Sio darbo tikslas — nustatyti vieno nukleotido polimorfizmy (VNP) SIRT1 rs3818292
ir rs3758391 sgsajas su amzinés geltonosios démés pasireiSkimu.

UZdaviniai:

1. Nustatyti vieno nukleotido polimorfizmus SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 tiriamiesiems
ir jvertinti jy jtaka pradinés ir eksudacinés AGDD pasireiSkimui.

2. vertinti vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 jtakg pradinés ir
eksudacinés AGDD pasireiskimui pagal tiriamyjy lyti.



3. Ivertinti vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 jtakg pradinés ir

eksudacinés AGDD pasireiskimui pagal amziaus grupes.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Amziné geltonosios démés degeneracija

AGDD yra létiné progresuojanti akiy liga, kada pazeidziama centrinéje tinklainéje
esanti geltonoji démé (makula). Tai pati jautriausia tinklainés dalis, esanti akies uzpakalingje
dalyje (Al-Zamil and Yassin 2017, Taylor et al. 2016). Zmogaus makula sudaro milijonai
$viesai jautriy lasteliy. Sios lastelés uztikrina centrinj matyma (Provis et al. 2005). Tinklainé
pavercia Sviesg ] elektrinius signalus ir nusiuncia juos per optinj nervg j smegenis.
Smegenyse elektriniai signalai paverciami vaizdais, kuriuos mes regime. D¢l Sios priezasties
mes galime atlikti jvairius kasdienius darbus: skaityti, rasyti, atpazinti kity Zmoniy veidus ir
t. t. (Masland 2001). Mums senstant geltonojoje déméje jvyksta patologiniy pokyc¢iy. Uz
Sviesg atsakingos lgstelés pradeda keistis ir degraduoti, kaupiasi jy irimo produktai. D¢l to
pablogéja zmogaus centrinis matymas, jis pradeda matyti nelygias linijas, susiliejusius
vaizdus, nerealaus bei nepastovaus dydzio objektus. Taip pat iSryskeja pilkos arba juodos
déemeés. Regos skirtumai sergant ir nesergant AGDD pavaizduoti 1.1 paveiksle. Sios
tinklainés geltonosios démés funkcionavimo pazaidos sukelia AGDD liga (Hoon 2014, Boyer
et al. 2017). Tai viena i$ pagrindiniy aklumo atsiradimo priezas¢iy vakary Salyse.
Pazengusios AGDD paplitimo daznis populiacijoje yra 1,3 % (Wong et al. 2014).

ISskiriami jvairtis pradiniai AGDD patologiniai poky¢iai: driizy formavimasis
tinklaingje, tinklainés pigmentinio epitelio ir Brucho membranos pazeidimai, naujadariy
kraujagysliy atsiradimas (Crabb 2014, Cukras et al. 2010, Tikellis et al. 2007). Véliau $ios
iSraiSkos progresuoja j centrinés duobutés geografing atrofijg arba j gyslainés
neovaskulizacija (Finger et al. 2014, Joachim et al. 2013). Iki Siol $iai ligai néra pritaikyta
efektyviy gydymo metody (Taylor et al. 2016).

Sio darbo tikslas — nustatyti galimas vieno nukleotido polimorfizmy (VNP) SIRT1
rs3818292 ir rs3758391 sasajas su amzinés geltonosios démés pasireiSkimu Lietuvos
populiacijoje. Siekiant praplésti zinias apie AGDD ligos patogenezg, naudinga tirti vis

daugiau VNP ir jy jtakq Siai ligai.



1.1 pav. Regos skirtumai nesergant ir sergant AGDD:

A —normali rega, B— AGDD pazeista rega

(http://www.shinagawa.com.sg/en/services/age-related-macular-degeneration).

1.2.  Tinklainés poky¢iai, patogenezé

AGDD yra daugiaveiksné liga. D¢l Sios priezasties negalime i$skirti vieno pagrindinio
patologinio pokycio, kuris indikuoty Sios ligos pasireiskimg. Tac¢iau Zinoma, kad tiek
ankstyvosios, tiek vélyvosios ligos vystymesi yra svarbiis tinklainés pigmentinio epitelio
(TPE) ir Brucho membranos pazeidimai, kurie daro jtakg driizy atsiradimui (Al-Zamil and
Yassin 2017, Taylor et al. 2016, Cukras et al. 2010, Tikellis et al. 2007).

TPE yra nesidalijanti Igstelé, kuri pasizymi keliomis fotoreceptoriniy lasteliy
palaikymo funkcinémis reikSmémis. TPE lastelés ekspresuoja medziagas, kurias natiiraliai
suardo gyslainéje esantis choriokapiliarinis sluoksnis (Sparrow et al. 2010). Organizmui
senstant TPE ekspresuojamos medziagos nesuardomos, todél kaupiasi. D¢l Sios priezasties
pazeidziamas Brucho membranos laidumas (A0 et al. 2018). Tokiu btidu tinklainéje tarp TPE
ir Brucho membranos sluoksniy pradeda kauptis driizos. Tai gelsvos baltyminés sudéties ir
nelgstelinés kilmés polimorfiniy medziagy sankaupos (Hoon 2014, Boyer et al. 2017).

Zinoma, kad jas sudaro iki 129 skirtingy baltymy (Al-Zamil and Yassin 2017).
Geltonojoje déméje susiformavusios drizos yra pagrindinis AGDD pozymis (Crabb 2014,
Kijlstra and Berendschot 2015, Curcio 2018, Klein 2015). Véliau liga progresuoja, jvyksta
TPE atSoka (Gass et al. 2003). Dél to pradeda irti fotoreceptorinés Igstelés. Kiti patologiniai
poky¢iai stebimi Brucho membranoje. Sioje vietoje pradeda formuotis nereikalingos

gyslainés kraujagyslés. Jos yra plonos, todél i$ jy besisunkiantis skystis gali jas lengvai



praplésti. Dél Sios priezasties akyje atsiranda kraujosruvy (Agarwal et al. 2015, Wang and
Hartnett 2016).

Neéra isSstudijuota ligos pries tai i§vardyty pozymiy patofiziologija. ISskiriamos kelios
AGDD ligos formos: pradin¢ ir vélyvoji. Pradiné AGDD forma dar papildomai
klasifikuojama j prading lengvg ir prading vidutine. Vélyvoji AGDD yra klasifikuojama j du
pagrindinius tipus: sausajg (atrofing) ir Slapigjg (eksudacing) (Al-Zamil and Yassin 2017,
Taylor et al. 2016). Si ligos klasifikacija paremta ligos simptomy ir poZzymiy sunkumu.
Vertinami drizy skaicius ir dydis, hipo ar hiperpigmentiniai pakitimai ir gyslainés
neovaskulizacija (Pennington and DeAngelis 2016).

Siame darbe tiriamos dvi AGDD serganéiy zmoniy grupés: pradiné ir eksudaciné.
Pradiné AGDD yra dazniausiai pasireiSkianti forma. Ji diagnozuojama apie 90 % visy Sios
ligos atvejy. Jos metu susiformuoja geografiné atrofija ir pries tai paminéti TPE pazeidimai.
Suprastéja zmogaus centrinis matymas (Tikellis et al. 2007). Kita AGDD forma — slapioji
(eksudaciné), siejama su daug spartesniu ligos progresu, kuris veda prie apakimo. Ji
pasireiSkia reciau uz prading ligos forma (apie 10-20 %). Eksudacinés formos pozymiai yra
choriokapiliariniy kraujagysliy suaugimai i§ gyslainés ir tinklainés pigmentinio epitelio

atSokos (Agarwal et al. 2015, Wang and Hartnett 2016, Al-Zamil and Yassin 2017).

1.3. AGDD rizikos veiksniai

AGDD - daugiaveiksnés etiologijos liga. Néra nustatyto vieno pagrindinio rizikos
veiksnio, kodél ji pasireiskia. AGDD iSsivystymo rizikos spektras apima tiek aplinkos, tiek
genetinius veiksnius (Bora et al. 2015, Heesterbeek et al. 2020, Lambert et al. 2016).
Pagrindiniai AGDD rizikos veiksniai ir jy koreliacija su liga pateikti 1.1 lenteléje (Al-Zamil
and Yassin 2017).

Vis délto teigiama, kad pazengusial AGDD ligai pasireiksti didziausig jtaka turi
amzius. Taip yra dél to, jog ilgéja Zzmoniy gyvenimo trukmé. Neurodegeneracinés ligos tampa
rimta problema sveikam senéjimui (Guarente 2011). Naujausia metaanalizé (angl. meta-
analysis), pagrista keturiolikos populiacijy moksliniais darbais, parodé skirtingy AGDD
formy paplitimg tarp europieciy, priklausomai nuo amziaus. Pradiné AGDD pasireiskia 3,5 %
pacienty, kuriems yra 55-59 metai, ir 17,6 %, kuriems yra daugiau nei 85 metai. Vélyvosios
AGDD paplitimo dazniai padidéja nuo 0,1 % iki 9,8 % atitinkamai (Colijn et al. 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0161589014001825

Kitas reikSmingos jtakos turintis rizikos veiksnys — rikymas. Nustatyta, kad
rikantiems pacientams, kuriems daugiau nei 40 mety, yra 2—4 kartus didesné rizika
i$sivystyti AGDD negu tiems, kurie nertiko (Al-Zamil and Yassin 2017). Papildomai yra
atlikta daug nepriklausomy tyrimy, siejan¢iy AGDD ligos pasireiSkimg su padidéjusiu kraujo
spaudimu, aspirino vartojimo, saulés Sviesos jtaka, atlikta kataraktos operacija, moteriska
Iytimi (Klein et al. 2012, Khan and Gurunadh 2014, Saraf et al. 2015). Pazymétina, kad
moterys yra labiau linkusios sirgti AGDD nei vyrai (McGuinness et al. 2016).

1.3.1 lentele. AmZinés geltonosios démeés degeneracijos rizikos veiksniai (Al-Zamil
and Yassin 2017)
Rizikos faktoriai Sasaja su AGDD

AmzZius

Rikymas

Atlikta kataraktos operacija Labai stipri

Teigiama Seiminé anamneze

Genetiniai veiksniai

Kino masés indeksas

Sirdies ligy anamnezé Reguliuojama

Hipertenzija

Lytis

Etniné grupé Silpna

Diabetas

1.4.  AGDD genetiniai veiksniai

Per pastargjj deSimtmet]j pastebimas reikSmingas genetinis rySys su AGDD
patogeniniu mechanizmu. Vis daugiau démesio skiriama naujy genetiniy Zymeny paieskai ir
ju sasajai su AGDD (Fritsche et al. 2014). Pirmieji genetikos tyrimai sergant AGDD placiai
aprasyti dar 1990 metais. Jie paremti dvyniy tyrimais. Vykdyti darbai parod¢, kad
monozigotiniai dvyniai pasiZymi didesne tikimybe susirgti AGDD nei dizigotiniai dvyniai.
Taip pat teigiama, kad paciento Seiminé anamnezé daro didelg jtakg AGDD pasireiksti.
Palyginti su bendra populiacija, serganciy individy giminés yra linkusios nuo 3 iki 6 karty

dazniau susirgti AGDD (Klein et al. 1994, Meyers et al. 1995). Taigi, pirmieji atlikti



moksliniai darbai pateiké statistiSkai reikSmingy jrodymy, kad genetiniai veiksniai turi jtakos
AGDD ligai pasireiksti. Vélesni tyrimai identifikavo daugybinius lokusus, siejamus su
AGDD. Sie lokusai yra pabire per visa zmogaus genoma. Siekiant nustatyti kuo daugiau
geny, buvo tobulinamos genotipavimo technologijos. Siuo metu vykdomi visuotinio genomo
tyrimai — GWAS (angl. genome-wide association study), tai yra galinga laboratoriné
technologija, kuri leidzia tirti daug susijusiy genetiniy varianty skirtingiems individams.
Tiriant dideles pacienty populiacijas ir naudojant GWAS jrodyta, kad kompleksinése ligose,
tokiose kaip AGDD, veikia daugiau nei vienas jautrus lokusas. Si technologija, paremta
stipriomis statistinémis metodologijomis, leido identifikuoti tikslius genetinius intervalus,
esan¢ius chromosomose ir suteikian¢ius daugiau informacijos apie molekulinés genetikos
aspektus sergant AGDD (Yan et al. 2018). Didziausias su AGDD siejamas genetinio
proverzio tyrimas atliktas 2005 metais. Jis iSrySkino AGDD ligos s3sajas su komplemento
sistema. Komplemento kelias yra pradiné fermentiné eskada, susidedanti i$ jvairiy baltymy,
svarbiy sustiprinti jgimta bei jgyta imuniteta ir veikti kaip imuniniy atsaky mediatoriai
(Edwards et al. 2005). Pries tai minéta, kad pagrindiniu AGDD pozymiu laikomos drizos,
sudarytos i§ baltymy (Crabb 2014, Kijlstra and Berendschot 2015, Curcio 2018). Sis faktas
paskatino tirti komplemento sistema. Nustatyta, kad AGDD siejama su keliais komplemento
faktoriaus H CFH geno variantais. Siuo metu CFH yra daugiausia istirtas genas. Jis yra
glikoproteino serumas, daugiausia produkuojamas kepenyse. Jis slopina alternatyviy
komplemento keliy aktyvacija. Dideli komplemento faktoriaus H kiekiai buvo nustatyti TPE
su susiformavusiomis driizomis. Dél Sios priezasties jis siejamas su padidéjusia rizika AGDD
ligai pasireiksti (Edwards et al. 2005, Chou et al. 2016). Kiti tyrimai atskleidé AGDD ligos
sgsajas su ARMS2 (angl. age-related maculopathy susceptibility 2) ir CFB/C2 genais,
esanciais atitinkamai 10q26 ir 6p21.3 (Chakravarthy at al. 2013, Sun et al. 2012). Dar vieni
genetiniai variantai stipriai susij¢ su AGDD yra LIPC geno, dalyvaujancio didelio tankio
lipoproteiny cholesterolio metabolizme, polimorfizmas, toll-like 3 receptoriuose TLR3 jvykes
vieno nukleotido polimorfizmas VNP rs3775291 ir metalloproteinazés 3 audiniy inhibitoriai
TIMP3 (angl. the tissue inhibitor of metalloproteinase 3) (Reynolds et al. 2010, Ma et al.
2016, Ardeljan et al. 2013). Kiti genai, jtraukti j komplemento kaskada, taip pat tyriné¢jami.
Siuo metu identifikuoti 34 genetiniai lokusai, jskaitant 52 geny variantus, kurie susije su
AGDD. Atlikus viso genomo tyrimg, nustatyti keli geny varianty rinkiniai, esantys
skirtingose chromosomose, jskaitant 1, 6 ir 10 chromosomas. Sie genai reguliuoja
ekstralastelinj matriksa, dalyvauja lipidy apykaitoje ir komplemento sistemoje (Fritsche et al.
2016).
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I$analizavus moksline literatiirg, nebuvo rasta jokiy tyrimy, susijusiy su SIRT1 geno
rs3818292 ir rs3758391 polimorfizmy jtaka sirgti AGDD. Zinoma, kad rs3818292 yra SIRT1
introno variante. Tai reiskia, kad Sis polimorfizmas gali keisti geno splaisingo procesus, dél
to turéti jtakos geny ekspresijos raiskai (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs3818292). Kitas
SIRT1 polimorfizmas rs3758391 yra promotoriuje. Polimorfizmai, kuriy randama Sioje geny
srityje, yra atsakingi uz geny raiSkos reguliavimg. Tai yra — jg slopinti arba aktyvinti
(https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs3758391).

1.5.  SIRT baltymy Seima

Sirtuinai (SIRT) priklauso histony deacetilazéms (angl. HDAC). Histony deacetilazés
— svarbiis epigenetiniai reguliatoriai, kurie pasizymi histony ir nehistony deacetilinimu. Sie
baltymai yra evoliuciskai konservatyviis: identifikuojami nuo bakterijy iki Zzmogaus.

Zmoniy deacetilazés, pagal priklausomybe nuo tam tikry kofaktoriy, skirstomos j
keturias klases. SIRT priklauso 111 klasei. Tai konservatyvi, nuo nikotinamido adenino
dinukleotido (NAD") priklausoma Sir2 deacetilaziy Seima. NAD" kofaktorius reikalingas Siy
baltymy fermentiniam aktyvumui. Priklausomybé nuo NAD™ parodo, kad SIRT aktyviai
dalyvauja sen¢jimo procesy metabolizme. Tai jie daro jvairiais buidais: slopina nuo amziaus
priklausomus telomery trumpe¢jimo procesus, palaiko genomo vientisuma ir aktyvina DNR
pataisos mechanizmus. Papildomai SIRT dalyvauja molekuliniuose gyvenimo trukmeés
reguliaciniuose keliuose, jskaitant insulino/IGF-1 signliniame kelyje, AMP aktyvuotg
baltymy kinaze ir FOXO (angl. forkhead box protein O) baltymus (Lee et al. 2019).

Pirmi $iy deacetilaziy tyrimai buvo atlikti su mielémis. Nustatyta, kad Sir2, kitaip
zinomas kaip tylusis informacijos reguliatorius (angl. silent information regulator), prailgina
gyvenimo trukme Saccharomyces cerevisiae mieliy rasyje. Nuo to laiko pradéti tirti kiti Sir2
homologai. Siandien yra Zinomi septyni Zinduoliy sirtuiny nariai — SIRT1-7. I§ visy
homology sirutinas 1 (SIRT1) yra daugiausia istirta zmogaus izoforma (Gray and Ekstrom
2001).

1.6. SIRT1

Zmogaus SIRT1 baltymas susideda i§ 747 aminoriigi¢iy (Autiero et al. 2008).

Teigiama, kad Sis baltymas yra didziausias i§ visy homology. SIRT1 pasizymi lankscia
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nepastovia struktiira ir prailgintomis N- ir C- terminalinémis sekomis. Sios savybés suteikia
daugiau viety vykti jvairiai moduliacijai. Tokioms kaip: transkriptinés ir potranskriptinés
modifikacijos, aktyvios sarySos su baltymais ir ligandais (Davenport et al. 2014).

SIRT1 atsakingas uZ jvairius fiziologinius ir patologinius organizmo procesus. Sis
baltymas kontroliuoja daugelj transkripcijos faktoriy ir kofaktoriy, kurie daro jtaka geny
ekspresijai (Huhtiniemi et al. 2006). Taip pat sumazina oksidacinio streso ir su juo susijusios
zalos poveikij. SIRT1 papildomai siejamas su metabolizmo, sené¢jimo, uzdegiminiais ir
véziniais procesais, mazai kaloringa dieta, geny transkripcijos nutildymu (angl.
transcriptional silencing), chromosomy stabilumu, atsaku j stresa, lgsteliy diferenciacija,
apoptoze, DNR pazaidy taisymu (Zhou et al. 2018, Longo, V. D., Kennedy, B. K. 2006).

1.7.  SIRTL ir akiy ligos

Naujausi moksliniai darbai parodé svarby SIRT1 vaidmen; tinklainés ir akies
struktiiry senéjime (Balaiya et al. 2017). Zinoma, kad visi sirutinai, i§skyrus SIRT5,
aptinkami tinklainéje (Sidorova-Darmos et al. 2014). Sis faktas paskatino gilintis j SIRT1 ir
akiy ligy patogenezés sasajas. Vienas tokiy — geno pasalinimo (angl. gene knockout) analizés,
panaudojant modelinius organizmus. 2003 metais atlikti tyrimai parodé, kad pelés, turin¢ios
nulinj SIRT1 alelj (kitaip zinoma kaip SIRT2a), pasizyméjo specifinémis patologijomis. Sie
modeliniai gyviinai i$siskyré jiems nebiidingu mazu kiino sudéjimu. Taip pat buvo
matuojamas auks$tas mirtingumo daZznis i$ karto po gimimo. Véliau kryZminant Siuos
mutantus pastebéta, kad palikuoniai iSgyvena iki suaugusio amziaus, taciau yra steriliis. Be
to, visi SIRT1 nuliniai palikuoniai i$siskyré bendru bruozu. Tai — akies voky neatsivérimas.
Pelés negaléjo atmerkti vienos ar abiejy akiy. Si patologija siejama su ragenos, akies lesiuko
ir tinklainés anomalijomis. Taip pat $ie mutantai pasizymi mazesnémis akimis su nenormaliai
uzsidariusiu voko plysiu (angl. optic fissur). Be to, pastebimi labai suplonéje¢ tinklainés
lasteliy sluoksniai, kaip ir netvarkingi vidiniai ir iSoriniai branduolio sluoksniai. Papildomai
yra sunku identifikuoti vidinius ir iSorinius fotoreceptoriniy lasteliy segmentus. Sie akiy
defektai pasireiskia ankstyvose embriono stadijose. Tai reiskia, kad SIRT1 atlieka svarby
vaidmenj akies morfogenezéje ir tinklainés vystymesi (SMcBurney et al. 2003, Kamel et al.
2006, Cheng et al. 2003).

SIRT1 randamas tiek peliy, tiek zmoniy akies ragenoje, akies leSiuke, krumplyne

(angl. ciliary body), tinklainés pigmentiniame epitelyje, neuroretininiame sluoksnyje ir
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zmogaus akies jungingje. SIRT1 yra lokalizuotas akies lgsteliy branduoliuose, jskaitant
ragenos epitelines Igsteles, krumplyno ir epitelinése lastelése, IgSiuko epitelinése ir
skaidulinése Igstelése, tinklainés pigmentinio epitelio lgstelése ir melanocituose. Jis yra
iSorinio ir vidinio branduolio sluoksnio bei ganglinio sluoksnio Igsteliy branduoliuose.
Pabréztina, kad SIRT1 néra $iy lgsteliy citoplazmoje. Jaliffa ir bendraautoriai nustaté, kad
SIRT1 galima rasti ragenos epiteliniy Igsteliy ir gyslainés kraujagysliniy endoteliniy lgsteliy
citoplazmoje. Nustatyta, kad SIRT1 daugiausia buvo ekspresuojamas ganglinio sluoksnio,
vidinio ir iSorinio pleksiforminio sluoksnio bei vidiniy fotoreceptoriniy segmenty
citoplazmoje. Papildomai buvo nustatyta, kad SIRT1 yra ekspresuojamas tik peliy tinklainés
uzuomazginiy Iasteliy (RPC) citoplazmoje (Jaliffa et al. 2009). Zmoguje SIRT1 kiekiai yra
aptinkami ir citoplazmoje, ir branduoliuose. Sie turimi duomenys apie SIRT1 baltymo kiekio
pasiskirstyma skirtingy rasiy nevienoduose lasteliy tipuose parodo, kad SIRT1 ekspresija gali
varijuoti vykstant jvairiems tinklainés vystymosi etapams ir lasteliy diferenciacijai. Skirtinga
SIRT]1 lokalizacija iSkelia prielaida, kad padidéjusi Sio baltymo raiSka gali turéti apsauginj
poveikj pries oksidacinio streso sukeliamus akiy pazeidimus. Tokius kaip: katarakta, regos

nervo neuritas, glaukoma, AGDD (Alves et al. 2012, Maloney et al. 2012).

1.8.  SIRT1 sasaja su AGDD

SIRT1 baltymg koduojamas genas yra 10g21.3 chromosomoje. Sis genas dél savo
biologiniy funkcijy dar vadinamas ilgaamziskumo genu. Atliktas tyrimas parodé¢, kad tam
tikri SIRT1 geno polimorfizmai siejami su AGDD pasireiskimu. ReikSmingiausias iki Siol Sia
tema atliktas tyrimas studijavo Kinijos Han individy populiacija. Kilic ir Kiti nustaté, kad
SIRT1 geno promotoriaus regiono rs12778366 polimorfizmas yra statistiskai reikSmingai
susijes su AGDD recesyviniu ir kodominantiniu genetiniais modeliais (Kilic et al. 2015).
Sasajos tarp SIRT1 ir AGDD yra nustatomos dél keliy priezasciy.

Zinoma, kad SIRT1 baltymas siejamas su tinklainés pigmentinio epitelio (TPE)
lasteliy disfunkcija. SIRT1 ir transkripcijos faktoriaus Oct-4 padidéjusi ekspresija senosiose
TPE lastelése skatina Igsteliy diferenciacija j tinklainés lasteles — pradininkes. Jis sukelia Siy
lasteliy fermentinj antioksidacinj biologinj aktyvuma. Atliktos studijos parodé, kad tiek
jaunose, tiek senose TPE lastelése pastebima padidéjusi transkripcijos faktoriaus p53
ekspresija. SIRT1 inhibitorius sirtinolis padidina p53 acetilinimg ir fosforilinima, taciau

pasizymi tik nedideliu poveikiu p53 ekspresijai ir padidéjusiai kaspazés-3 (angl. caspase-3)
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aktyvacijai. Sie veiksniai prisideda prie TPE lasteliy apoptozés procesy (Peng et al. 2011,
Bhattacharya et al. 2012).

SIRT1 funkciné reguliacija yra susijusi su oksidaciniu stresu. Organizmui senstant
homeostazés sistemoje jvyksta klaidy. DidZiausig poveikj turi mitochondrinés pazaidos. Jos
padidina nevisiskai redukuoty deguonies formy gamybg. Dél to vystosi oksidacinis stresas,
kuris paspartina AGDD ligos progresg. SIRT1 deacetilina nehistoninius baltymus. Tokiu
biidu apsaugo TPE Iasteles nuo oksidacinio streso ir senéjimo. Si teorija buvo patikrinta
pasalinant arba prislopinant SIRT1 veikimg. Pastebéta, kad SIRT1 iSstiimimas (angl.
knockdown) arba SIRT1 baltymo inhibitoriy panaudojimas (jskaitant nikotinamida ir sirtinolj)
sukelia H2O; toksiskuma. D¢l Sios priezasties TPE lastelés tampa labai jautrios oksidaciniam
stresui (Salminen et al. 2013).

Be to, SIRT1 mRNR, kaip ir visy kity sirtuiny, ekspresija tinklain¢je parodo
reik§mingus kasdienius pakitimus esant tamsos ir $viesos fazei. Buvo nustatytas visy sirtuiny,
iSskyrus SIRT6, mRNR kiekiy pakilimas tamsos fazéje. Kaip jau minéta, visi sirutinai,
i¥skyrus SIRTS, yra ekspresuojami tinklaingje (Ban et al. 2013). Zmogaus tinklainé yra
fotoreceptinis audinys, kurio energijos sunaudojimas kei¢iasi priklausomai nuo $viesos ir
tamsos faziy (t. y. Sviesos buvimo). Tinklainés Igstelés sueikvoja daugiau energijos esant
tamsos faze¢je. Tai vyksta, nes Sios 1gstelés Sios fazés metu suvartoja daugiau deguonies ir
pagamina daugiau pieno riigsties (Morgan et al. 1996). Taigi, tinklainés sirtuiny ekspresija
yra nepastovi. Tai iSryskina tinklainéje esanéiy sirtuiny reguliacinius mechanizmus. Zinant,
kad tinklainés lastelés suvartoja daugiau energijos tamsoje, SIRT1 baltymo reguliacija
siejama su atsaku  Sviesos stimuliacija ir metaboline disfunkcija nuo amziaus priklausanciose
ligose (jskaitant AGDD) (Luo et al. 2017).

SIRT1 dalyvauja angiogenezeje. Gyslainés neovaskulizacijos (GNV) formavimasis
yra tipiSkas eksudacinés AGDD formos bruozas. Sgsaja tarp SIRT1 ir angiogenezés proceso
pirmiausia buvo pastebéta in vitro darbuose tiriant zebrines danijas (angl. zebrafish) ir peles.
Sis tyrimas parodé didesnius SIRT1 baltymo kiekius peliy kraujagyslése per angionezés
procesa. Nustatyta, kad Siame procese SIRT1 kontroliuoja endoteliniy Igsteliy angiogeninj
aktyvuma. Pasalinus SIRT1 baltymo funkcinj aktyvuma, pastebétas Zmogaus endoteliniy
lasteliy angiogenezés ir besipleciancios morfogenezes procesy blokavimas. Taip pat ir geny,
atsakingy uz kraujagysliy augimg ir pertvarkyma, reguliacija. SIRT1 baltymo ekspresijos
sutrikdymas tiek zuvy, tiek peliy organizmuose turéjo jtakos pazeisty kraujagysliy augimui ir
ischemijos indukuotoje neovaskulizacijoje (Potente et al. 2007). Manoma, kad

neovaskulizacijos grandinés blokavimas slopina AGDD i$sivystyma (Ferrara et al. 2006).
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2. TYRIMO METODIKA

2.1.  Tyrimo planavimas

Magistro baigiamojo darbo tyrimai atlikti LSMU Neuromoksly instituto
oftalmologijos laboratorijoje.

Pirmasis magistro baigiamojo darbo tyrimo etapas — problemos aktualumo analiz¢ ir
reikalingos informacijos rinkimas. Buvo studijuojami ankstesni jvairiy autoriy tyrimai apie
AGDD, jos patogenezg. Taip pat buvo analizuojama jau tirty genetiniy faktoriy svarba ligai
pasireiksti. Atlikus iSsamig paieskg duomeny bazése, nebuvo rasta jokios informacijos apie
AGDD sagsajas su SIRT1 rs3758391 ir rs3818292 geno polimorfizmais. D¢l §ios priezasties
buvo nuspresta pasirinkti Siuos polimorfizmus ir nustatyti jy reikSm¢ AGDD pasireiksti.

Antrasis magistro baigiamojo darbo tyrimo etapas — laboratoriniy techniniy galimybiy
jvertinimas, reikalingy reagenty uzsakymas. Turint galiojantj bioetikos leidima,
suorganizavus darbo eigg ir gavus reikalingy reagenty, buvo pradéti vykdyti magistro

baigiamojo darbo tyrimai (1 priedas).

2.2.  Tyrimo objektas

Vykdant magistro baigiamojo darbo tyrimus, buvo tiriami SIRT1 rs3758391 ir
rs3818292 geno polimorfizmai pacientams, sergantiems AGDD, ir kontrolinei grupei,

sudarytai 1§ oftalmologiskai sveiky asmeny.

2.3. Tiriamyjuy atranka

Visi tiriami asmenys, dalyvave moksliniame tyrime, pasirasé¢ informuoto asmens
sutikimo forma (2 priedas). Tyrimo eigoje suformuotos dvi tiriamyjy grupés.
| grupé: pacientai, sergantys amzine geltonosios démés degeneracija AGDD (n=746), kuriy
amzius buvo nuo 58 iki 94 mety. Grupe sudaré 499 (66,9 proc.) moterys ir 247 (33,1 proc.)
vyrai.
Il grupé: oftalmologiskai sveiki asmenys (n=323), kuriy amzius buvo nuo 42 iki 95 mety.

Grupe sudaré 194 (61,1 proc.) moterys ir 129 (39,9 proc.) vyrai.
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2.4.  Tyrimo metodai

2.4.1. Deoksiribonukleininés riigsties iSskyrimas

Deoksiribonukleininei riigs¢iai (DNR) i8skirti kraujas buvo surinktas j vakuuminius
meégintuvélius su antikoaguliantu EDTA. Sis antikoaguliantas naudojamas norint apsaugoti
meéginj nuo mikrokreSuliy susidarymo. Siekiant gauti gerus tyrimo rezultatus, DNR buvo
i§skirta i3 periferinio kraujo baltyjy kraujo lasteliy — leukocity. Zinoma, kad apie 250 pg
DNR isskirti reikalinga 3 ml kraujo. Sis DNR kiekis yra optimalus atliekant daugelj tyrimy,
tarp jy — ir TL-PGR.

Pirmuosiuose DNR i8skyrimo etapuose labai svarbu inaktyvinti nukleazes. Tai
fermentai, ardantys DNR arba RNR. Jy inaktyvacija vykdoma naudojant skirtingus buferius,
siekiant apsaugoti DNR nuo suardymo.

Pazymétina, kad visi DNR i$skyrimo etapai buity vykdomi Zemoje temperatairoje, apie

0 °C. I8skirta DNR rekomenduojama laikyti —70 °C temperatiiroje, prie$ naudojimg atSildyti.

DNR skyrimas i$ periferinio veninio kraujo leukocity drusky nusodinimo metodu (angl.
DNA salting-out)

Drusky nusodinimo metodas yra paremtas lasteliy surinkimu centrifuguojant, jy
suspendavimu buferiniame tirpale, I3steliy membrany suardymu detergentais, baltymy

hidrolize proteinaze K, deproteinizacija chloroformu ir DNR i$sodinimu etanoliu.

Naudoti reagentai:

155 mM amonio chloridas (NH4CI) ,,Roti stoch* (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)
10 mM Kkalio bikarbonatas (KHCO3) (Sigma-ALORICH Chemie GmbH, Vokietija)
1 mM ir 2 mM etilendiamino tetraacetatas (EDTA) (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)
10 mM tris — vandenilio chloridas (Tris HCI) (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)
400 mM natriochloridas (NaCl) (Merck KGaA, Vokietija)

SDS — natrio laurilsulfatas (AppliChem, Vokietija)

Chloroformas stabilizuotas su 155 ppm anilenu (Scharlau Chemie S.A., Ispanija)
Proteinazé K (Thermo Fisher Scientific, Lietuva)

96 ° ir 70 ° etilo alkoholis (AB ,,Stumbras®, Lietuva)

10. NaCl (Merck KGaA, Vokietija)

© 0o N o g bk~ w DdE

11. TE buferis ,,Roti Stoch® (Carl Roth GmbH + Co, Vokietija)

16



Reikalingos techninés priemonés:

© © N o gk~ wDdh -

Automatinés pipetés ,,Eppendorf Research™ 1 — 1000 pl (Eppendorf AG, Vokietija)
Antgaliai 1 — 1000 pl

Centrifuga ,,Fisher Accuspin Micro 17R* (Thermofisher Scientific, Vokietija)
Mikrocentrifuga ,,Eppendorf Centrifuge* (Eppendorf AG, Vokietija)

Plastikiniai 50 ml talpos centrifuginiai meégintuvéliai

Ependorf tipo 2 ml talpos mégintuvéliai (Eppendorf AG, Vokietija)
Termomaisyklé ,,Thermo-Shaker TS-100 (Biosan, Latvija)

Magnetiné maisyklé ,,BioSan Bio Magnetic Stirrer MMS-3000“ (Biosan, Latvija)
Elektroninés svarstyklés ,,KERN 440 — 35N*“ (KERN, Vokietija)

10. PH metras ,Mettler Toledo Five Easy FE 20* (Mettler Toledo, Sveicarija)
11. Traukos spinta ,,Airstream Class II biohazard Safety Cabinet (ESCO, Singapiras)

Lizés I buferio paruoSimas:

1.

Reagentai, reikalingi lizés | tirpalui gaminti: 155 mM amonio chloridas (NH4CI), 10 mM
kalio bikarbonatas (KHCO3) ir 1 mM etilendiamino tetraacetatas (EDTA). Vienam litrui
tirpalo reikia: 8,29 g amonio chlorido (NH4CI), 1 g kalio bikarbonato (KHCO3), 292,20
mg etilendiamino tetraacetato (EDTA).

Visi reagentai pasverti ir supilti j 1 | talpos kolba. Uzpilti distiliuotu H20 iki 1 litro
zymos kolboje.

Tirpalas maiSytas magnetine maiSykle, kol visiskai istirpo visi reagentai.

PH metru ismatuotas buferio pH. Naudojantis NaOH / HCI tirpalais pasiekiama reikiama
buferio pH 7,4.

Tirpalas atSaldomas iki 4 °C temperatiiroje. Laikomas Saldytuve.

Lizés IT buferio paruoSimas:

1.

Reagentai, reikalingi lizés 11 tirpalui paruosti: 10 mM tris — vandenilio chloridas (Tris
HCI), 400 mM natriochloridas (NaCl), 2 mM etilendiamino tetraacetatas (EDTA).
Vienam litrui tirpalo reikia: 1,576 g tris — vandenilio chlorido (Tris HCI), 23,37 ¢
natriochlorido (NaCl), 584,40 mg etilendiamino tetraacetato (EDTA).

Visi reagentai pasverti ir supilti j 1 litro talpos kolba. Uzpilti distiliuotu H20 iki 1 litro

zymos kolboje.
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Tirpalas maiSytas magnetine maiSykle, kol visiSkai i$tirpo Visi regentai.
PH metru iSmatuotas buferio pH. Naudojantis NaOH / HCI tirpalais pasiekiama reikiama
buferio pH 8,2.

Tirpalas laikytas kambario temperataroje.

10 % natrio duodecilsulfato (SDS) tirpalo paruoSimas:

1.

Norint paruosti 500 ml 10 % natrio duodecilsulfato (SDS) tirpalo, reikéjo 50 g natrio
duodecilsulfato (SDS) milteliy, kurie suberti j graduota inda, i kurj iki 500 ml Zymos
buvo pripilta distiliuoto H20.

Tirpalas maiSytas magnetine maisykle, kol nuosédos visiskai istirpo, ir laikomas

kambario temperataroje.

6 M NaCl tirpalo paruoSimas:

1.

Norint paruosti 500 ml 6 M natrio clorido (NaCl) tirpala, reikia 175,38 g natrio chlorido
(NaCl) milteliy, kurie buvo suberti j graduota inda, j kurj iki 500 ml Zymos buvo pripilta
distiliuoto H20.

Tirpalas buvo maisytas magnetine maisykle, ta¢iau nuosédos visiskai neistirpo, nes

tirpalas yra persotintas. Tirpalas buvo laikomas kambario temperatiiroje.

Metodo eiga:

1.

4.

AtSildytas kraujas i§ vakuuminiy mégintuvéliy su EDTA perpilti j 50 ml centrifuginius
meégintuvelius.

Vykdoma eritrocity hemolizé uzpylus 20-25 ml $alto lizés | buferio. Laikoma 30 min.
Saldytuve, paskui centrifuguojama 15 min. 2 500-3 000 aps. 4 °C.

Supernatantas nupilamas iki nuosédy (nusédusiy ant mégintuvélio dugno leukocity).
Daromi 3—4 tokie patys plovimai.

Ant leukocity uzpilama 6 ml lizés 11 buferio, 400 pl 10 proc. SDS (SDS — Natrio dodecil
sulfatas) ir 30 ul proteinazés K ir iSmaiSoma. Inkubuojama per naktj (apie 16 valandy)
37 °C temperaturoje, paskui 1 valanda 55 °C temperatiiroje. Lizés Il buferis suardo
Iasteliy sieneles, SDS veikia kaip detergentas, suardantis lasteliy ir branduoliy lipidines

membranas, o proteinazé K hidrolizuoja baltymus.
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10.

11.

12.

13.

Po inkubacijos pridedama 2 ml NaCl (6 M) ir iSmaiSoma. Tuo metu denatiGruojami
baltymai, tirpinami like lipidai, cholesterolis.

Traukos spintoje jpilama chloroforomo ir uzdengus i$maiSoma.

Centrifuguojama 20 min. 3 200 aps. 16 °C. Susidaro dvifazis tirpalas: apatiné organizé
fazé — tai like baltymai, o virSutiné — vandeniné fazé, kurioje yra DNR ir drusky. Fazes
skiria denatiruoty baltymy plévelé.

Pipete su steriliu antgaliu nusiurbiamas supernatantas j naujus megintuvelius.

DNR precipitacija, arba i$sodinimas, vyksta paveikus saltu 96 ° etanoliu ar izopropanoliu
(izopropilo alkoholiu), jo pilame santykiu 1:1. Kadangi DNR netirpsta alkoholyje, ji
iSkrenta j nuosédas — pavarc¢ius megintuvélj susidaro DNR ,silai.

Su steriliu antgaliu DNR sitlai nusiurbiami j ependorfinius mégintuveélius su 70 °©
etanoliu ir centrifuguojami 1-2 min. 14 680 aps.

Atsargiai nupilamas etanolis, paliekama tik DNR. Mégintuvéliai dedami j termomaisykle

-----

Ipilama 500 ul TE buferio ir paliekama kambario temperatiroje arba dedama j vandens
voneles, kad istirpty DNR (ilgiau tirpsta, jei yra likusiy baltymy priemaisy, kurias reikia
1$valyti).

Kitg dieng spektrofotometru iSmatuojamos DNR koncentracijos ir mégintuvéliai su DNR

neribotam laikui dedami j —20 °C temperatiira.

2.4.2. DNR koncentracijos matavimas spektrofotometru

Pries atliekant tikro laiko polimerazeés grandining reakcija (TL-PGR), biitina iSmatuoti

isskirtos DNR koncentracija. Sis procesas atlickamas su ,,Agilent Technologies, Cary 60 UV

— Vis* spektrofotometru. DNR, RNR, oligonukleotidy ir mononukleotidy kiekis nustatomas

vandeniniuose tirpaluose. Vietoj gryno vandens daznai naudojami buferiniai tirpalai.

Matuojant tirpalo absorbcija (optin;j tankj) tam tikrame ultravioletiniy (UV) bangy ilgyje,

kartu su DNR koncentracija buvo nustatomas ir DNR $varumas. Tai — likusiy baltymy kiekis.

Nukleino rigstys (DNR ir RNR) absorbuoja 260 nm ilgio UV $viesos bangas. Baltymai — 280

nm ilgio UV §viesos bangas. Santykis tarp DNR absorbcijos ir baltymy absorbcijos (260/280)

turéty bati apie 1,8. Nukrypimai nuo $iy rodykliy gali paveikti tolimesniy tyrimy rezultatus.
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Dél sios priezasties reikalinga kuo grynesné DNR. Po $io etapo paruoSiami darbinés

koncentracijos méginiai (20 pg/ml) tolimesniam darbui.

2.4.3. VNP nustatymas tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos metodu

SIRT1 rs3758391 ir rs3818292 geno polimorfizmy tyrimai buvo atlikti TL-PGR

metodu.

PGR etapai

PGR sudaro trys cikliskai pasikartojantys etapai:

| etapas — 94-95 °C temperatiiroje vykdoma DNR denatiiracija. Sioje temperatiiroje nutriiksta
vandenilinés jungtys tarp azotiniy baziy ir DNR grandinés atsiskiria viena nuo kitos. Sis
etapas vykdomas 15 sek.

|| etapas — 40-60 °C temperatiiroje vykdoma pradmeny hibridizacija. Sio etapo metu
pradmenys vandenilinémis jungtimis jungiasi prie jiems komplementariy dauginamos DNR
atkarpy. Sis etapas vykdomas 1 min.

11 etapas — 72 °C temperatiiroje vykdoma elongacija. Sig reakcija katalizuoja fermentas Taq
polimerazé. Ji sintetina komplementaria tiriamyjy DNR granding. Sj procesa Taq polimerazé
atlieka prijungdama PGR miSinyje esan¢ius mononukleotidus.

Cikliskas $iy etapy kartojimas lemia eksponentiSka DNR kiekio did¢jima.

PGR principas

1069 tiriamyjy méginiai buvo genotipuoti TL-PGR gausintuvu ,,StepOne Plus®
(-»Applied Biosystems®).

Genotipuoti skirti pradmenys ir molekuliniai Zzymenys buvo sukurti kompanijos
,»Applied Biosystems®. PGR misinio sudétis pateikiama 2.4.3.1 lenteléje. Kiekvienai reakcijai
buvo naudojama 1 ul genominés tiriamyjy DNR ir 9 pul PGR reakcijos misinio. PGR

reakcijos salygos pateikiamos 2.4.3.2 lenteléje.
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2.4.3.1. lentelé. TL - PGR misinio sudétis
Reagentai lpvz,ul 96 pvz, ul
TagMan Universal Master Mix I
(»Applied Biosystems“ By Thermo 5yl 480 pl
Fisher scientific, Lietuva)
Genotyping Assays (Applied

Biosystems“ By Thermo Fisher

S 0,5 ul 48 pl
scientific, Pleasanton, CA, JAV)
(pradmenys su Zymenimis)
Sterilus H20 (,,Thermo Fisher

) 3,5 ul 350 pl

Scientific*, Lietuva)
IS viso (PGR miSinio) 9 ul
DNR 1l
IS viso 10 ul

2.4.3.2. lentelé. Optimalios TL-PGR programos genotipavimo sqlygos naudojamos SIRT1
rs3758391 ir rs3818292 polimorfizmams nustatyti

Polimorfizmas = Genotipavimo rinkinys PGR salygu protokolai

45 ciklai:
SIRT1 ,yApplied Biosystem* )
95°C 10 min. 92 °C 15 sek.
rs3758391 patentas.
60 °C 60 sek.
95°C 10 min. 45 ciklai:
SIRT1 ,Applied Biosystem*
92 °C 15 sek.
rs3818292 patentas.
60 °C 60 sek.

PGR metodas

1. Paruosiamas PGR misinys 96 méginiams.

2. PGR misinys iSpilstomas po 9 pl i visus 96 plokstelés sulinélius.

3. 195 sulinélius jpilama po 1 pl tiriamyjy DNR. Paskutiniame Sulinélyje jpilamas sterilus
vanduo. Tai — neigiama kontrolé.

4. Plokstelé uzklijuojama specialia optine plévele ir centrifuguojama.
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5. Nustatoma programa polimorfizmui nustatyti. Naudota ,,Genotipavimo* programa (angl.
Genotyping).

6. Gauti genotipavimo rezultatai, kaip pavyzdys pateikiamas 2.4.3.1 paveikslas. Pagal
skirtingy detektoriy fluorescensijos intensyvumo santykj programa nustato individy
genotipus. X asyje VIC fluorescensiniais dazais, arba Yakima Yellow, zymétas
molekulinis zymuo, o Y aSyje FAM fluorescensiniais dazais zymétas molekulinis zymuo.

Gauti genotipavimo rezultatai naudojami statistiniams skaiciavimams.

1 #

R

04 09 14 19
C

2.4.3.1 pav. Genotipavimo programos rezultatai.
Ivairiy spalvy taskai reiskia skirtingus genotipus: mélynos ir raudonos

spalvos taskai —homozigotal, Zalios spalvos taskai — heterozigotai.

2.5. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant kompiutering programa ,,IBM SPSS
Statistics 20.0°“. Duomenys pateikiami realiaisiais skaiciais (procentais), mediana, maziausia
ir didziausia (min. ir max.) vertémis. Dviejy nepriklausomy grupiy skirtumams nustatyti
naudotas Mann Whitney U testas. Geny polimorfizmy genotipy pasiskirstymas sergantiems
AGDD ir kontrolinéje grupése vertintas pagal Hardzio-Veinbergo désn;j
(http://lwww.oege.org/software/hwe-mr-calc.shtml). Polimorfizmy genotipy pasiskirstymo
homogeniskumo tarp serganc¢iy AGDD ir kontrolinés grupés palyginimui taikytas y2 ir Fisher

vienpusio bei dvipusio kriterijy skai¢iavimas. Atlikus dvinarg logisting regresing analize,
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jvertintas galimybiy santykis (GS) AGDD pasireiksti, atsizvelgiant j genetinius paveldéjimo
modelius. Genetiniai modeliai (kodominantinis: heterozigotai vs. laukinio tipo homozigotai ir
homozigotai vs. laukinio tipo homozigotai; dominantinis: homozigotai su retesniu aleliu ir
heterozigotai vs. laukinio tipo homozigotai; recesyvinis: homozigotai su retesniu aleliu vs.
laukinio tipo homozigotai ir heterozigotai; virS5dominantinis: heterozigotai vs. laukinio tipo
homozigotai ir homozigotai su retesniu aleliu; adityvinis modelis buvo naudojamas kiekvieno
retesnio alelio jtaka AGDD issivystymui). Si analizé atlikta sergan¢iy AGDD grupei
nurodant GS su 95 proc. patikimumo intervalu (PI1). Pasirenkant geriausia paveldéjimo
modelj buvo vertinamas Akaike informacinis kriterijus (AIC), kurio maziausia verté nurodo

tinkamiausiag modelj. Skirtumai vertinti kaip statistiskai reik§mingi, kai p<0,05.
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3. REZULTATAI

Atliktame atvejo ir kontrolés tyrime dalyvavo 1 069 asmenys, kurie buvo suskirstyti

1 tris grupes: kontroliné grupé (n=323) bei pradine AGDD (n=330) ir eksudacine AGDD

(n=416) serganciy asmeny grupés. Demografiniai tiriamyjy duomenys pateikti 3.1 lenteléje.

Lyginant motery ir vyry pasiskirstyma visose trijose grupése statistiSkai reikSmingy skirtumy

nenustatyta (p=0,053). Taip pat nenustatyta statistiS$kai reikSmingy skirtumy lyginant

kontrolings ir pradinés AGDD grupiy amziy (p=0,055). Taciau kontrolinés ir eksudacinés

AGDD grupiy amzius skyrési statistiskai reikSmingai (p=<0,000).

3.1 lentelé. Demografiniy rodikliy duomenys

Kontroliné Pradiné Eksudaciné

grupé AGDD AGDD p reik§mé

n=323 n=330 n=416
Moterys, n (proc.) 194 (60,1) 228 (69,1) 271 (65,1) 1,000

Vyrai, n (proc.) 129 (39,9) 102 (30,9) 145 (34,9) 1,000
Amzius, "1 -0,055
) ) 71/58/94 73/42/94 77149/95 n

mediana/min./max. 2 —<0,000

*Pearson Chi-Square; **Mann Whitney U testas lyginant dvi grupes: 1 — kontrolineg grupe su

pradine AGDD, 2 —kontroling grupe su eksudacine AGDD; min. — maziausia reik§mé, max. —

didziausia reiksme.

Ivertinus tirty polimorfizmy genotipy daznius pagal Hardzio-Veinbergo

pusiausvyros désnj kontrolinéje grupéje, rezultatai parode, jog tirty polimorfizmy genotipy

pasiskirstymai nenukrypsta nuo Hardzio-Veinbergo pusiausvyros désnio (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Genotipy pasiskirstymo analizé pagal HardZio-\einbergo désnj

Genotipy HWE
VNP Grupé Aleliy daZniai o
pasiskirstymas | p reik§mé
SIRT1 rs3818292 Kontroliné A (0,952) | G (0,048) 1/29/293 0,755
SIRT1 rs3758391 Kontroliné C (0,755) | T (0,245) 16/126/181 0,317

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; HWE — Hardzio-Veinbergo désnis.
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3.1. SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 jtaka pradinei ir eksudacinei AGDD pasireiksti

Pirmasis baigiamojo magistro darbo uzdavinys — nustatyti vieno nukleotido
polimorfizmus (rs3818292 ir rs3758391) tiriamiesiems ir jvertinti jy jtakg pradinei ir
eksudacinei AGDD pasireiksti (3.1.1 — 3.1.4 lentelés).

Atlikus SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy bei aleliy dazniy analiz¢ nustatyta,
kad rs3818292 G alelis yra statistiskai reikSmingai retesnis kontrolinéje grupéje, palyginti su
pradine AGDD grupe (4,8 proc. vs. 7,6 proc., p=0,037) (3.1.1 lentele).

Eksudacine AGDD serganciy zmoniy grupés analizé parodé, jog SIRT1 rs3818292
AA genotipas yra statistiSkai reik§mingai retesnis eksudacine AGDD serganciy Zmoniy
grupg¢je, palyginti su kontroline grupe (82 proc. vs. 90,7 proc., p=0,001), o AG genotipas yra
statistiSkai reik§mingai daznesnis eksudacine AGDD serganciy Zzmoniy grupéje, palyginti su
kontroline grupe (17,3 proc. vs. 9 proc., p=0,001). SIRT1 rs3758391 T alelis yra statistiSkai
reik§mingai daZnesnis eksudacine AGDD serganciy Zmoniy grupé¢je, palyginti su kontroline
grupe (29,2 proc. vs. 24,5 proc., p=0,042) (3.1.2 lentel¢).

Dvinarée logistiné regresija atskleide, jog SIRT rs3818292 AG genotipas, palyginti
su GG genotipu, 1,6 karto didina galimybeg susirgti pradine AGDD (GS=1,642; 95 proc. PI:
1,003-2,688; p=0,001), o palyginti su AA ir GG genotipais, $ia galimybe didina 1,6 karto
(GS=1,642; 95 proc. PI: 1,003-2,687; p=0,001) (3.1.3 lentel¢). Taip pat SIRT rs3818292 AG
genotipas, palyginti su GG genotipu, 2,1 karto didina galimybe susirgti eksudacine AGDD
(GS=2,132; 95 proc. PI: 1,348-3,373; p=0,001), o palyginti su AA ir GG genotipais, §ig
galimybe didina 2,1 karto (GS=2,122; 95 proc. PI: 1,342-3,356; p=0,001). Taip pat AG ir GG
genotipai kartu, palyginti su AA genotipu, 2,1 karto didina galimybe susirgti eksudacine
AGDD (GS=2,106; 95 proc. PI: 1,348-3,289; p=0,001). Kiekvienas G alelis 1,9 karto didina
galimybe susirgti eksudacine AGDD (GS=1,916; 95 proc. PI: 1,257-1,916; p=0,002). SIRT]
rs3758391 kiekvienas T alelis 1,2 karto didina galimybg susirgti eksudacine AGDD
(GS=1,292; 95 proc. PI: 1,015-1,643; p=0,037) (3.1.4 lentel¢).

25



3.1.1 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir

aleliy dazniai serganciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése

Grupé
VNP Genotipai/ Kontroliné Pradiné AGDD b reikime
aleliai n (proc.) n (proc.)
(n=323) (n=330)
SIRT1 AA 293 (90,7) 282 (85,5) 0,115
rs3818292 AG 29 (9) 46 (13,9)
GG 1(0,3) 2 (0,6)
A 615 (95,2) 610 (92,4) 0,037
G 31 (4,8) 50 (7,6)
SIRT1 CcC 181 (56,0) 175 (53,0) 0,740
rs3758391 CT 126 (39,0) 138 (41,8)
TT 16 (5,0) 17 (5,2)
C 488 (75,5) 488 (73,9) 0,183
T 158 (24,5) 172 (26,1)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amziné geltonosios démés degeneracija.

3.1.2 lentelé. VVieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir

aleliy daZniai serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése

Grupé
P Eksudaciné
Genotipai/ ..
VNP p KOntrOllne p l‘eik§mé
aleliai AGDD
n (proc.)
n (proc.)
(n=323)
(n=416)
SIRT1 AA 293 (90,7)! 341 (82,0)! 0,003
rs3818292 AG 29 (9,0)? 72 (17,3)?
GG 1(0,3) 3(0,7)
A 615 (95,2) 754 (90,6) 0,001
G 31 (4,8) 78 (9,4)
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SIRT1 cC 181 (56,0) 204 (49,0) 0,112
rs3758391 CT 126 (39,0) 181 (43,5)
TT 16 (5,0) 31 (7,5)
C 488 (75,5) 589 (70,8) 0,042
T 158 (24,5) 243 (29,2)

1p=0,001; 2p=0,001; VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amziné geltonosios démés degeneracija.

3.1.3 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés

logistinés regresijos analizé serganciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése

Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AlC
SIRT1 rs3818292
AJA 1
Kodominantinis AIG 1,642 (1,003-2,688) 0,048 905,189
G/IG 1,035 (0,145-7,401) 0,972
Dominantinis AIG+G/G vs. AIA 1,603 (0,992-2,592) 0,054 903,389
Recesyvinis G/G vs. AIG+A/A 1,963 (0,177-21,760) 0,582 906,855
Vir§dominantinis AlG vs. AIA+G/G 1,642 (1,003-2,687) 0,048 903,190
Adityvinis G 1,503 (0,960-2,354) 0,075 903,919
SIRT1 rs3758391
CiC 1
Kodominantinis cIT 1,133 (0,824-1,558) 0,443 908,573
TIT 1,099 (0,538-2,243) 0,796
Dominantinis C/T+T/T vs. C/IC 1,115 (0,819-1,517) 0,489 906,696
Recesyvinis T/Tvs. C/T+C/C 1,042 (0,517-2,100) 0,908 907,162
Vir§dominantinis C/Tvs. T/IT+CIC 1,124 (0,822-1,536) 0,465 906,640
Adityvinis T 1,096 (0,845-1,420) 0,490 906,697

GS - galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike infromacijos kriterijus.




3.1.4 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés

logistinés regresijos analizé serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése

Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AlC
SIRT1 rs3818292
AJA 1
Kodominantinis AlG 2,132 (1,348-3,373) 0,001 1004,330
GIG 1,288 (1,348-3,373) 0,782
Dominantinis A/G+G/G vs. AJA 2,106 (1,348-3,289) 0,001 1003,296
Recesyvinis G/G vs. AIG+A/A 2,339 (0,242-22,591) 0,463 1014,129
VirSdominantinis AIG vs. AIA+G/G 2,122 (1,342-3,356) 0,001 1003,645
Adityvinis G 1,916 (1,257-1,916) 0,002 1003,745
SIRT1 rs3758391
c/C 1
Kodominantinis cIT 1,275 (0,941-1,726) 0,117 1012,318
TIT 1,719 (0,910-3,246) 0,095
Dominantinis C/T+T/Tvs. C/C 1,308 (0,977-1,751) 0,071 1011,474
Recesyvinis T/Tvs. C/T+C/C 1,545 (0,830-2,877) 0,170 1012,789
Vir§dominantinis C/Tvs. TIT+C/C - - -
Adityvinis T 1,292 (1,015-1,643) 0,037 1010,338

GS — galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike informacijos kriterijus.

3.2.

SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 jtaka pradinei ir eksudacinei AGDD

pasireiksti pagal tiriamuyjy lyti

Antrasis baigiamojo magistro darbo uzdavinys buvo jvertinti vieno nukleotido

polimorfizmy (rs3818292 ir rs3758391) jtaka pradinei ir eksudacinei AGDD pasireiksti pagal

tiriamyjy lyti (3.2.1 — 3.2.4 lentelés).

Atlikus SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir aleliy dazniy analizg nustatyta,
kad rs3818292 AA genotipas sergantiems pradine AGDD vyrams yra nustatomas reciau nei
sveikiems vyrams (78,4 proc. vs. 93,8 proc., p=0,001), AG genotipas nustatomas dazniau nei

sveikiems vyrams (20,6 proc. vs. 6,2 proc., p=0,001). Taip pat G alelis sergantiems pradine
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AGDD vyrams yra nustatomas dazniau nei sveikiems vyrams (11,3 proc. vs. 3,1 proc.,
p=0,001) (3.2.1 lentel¢).

Eksudacine AGDD serganciy zmoniy grupés analizé parodé, kad SIRT rs3818292
AA genotipas sergantiems pradine AGDD vyrams yra nustatomas reciau nei sveikiems
vyrams (79,3 proc. vs. 93,8 proc., p=0,001), AG genotipas nustatomas dazniau nei sveikiems
vyrams (20,7 proc. vs. 6,2 proc., p=0,001). Taip pat G alelis sergantiems pradine AGDD
vyrams yra nustatomas dazniau nei sveikiems vyrams (10,3 proc. vs. 3,1 proc., p=0,001)
(3.2.2 lentelé).

Dvinarée logistiné regresija atskleide, kad SIRT1 rs3818292 AG genotipas, palyginti
su AA genotipu, galimybe susirgti pradine AGDD vyrams didina 4 kartus (GS=3,970; 95
proc. PI: 1,677-9,400; p=0,002), o palyginti su AA ir GG genotipais, §ig galimybg didina 3,9
karto (GS=3,921; 95 proc. PI: 1,657-9,281; p=0,002). Taip pat AG ir GG genotipai kartu,
palyginti su AA genotipu, galimybe susirgti pradine AGDD vyrams didina 4,2 karto
(GS=4,159; 95 proc. PI: 1,765-9,800; p=0,001). Kiekvienas G alelis $ig galimybe didina 4
kartus (GS=4,093; 95 proc. PI: 1,759-9,527; p=0,001) (3.2.3 lentel¢). Galimybe susirgti
eksudacine AGDD vyrams SIRT1 rs3818292 AG genotipas didina tiek lyginant su AA
genotipu (GS=3,946; 95 proc. PI: 1,737-8,964; p=0,001), tiek su AA ir GG genotipais kartu
(GS=3,946; 95 proc. PI: 1,737-8,964; p=0,001). AG ir GG genotipai kartu, palyginti su AA
genotipu, galimybe susirgti eksudacine AGDD vyrams didina 3,9 karto (GS=3,946; 95 proc.
PI: 1,737-8,964; p=0,001). Kiekvienas G alelis $ig galimybe taip pat didina 3,9 karto
(GS=3,946; 95 proc. PI: 1,737-8,964; p=0,001) (3.2.4 lentel¢).

3.2.1 lentelé. VVieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir
aleliy dazniai serganciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal Iyt

Vyrai Moterys
VNP Genotipai/ Kontroliné Pradiné AGDD p Kontroliné Pradiné AGDD p
aleliai n (proc.) n (proc.) reik§mé n (proc.) n (proc.) reik§mé
(n=129) (n=102) (n=194) (n=228)
SIRT1 AA 121 (93,8)! 80 (78,4)! 0,002 171 (88,1) 202 (88,6 %) 0,522
rs3818292 AG 8 (6,2)2 21 (20,6)? 21 (10,8) 25 (11,0 %)
GG 0 (0,0 1(1,0) 2 (1,0) 1 (0,4 %)
A 250 (96,9) 181 (88,7) 0,001 363 (93,6) 429 (94,1) 0,753
G 8(3,1) 23 (11,3) 25 (6,4) 27 (5,9)
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SIRT1
rs3758391

cC
CT
TT

77 (59,7)
48 (37,2)
4(3,1)

202 (78,3)
56 (21,7)

52 (51,0)
42 (41,2)
8(7.8)

146 (71,6)
58 (28,4)

0,176

0,096

104 (53,6)
78 (40,2)
12 (6,2)

286 (73,7)
102 (26,3)

123 (53,9)
96 (42,1)
9(3,9)

342 (75)
114 (25)

0,563

0,669

1p=0,001; ?p=0,001; VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amzin¢ geltonosios démés degeneracija.

3.2.2 lentelé. VVieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir

aleliy dazniai serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal Iyt

Vyrai Moterys
Genotipai Eksudaciné Eksudaciné
Kontroliné P Kontroliné P
VNP / AGDD AGDD
n (proc.) reik§mé n (proc.) reik§mé
aleliai n (proc.) n (proc.)
(n=129) (n=194)
(n=145) (n=271)
SIRT1 AA 121 (93,8)! 115 (79,3)1 0,001 171 (88,1) 226 (83,4) 0,345
rs3818292 AG 8 (6,2)? 30 (20,7)? 21 (10,8) 42 (15,5)
GG 0(0,0) 0 (0,0) 2(1,0) 3(11)
A 250 (96,9) 260 (89,7) 0,001 363 (93,6) 494 (91,1) 0,177
G 8 (3,1) 30 (10,3) 25 (6,4) 48 (8,9)
SIRT1 CcC 77 (59,7) 74 (51,0) 0,287 104 (53,6) 130 (48,0) 0,405
rs3758391 CT 48 (37,2) 63 (43,4) 78 (40,2) 118 (43,5)
TT 4 (3,1) 8 (8,8) 12 (6,2) 23 (8,5)
202 (78,3) 211 (72,8) 0,133 286 (73,7) 378 (69,7) 0,187
T 56 (21,7) 79 (27,2) 102 (26,3) 164 (30,3)

1p=0,001; ?p=0,001;VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amziné geltonosios démés degeneracija.
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3.2.3 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés

logistinés regresijos analizé serganciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal lytj

Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AlC
Vyrai
SIRT1 rs3818292
A/A 1
Kodominantinis A/G 3,970 (1,677-9,400) 0,002 308,385
GIG - -
o AIG+G/G vs.
Dominantinis 4,159 (1,765-9,800) 0,001 307,018
A/A
o G/G vs.
Recesyvinis - - -
AIG+AIA
AIG vs.
Vir§dominantinis 3,921 (1,657-9,281) 0,002 308,220
AIA+G/G
Adityvinis G 4,093 (1,759-9,527) 0,001 306,563
SIRT1 rs3758391
c/C 1
Kodominantinis cIT 1,296 (0,753-2,231) 0,350 317,599
TT 2,962 (0,848-10,344) 0,089
Dominantinis C/T+T/Tvs. C/IC 1,424 (0,843-2,404) 0,186 317,319
Recesyvinis T/T vs. C/T+C/C 2,660 (0,778-9,096) 0,119 316,472
Vir§dominantinis C/T vs. TIT+C/C 1,181 (0,694-2,011) 0,539 318,694
Adityvinis T 1,463 (0,963-2,270) 0,090 316,161
Moterys
SIRT1 rs3818292
AIA 1
Kodominantinis AIG 1,008 (0,545-1,864) 0,980 585,749
GIG 0,423 (0,038-4,708) 0,484
o AIG+G/G vs.
Dominantinis AA 0,957 (0,527-1,738) 0,885 584,253
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G/G vs.

Recesyvinis 0,850 (0,053-13,683) 0,909 583,261
AIG+AIA
AIG vs.
Virsdominantinis 1,015 (0,549-1,876) 0,963 584,272
A/A+G/G
Adityvinis G 0,918 (0,532-1,586) 0,760 584,181
SIRT1 rs3758391
C/iC 1
Kodominantinis CIT 1,041 (0,700-1,547) 0,844 585,129
TT 0,634 (0,257-1,564) 0,323
Dominantinis C/T+T/T vs. CIC 0,966 (0,658-1,418) 0,861 584,243
Recesyvinis T/T vs. C/T+C/C 0,623 (0,257-1,512) 0,296 583,167
Vir§dominantinis C/Tvs. TIT+C/C 1,082 (0,733-1,596) 0,693 584,118
Adityvinis T 0,929 (0,672-1,284) 0,655 584,075

GS — galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike informacijos kriterijus.

3.2.4 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés
logistinés regresijos analizé serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal lyty

Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AIC
Vyrai
SIRT1 rs3818292
AJA 1
Kodominantinis AIG 3,946 (1,737-8,964) 0,001 370,127
GIG - -
o AIG+G/G vs.
Dominantinis 3,946 (1,737-8,964) 0,001 368,127
A/A
o G/G vs.
Recesyvinis - -
AIG+AIA
AIG vs.
Vir§dominantinis 3,946 (1,737-8,964) 0,001 368,127
AIA+G/G
Adityvinis G 3,946 (1,737-8,964) 0,001 368,127
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SIRT1 rs3758391

C/iC 1
Kodominantinis CIT 1,366 (0,834-2,235) 0,215 380,393
TIT 2,081 (0,601-7,205) 0,247
Dominantinis C/T+T/T vs. C/IC 1,421 (0,880-2,295) 0,151 378,838
Recesyvinis T/T vs. C/IT+CIC 1,825 (0,536-6,209) 0,336 379,936
Virsdominantinis C/Tvs. TIT+C/C - - -
Adityvinis T 1,393 (0,921-2,109) 0,117 378,415
Moterys
SIRT1 rs3818292
A/A 1
Kodominantinis AIG 1,520 (0,868-2,662) 0,143 632,517
GIG 1,140 (0,188-6,898) 0,887
o AIG+G/G vs.
Dominantinis 1,520 (0,887-2,605) 0,128 631,425
A/A
. G/G vs.
Recesyvinis 2,160 (0,223-20,927) 0,506 633,324
AIG+AIA
AIG vs.
VirSsdominantinis 1,511 (0,863-2,645) 0,148 631,665
AIA+G/G
Adityvinis G 1,389 (0,852-2,267) 1,888 630,945
SIRT1 rs3758391
C/iC 1
Kodominantinis CIT 1,210 (0,823-1,779) 0,331 633,995
TT 1,533 (0,729-3,227) 0,260
Dominantinis C/T+T/Tvs. C/IC 1,228 (0,849-1,776) 0,276 632,630
Recesyvinis T/T vs. C/T+CI/C 1,407 (0,682-2,900) 0,356 632,940
Vir§dominantinis C/Tvs. TIT+C/C - - -
Adityvinis T 1,225 (0,911-1,648) 0,180 632,004

GS - galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike informacijos kriterijus.




3.3. SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 jtaka pradinei ir eksudacinei AGDD pasireiksti

pagal amZiaus grupes

Treciasis baigiamojo magistro darbo uzdavinys buvo jvertinti polimorfizmy (rs3818292 ir
rs3758391) jtakg pradinei ir eksudacinei AGDD pasireiksti pagal amziaus grupes. Tiriamieji
buvo suskirstyti j dvi grupes: jaunesni nei 70 mety amziaus ir 70 mety ir vyresni (Colijn et al.
2017). Rezultatai pateikti 3.3.1 — 3.3.2 lentelése.

Atlikus SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir aleliy dazniy analizg, jaunesniems
nei 70 mety amZiaus asmenims bei 70 mety ir vyresniems asmenims statistiS$kai reikSmingy
rezultaty nenustatyta, palyginti pradine AGDD serganéiy zmoniy grup¢ su kontroline grupe
(3 priedas, 1 lentel¢). Palyginti eksudacine AGDD serganciy zmoniy grupe su kontroline
grupe, statistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti tiek jaunesniy, tiek vyresniy asmeny
grupése. Jaunesniy nei 70 mety amziaus tiriamyjy, serganciy eksudacine AGDD, grupéje
SIRTI rs3758391 T alelis nustatytas statistiSkai reik§Smingai daZniau nei kontrolinéje grupéje
(36,1 proc. vs. 25,8 proc., p=0,025) (3.3.1 lentelé). Vyresniy tiriamyjy, serganciy eksudacine
AGDD, grupé¢je SIRTI rs3818292 AA genotipas statistiSkai reikSmingai retesnis nei vyresniy
zmoniy kontrolingje grupéje (85,6 proc. vs. 90,6 proc., p=0,001), o AG genotipas statistiskai
reik§mingai daZnesnis nei vyresniy Zzmoniy kontrolinéje grupéje (13,5 proc. vs. 9,4 proc.,
p=0,011). Taip pat G alelis statistiSkai reikSmingai daZnesnis vyresniy tiriamyjy, serganciy
eksudacine AGDD, nei vyresniy zmoniy kontrolinéje grupéje (9,6 proc. vs. 4,7 proc.,
p=0,004) (3.3.1 lentel¢).

Galimybeg susirgti eksudacine AGDD jaunesniame amziuje SIRT7 rs3758391 TT
genotipas, palyginti su CC genotipu, didina 2,8 karto (GS=2,812; 95 proc. PI: 0,334-0,971,
p=0,047), o kiekvienas T alelis $ig galimybe didina 1,6 karto (GS=1,647; 95 proc. PI: 1,064—
2,549; p=0,025) (3.3.2 lentel¢).

Galimybeg susirgti eksudacine AGDD vyresniame amziuje SIRT rs3818292 AG
genotipas didina tiek palyginti su AA genotipu (GS=2,210; 95 proc. PI: 1,266-3,858;
p=0,011), tiek su AA ir GG genotipais kartu (GS=2,040; 95 proc. PI: 1,164-3,574; p=0,013).
Galimybe susirgti eksudacine AGDD vyresniame amziuje AG ir GG genotipai kartu,
palyginti su AA genotipu, didina 2,2 karto (GS=2,210; 95 proc. PI: 1,266-3,858; p=0,005).
Taip pat nustatyta, kad kiekvienas G alelis §ig galimybe didina 2,2 karto (GS=2,186; 95 proc.
PI: 1,270-3,765; p=0,005) (3.3.2 lentel¢).
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3.3.1 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir

aleliy dazniai serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal amZiy

<70 m. >70 m.
Genotipai Eksudaciné Eksudaciné
Kontroliné P Kontroliné p
VNP / AGDD AGDD
n (proc.) reik§mé n (proc.) reik§mé
aleliai n (proc.) n (proc.)
(n=132) (n=191)
(n=79) (n=337)
SIRT1 AA 119 (90,2) 66 (83,5) 0,116 173 (90,6)! 275 (81,6)" 0,016
rs3818292 AG 11 (8,3) 13 (16,5) 18 (9,4)? 59 (17,5)?
GG 186 (1,5) 0(0,0) 0(0,0) 186 (0,9)
A 249 (94,3) 145 (91,8) 0,309 364 (95,3) 609 (90,4) 0,004
G 15 (5,7) 13 (8,2) 18 (4,7) 65 (9,6)
SIRT1 CcC 72 (54,5) 32 (40,5) 0,076 109 (57,1) 172 (51,0) 0,328
rs3758391 CT 52 (39,4) 37 (46,8) 74 (38,7) 144 (42,7)
TT 8 (6,1) 10 (12,7) 8(4,2) 21 (6,2)
C 196 (74,2) 101 (63,9) 0,025 292 (76,4) 488 (72,4) 0,151
T 68 (25,8) 57 (36,1) 90 (23,6) 186 (27,6)

1p=0,001; 2p=0,011;VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amzZiné geltonosios démés degeneracija.
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3.3.2 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés

logistinés regresijos analizé serganciy eksudacine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal

amZiy
Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AlC
<70 m.
SIRT1 rs3818292
A/A 1
Kodominantinis A/G 2,131 (0,904-5,023) 0,084 278,170
GIG - 0,999
o AIG+G/G vs.
Dominantinis 1,803 (0,790-4,116) 0,162 279,109
A/A
o G/G vs.
Recesyvinis - - -
AIG+A/A
AIG vs.
Vir§dominantinis 2,167 (0,919-5,106) 0,077 277,923
AIA+G/G
Adityvinis G 1,445 (0,687-3,039) 0,332 280,118
SIRT1 rs3758391
c/Cc 1
Kodominantinis CIT 1,601 (0,885-2,895) 0,120 277,957
TIT 2,812 (1,016-7,789) 0,047
Dominantinis C/T+T/T vs. C/C 1,710 (0,972-3,007) 0,063 277,546
Recesyvinis T/T vs. C/T+C/C 2,246 (0,827-5,957) 0,104 278,393
Vir§dominantinis C/Tvs. T/IT+CIC - - -
Adityvinis T 1,647 (1,064-2,549) 0,025 275,976
>70 m.
SIRT1 rs3818292
AIA 1
Kodominantinis AIG 2,070 (1,181-3,627) 0,011 684,398
GIG - -
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A/G+G/G vs.

Dominantinis 2,210 (1,266-3,858) 0,005 682,467
A/A
. GIG vs.
Recesyvinis - - -
AIG+AIA
AIG vs.
VirSdominantinis 2,040 (1,164-3,574) 0,013 686,291
A/A+G/G
Adityvinis G 2,186 (1,270-3,765) 0,005 683,182
SIRT1 rs3758391
C/iC 1
Kodominantinis CIT 1,233 (0,853-1,784) 0,266 692,798
TT 1,664 (0,712-3,888) 0,240
Dominantinis C/T+T/T vs. C/C 1,275 (0,892-1,823) 0,182 691,277
Recesyvinis T/T vs. C/T+C/C 1,520 (0,660-3,502) 0,325 692,042
Vir§dominantinis C/Tvs. TIT+C/C - - -
Adityvinis T 1,257 (0,929-1,699) 0,138 690,828

GS — galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike infromacijos kriterijus.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Buvo istirti SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 vieno nukleotido polimorfizmai. 330
serganciy pradine AGDD, 416 eksudacine AGDD ir 323 sveikiems tiriamiesiems. Atlikta
SIRT1 rs3758391 genotipy ir aleliy analizé parode¢, kad T alelis yra daznesnis eksudacine
AGDD sergantiems pacientams nei sveikiems zmonéms (29,2 proc. vs. 24,5 proc., p=0,042).
Taip pat kiekvienas T alelis 1,2 karto didina galimybe susirgti eksudacine AGDD (p=0,037).
Siekiant nustatyti, kaip pasiskirsto rs3758391 polimorfizmo daznis pacienty ir kontrolingje
grupése, atsizvelgiant j tiriamuyjy lytj, statistiSkai reikSmingy rezultaty nenustatyta. Taciau
atsizvelgiant ] tirlamyjy amziy gauta, kad pas jaunesnius nei 70 mety asmenis rs3758391 T
alelis didina galimybe susirgti AGDD (p=0,025). Be to, jaunesniame amziuje rs3758391 TT
genotipas, palyginti su CC genotipu, didina 2,8 karto (p=0,047), o kiekvienas T alelis $ig
galimybe didina 1,6 karto (p=0,025).

IKi §iol mokslingje literatiiroje néra duomeny, kurie analizuoty AGDD patogeneze ir
jos sasaja su Siuo polimorfizmu. SIRT1 rs3758391 polimorfizmas placiai tiriamas Kinijos
Han populiacijoje, siekiant nustatyti sagsajas su skirtingomis ligomis. Pavyzdziui, Tang su
bendraautoriais 2018 metais studijavo rs3758391 rysj su depresija. Nustatyta, kad rs3758391
C alelis dazniau pasireiskia sergan¢iy zmoniy nei kontrolinéje grupéje (p=0,01) (Tang et al.
2018). Kitas atliktas darbas parodo, kad rs3758391 polimorfizmas atlieka svarby vaidmen;j
difuzingje dideliy B lasteliy limfomos pasireiSkime. Nustatyta, kad rs3758391 TT genotipo ir
T alelio pasikartojimo daZnis yra reikSmingai didesnis sergan¢iy Zmoniy nei kontrolinéje
grupéje (p=0,02 ir p=0,01, atitinkamai) (Kan et al. 2018). Reche-Sainz ir bendraautoriy 2007
metais paskelbtoje publikacijoje teigiama, kad B Igsteliy limfoma sukelia bilateraling
tinklainés atSoka (angl. bilateral serous macular detachment). Zinoma, kad §i patologija
stipriai siejama su AGDD pasireiskimu (Reche-Sainz et al. 2007). Zhang ir bendraautoriai
nustaté rysj tarp rs3758391 ir sveiko senéjimo, vieno i$ svarbiausiy rizikos veiksniy AGDD
pasireiskime. Tarp senyvo amziaus zmoniy (60-91 m.) rs3758391 C alelis daznesnis uz T
alelj (p=0,026), o CC genotipas daznesnis uz CT (p=0,027) (Zhang et al. 2010). Nors SIRT1
ir laikomas ilgaamziskumo genu, bet tiriant kitg Kinijos populiacijg, esan¢ig Hainan regione,
nebuvo nustatyta sgsajy tarp rs3758391 ir jos ilgaamziskumo fenomeno (Huang et al. 2013).
2018 metais Peng su bendraautoriais parodé rs3758391 sasajy su viena i§ diabeto sukelty
komplikacijy — diabetine péda. Taciau statistiskai reikSmingi rezultatai nenustatyti (Peng et
al. 2018). rs3758391 polimorfizmo rySys su diabetu taip pat buvo tirtas kitose populiacijose.

2010 metais atliktas mokslinis darbas tarp meksikieciy, serganciy antrojo tipo diabetu, ir
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rs3758391 neparodé jokios sgsajos (Cruz et al. 2010). Tac¢iau naujausias 2020 mety tyrimas
parodo, kad rs3758391 yra siejamas su vykstanc¢iomis SIRT1 geno ekspresijos
modifikacijomis sergant antrojo tipo diabetu (Ramirez et al. 2020). Zinoma, kad diabetas yra
vienas i§ AGDD pasireiskimo veiksniy (Clemons et al. 2005). Literatiiroje taip pat galima
rasti rs3758391 polimorfizmo tyrimy su autoimuninémis ligomis. Consiglio su
bendraautoriais nustaté, kad rs3758391 turi jtakos sisteminés raudonosios vilkligés
sergamumui. rs3758391 T alelis yra rizikos veiksnys nefritui i$sivystyti ir auks§tesniam
sisteminés raudonosios vilkligés aktyvumo rodikliui pasireiksti (Consiglio et al. 2014). Kitas
Sarumaru su bendraautoriais 2016 metais paskelbtas tyrimas parodé rs3758391 sasajas su
autoimuninémis skydliaukeés ligomis. Nustatyta, kad C alelio (TC+CC genotipy) turétojai,
sergantys Greivso ir Hashimoto tiroidito ligomis, pasizyméjo didesniais antikiiny pries
skydliaukés peroksidaze kiekiais (anti-TPO) nei TT genotipo turétojai. Zinoma, kad
komplemento sistemos baltymai dalyvauja tiek imuninése reakcijose, tick AGDD
pasireiskime. D¢l §ios priezasties AGDD liga siejama su autoimuninémis ligomis (Sarumaru
et al. 2016). SIRT1 rs3758391 polimorfizmas taip pat placiai tiriamas jvairiy navikiniy formy
pasireiSkime. Pirmasis tyrimas $ia tema atliktas 2016 metais Egipte. Jis parodé, kad pas
sergancius kriities véziu pacientus yra padidéj¢ SIRT1 serumo kiekiai. Nustatyta, kad
rs3758391 TT genotipas pasireiSké dazniau nei CC ir CT, todé¢l yra siejamas su §iuo
navikiniu procesu (Rizk et al. 2016). 2017 metais mokslininky atliktas tyrimas Kiny
populiacijoje nenustaté jokiy reikSmingy sgsajy tarp rs3758391 ir plauciy naviko (Lv et al.
2017). 2019 mety mokslinis darbas parodé, kad rs3758391 TC genotipas gali biiti siejamas su
padidéjusia Slapimo puslés naviko i$sivystymo rizika Irano populiacijoje (Rizk et al. 2016).
Nustatyta, kad navikiniai procesai ir AGDD dalijasi kai kuriais bendrais rizikos veiksniais ir
patogeniniais pasireiSkimo mechanizmais (Cheung et al. 2007). Kitas Zinomas AGDD
veiksnys, dalyvaujantis ligos patogenezéje, — angiogenezés sutrikimai (Thomas et al. 2015).
Sia tema taip pat galima rasti atlikty moksliniy darby su rs3758391 polimorfizmu. Hu ir
bendraautoriy tyrime nustatyta, kad SIRT1 genas atlieka svarby vaidmenj apsaugant nuo
iminio koronarinio sindromo. rs3758391 siejamas su mMRNA ekspresija sveikuose asmenyse
(Hu et al. 2014). Kuningas ir bendraautoriai moksliniame darbe teigia, kad rs3758391
polimorfizmo nesiotojai pasizymi sumaz¢jusiu mirtingumu, kurj sukelia Sirdies ir
kraujagysliy ligos (Kuningas et al. 2007). Istirta rs3758391 polimorfizmo sasaja su
bisfosfonaty sukelta zandikauliy osteonekroze. Nustatyta, kad Sie vaistai taip pat turi jtakos

eksudacinei AGDD formai issivystyti (Yang et al. 2018).
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Remiantis miisy tyrimo duomenimis galime teigti, kad SIRT'1 rs3818292
polimorfizmo AG genotipas, palyginti su AA genotipu, 1,6 karto didina galimybe susirgti
pradine AGDD (p=0,001), o palyginti su AA ir GG genotipais, $ig galimybe didina 1,6 karto
(p=0,001). Taip pat AG genotipas, palyginti su AA genotipu, 2,1 karto didina galimybe¢
susirgti eksudacine AGDD (p=0,001), o palyginti su AA ir GG genotipais, Sig galimybe
didina 1,6 karto (p=0,001). Papildomai AG ir GG genotipai kartu, palyginti su AA genotipu,
2,1 karto didina galimybe susirgti eksudacine AGDD (p=0,001). Kiekvienas G alelis siejamas
su 1,9 karto padidéjusia galimybe susirgti eksudacine AGDD (p=0,002).

Analizuojant, kaip pasiskirsto rs3818292 polimorfizmo dazniai tarp skirtingy lyciy,
statistiSkai reikSmingi rezultatai gauti tik tarp vyriskos lyties atstovy. Atlikta dvinaré logistine
regresija parodé, kad AG genotipas, palyginti su AA genotipu, galimybe susirgti pradine
AGDD vyrams didina 4 kartus (p=0,002), o palyginti su AA ir GG genotipais, Sig galimybe
didina 3,9 karto (p=0,002). Taip pat AG ir GG genotipai kartu, palyginti su AA genotipu,
galimybe susirgti pradine AGDD vyrams didina 4,2 karto (p=0,001). Kiekvienas G alelis Sig
galimybe didina 4 kartus (p=0,001). Tiriant galimybes susirgti eksudacine AGDD vyresniems
vyrams rs3818292 AG genotipas vienodai 3,9 karto didina tiek palyginti su AA genotipu
(p=0,001), tiek su AA ir GG genotipais kartu (p=0,001). Tokig pat galimybe sirgti eksudacine
AGDD pasizymi AG ir GG genotipai kartu, palyginti su AA genotipu (p=0,001). Kiekvienas
G alelis $i1g galimybe didina 3,9 karto (p=0,001).

Suskirscius tiriamuosius pagal amziy ir iSanalizavus rezultatus gauta, kad vyresniems
asmenims AG genotipas apie 2 kartus didina galimybe susirgti eksudacine AGDD tiek
palyginti su AA genotipu (p=0,011), tick su AA ir GG genotipais kartu (p=0,013). Tokig pat
galimybe AG ir GG genotipai kartu, palyginti su AA genotipu, didina 2,2 karto (p=0,005).
Taip pat nustatyta, kad kiekvienas G alelis $ig galimybe didina 2,2 karto (p=0,005).

Daugiausia tyrimy su rs3818292 polimorfizmu atlikta siekiant nustatyti jo sgsajas su
jvairiomis akmenligés formomis. Zinoma, kad AGDD ligos pasireiskimas taip pat siejasi su
Siuo patologiniu procesu (Chen et al. 2017). PavyzdZiui, diabeto sukelta akmenligé. 2011
metais Maeda ir bendraautoriai nustaté, kad rs3818292 yra siejamas su keliais Sios ligos
(p=0,040) fenotipais: inksty nepakankamumu ir proteinurija tarp Japonijos populiacijos
(Maeda et al. 2011). Kita studija, prieSingai — statistiskai reik§mingy rezultaty nenustaté (Yue
et al. 2018). Tokie kontrastingi rezultatai gali biiti dél etniniy prieZas¢iy. rs3818292 sgsaja su
akmenlige taip pat tirta ir Ryty Kinijos populiacijoje. StatistiSkai reikSmingy rezultaty
nenustatyta (Hou et al. 2019). Cheng ir bendraautoriai tyré rs3818292 rysj su miokardo

infarkto pasireiskimu kiny Han populiacijoje. Taciau statistiskai reikSmingy rezultaty nebuvo
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nustatyta (Cheng et al. 2015). Zinoma, kad ankstyvosios AGDD formos pasireigkimas tarp
miokardu sergan¢iy zmoniy yra didesnis nei tarp sveiky (Liutkeviciene et al. 2012).

Kaip minéta, vienas i§ AGDD rizikos veiksniy — antsvoris (Zhang et al. 2016). Peeters
su bendraautoriais nustaté sgsajas tarp rs3818292 ir visceraliniy riebaly kaupimosi Belgijos
populiacijos vyry grupéje. D¢l Sios priezasties galima teigti, kad SIRT1 genetiniai poky¢iai
didina nutukimo rizikg (Peeters et al. 2008). Liguori ir bendraautoriy atliktas mokslinis
darbas tarp italy nenustaté jokios rs3818292 koreliacijos su antsvorio sutrikimais (Liguori et
al. 2014).

Siuo metu néra mokslingje literatiiroje paskelbty analogisky tyrimy rezultaty, Kurie
tiesiogiai siety SIRT rs3758391 ir rs3818292 polimorfizmus su AGDD liga. Taciau,
iSanalizavus kity mokslininky atliktus tyrimus, galima jzvelgti netiesioging abiejy

polimorfizmy sasaja su $ia liga.
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ISVADOS

1. SIRT1rs3818292 AG ir GG genotipai bei kiekvienas G alelis didina galimybe susirgti
eksudacine AGDD. Papildomai AG genotipas didina galimybe susirgti pradine
AGDD. Galimybe susirgti eksudacine AGDD taip pat didina kiekvienas SIRT1
rs3758391 T alelis.

2. SIRT1rs3818292 AG ir GG genotipai bei kiekvienas G alelis didina galimybe susirgti
pradine ir eksudacine AGDD vyrams. Taiau moterims reikSmingy sasajy
nenustatyta.

3. SIRT1rs3818292 AG ir GG genotipai bei kiekvienas G alelis didina galimybe susirgti
eksudacine AGDD vyresniems nei 70 mety zmonéms. SIRT1 rs3758391 TT genotipas
ir kiekvienas T alelis didina galimybeg susirgti eksudacine AGDD jaunesniems nei 70

mety zmonéms.
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SIRT1 rs3758391 ir rs3818292 geny polimorfizmy sasajos su amzinés geltonosios démés
pasireiSkimu

Genetikos magistriniy studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Amziné geltonosios démés degeneracija (AGDD) - tai progresuojanti
neurodegeneraciné akiy liga,pazeidzianti tinklain¢je esancig geltongjas déme, kuri atsakinga
uz centrinj matyma. AGDD yra viena i§ pagrindiniy aklumo atsiradimo priezasciy
iSsivysciusiose Salyse. Per pastargjj deSimtmetj vis daugiau démesio skiriama naujy genetiniy
zymeny paieskai ir jy sgsajoms su AGDD.

Sio darbo tikslas - nustatyti galimas vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292
ir rs3758391 sasajas su AGDD pasireiSkimu Lietuvos populiacijoje.

IStirti 746 amzine geltonosios démés degeneracija sergantys asmenys ir 323 sveiki
tiriamieji. DNR skyrimas buvo vykdomas i$ veninio kraujo leukocity drusky nusodinimo
metodu (angl. DNA salting-out). Genotipavimas atliktas naudojant realaus laiko polimerazés
grandinés reakcijos metoda. Rezultatai vertinti “IBM SPSS Statistics” kompiuterine
programa.

Isvados. SIRT1 rs3818292 AG ir GG genotipai bei kiekvienas G alelis didina
galimybe susirgti eksudacine AGDD. Papildomai, AG genotipas didina galimybe¢ susirgti
pradine AGDD. Taip pat, AG ir GG genotipai bei kiekvienas G alelis didina galimybg
susirgti ir eksudacine, ir pradine AGDD vyresniame amziuje, ta¢iau tik vyrams. Moterims
nenustatyta statistiSkai reikSmingy rezultaty. SIRT1 rs3758391 kiekvienas T alelis didina
galimybe susirgti eksudacine AGDD. TT genotipas ir kiekvienas T alelis didina galimybeg

susirgti eksudacine AGDD jaunesniems nei 70 mety amziaus Zmonéms.
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SUMMARY

Age-related macular degeneration (AMD) is a progressive neurodegenerative eye
disease which damages the macula in the retina. The macula is responsible for central vision.
AMD is one of the main causes of vision loss especially in developed countries. Many
genetic variants have been consistently assessing to contribute with AMD over the last
decade.

The goal of this study is to determine the correlation between SIRT1 rs3758391 and
rs3818292 gene polymorphisms and the occurrence of age-related macular degeneration.

756 patients with AMD and 323 healthy control group subjects were examined. DNA was
extracted from peripheral blood leukocytes using DNA salting-out method. Genotyping was
carried out using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method. Statistical analysis
was performed with ,,SPSS version 20.0%.

Conclusions. AG and GG genotypes and each alelle A at SIRT rs3818292 are
associated with increased odds of exudative AMD. Moreover, AG genotype is associated
with increased risk of early AMD. AG and GG genotypes and each alelle G at SIRT
rs3818292 are associated with increased risk of early and exudative AMD in males and in
older age. However, in females no statistically results were dound. SIRT1 rs3758391 each
alelle C is associated with increased risk of exudative AMD. Additionally, CC genotype and

each alelle C is associated with increased risk of exudative AMD in younger age.
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2 priedas. Tiriamojo asmens sutikimo forma.
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3 priedas. Lenteles

1 lentelé. Vieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 genotipy ir aleliy

dazniai serganciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal amziy

<70 m. >70 m.
Genotipai
VNP ) Kontroliné Pradiné AGDD P Kontroliné Pradiné AGDD p
aleliai n (proc.) n (proc.) reik§mé n (proc.) n (proc.) reik§mé
(n=132) (n=115) (n=191) (n=215)
SIRT1 AA 119 (90,2) 98 (85,2) 0,124 173 (90,6) 184 (85,6) 0,173
rs3818292 AG 11 (8,3) 17 (14,8) 18 (9,4) 29 (13,5)
GG 2(15) 0(0,0) 0(0,0) 2(0,9)
A 249 (94,3) 213 (92,6) 0,441 364 (95,3) 397 (92,3) 0,082
G 15 (5,7) 17 (7,4) 18 (4,7) 33(7,7)
SIRT1 CcC 72 (54,5) 62 (53,9) 0,605 109 (57,1) 113 (52,6) 0,541
rs3758391 CT 52 (39,4) 49 (42,6) 74 (38,7) 89 (41,4)
TT 8(6,1) 4 (3,5) 8(4,2) 13 (6,0)
C 196 (73,2) 173 (75,2) 0,804 292 (76,4) 315 (73,3) 0,297
T 68 (25,8) 57 (24,8) 90 (23,6) 115 (26,7)

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas; AGDD — amziné geltonosios démés degeneracija.
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2 lentelé. VVieno nukleotido polimorfizmy SIRT1 rs3818292 ir rs3758391 dvinarés

logistinés regresijos analizé sergandciy pradine AGDD ir kontrolinéje grupése pagal amZiy

Modelis Genotipas/alelis GS (95 proc. PI) p reik§mé AlIC
<70 m.
SIRT1 rs3818292
A/A 1
Kodominantinis A/G 1,877 (0,840-4,194) 0,125 340,311
G/G - -
o AIG+G/G vs.
Dominantinis 1,588 (0,735-3,430) 0,239 341,844
AlA
o G/G vs.
Recesyvinis - - -
AIG+AIA
AIG vs.
Vir§dominantinis 1,908 (0,854-4,263) 0,115 340,699
AIA+GIG
Adityvinis G 1,303 (0,649-2,618) 0,457 342,688
SIRT1 rs3758391
CiC 1
Kodominantinis cIT 1,094 (0,652-1,836) 0,733 344,219
TIT 0,581 (0,167-2,021) 0,393
Dominantinis C/T+T/T vs. C/C 0,995 (0,603-1,643) 0,984 343,243
Recesyvinis T/T vs. C/T+C/C 0,559 (0,164-1,906) 0,352 342,336
Vir§dominantinis C/Tvs. TIT+CIC - - -
Adityvinis T 0,945 (0,618-1,446) 0,795 343,176
>70 m.
SIRT1 rs3818292
AlA 1
Kodominantinis AIG 1,515 (0,812-2,826) 0,192 561,125
GIG - -
o A/G+G/G vs.
Dominantinis AA 1,619 (0,874-3,000) 0,126 561,006
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Recesyvinis

G/G vs.

A/G+A/A
AJ/G vs.
Vir§dominantinis 1,499 (0,803-2,795) 0,204 561,766
AIA+G/G
Adityvinis G 1,671 (0,926-3,015) 0,088 560,389
SIRT1 rs3758391
C/C 1
Kodominantinis CIT 1,160 (0,774-1,740) 0,473 564,179
TIT 1,567 (0,625-3,930) 0,338
Dominantinis C/T+T/T vs. CIC 1,200 (0,811-1,776) 0,362 562,585
Recesyvinis T/T vs. C/T+CI/C 1,472 (0,597-3,632) 0,401 562,695
Vir§dominantinis C/T vs. T/IT+C/IC - - -
Adityvinis T 1,198 (0,862-1,667) 0,282 562,252

GS — galimybiy santykis; Pl — pasikliautinumo intervalas; AIC — Akaike informacijos kriterijus.

58



PUBLIKACIJOS

Liutkeviciene, Rasa; Vilkeviciute, Alvita; Gedvilaite, Greta; Kaikaryte, Kristé;
Kriauciuniene, Loresa. Haplotypes of HTRA1 rs1120638, TIMP3 rs9621532,
VEGFA rs833068, CFI rs10033900, ERCC6 rs3793784, and KCTD10 rs56209061
gene polymorphisms in age-related macular degeneration: research article // Disease
Markers. New York: Hindawi Publishing Corporation. ISSN 0278-0240. eISSN 1875-
8630. 2019, vol. 2019, 9602949, p. 1-11. DOI: 10.1155/2019/9602949. [Citav. rod.:
2,761, bendr. cit. rod.: 3,312, kvartilis: Q2 (2018, InCites JCR SCIE)] [Indélis: 0,200;
indeksas: 0,167]

Kaikaryté, Kristé; Misereviciuté, Jorinda; Zemaitiené, Reda; Liutkevitiené, Rasa.
Naujy genetiniy veiksniy paieska sergantiems amzine geltonosios démés
degeneracija: literatiiros apzvalga = New genetic factors search in patients with age
related macular degeneration: Literature review // Sveikatos mokslai = Health
sciences in Eastern Europe. Vilnius: Sveikatos mokslai. ISSN 1392-6373. 2017, t. 27,
Nr. 4, p. 101-105. [Indélis: 0,125]

. Kaikaryté, Kristé; Liutkeviciené, Rasa. Amzinés geltonosios démes degeneracijos
sasajos su TBX15 rs984222 bei DNM3 rs 1011731 geny Seimos nariais. Literatiiros
apzvalga = Associations between TBX15 rs984222 and DNM3 rs 1011731 genes
polymorphisms and age-related macular degeneration // Lietuvos bendrosios
praktikos gydytojas. Kaunas: Vitae Litera. ISSN 1392-3218. 2018, t. 22, Nr. 1, p. 53—
59. (Literatiiros apzvalga). [Indélis: 0,500]

. Kaikaryté, Kristé; Vilkeviciite, Alvita; Liutkeviciené, Rasa. TBX15 rs984222 gene
polymorphism Association with AgeRelated Macular Degeneration by Gender // Vita
Scientia: International conference ,,Vita Scientia“: conference book: 3rd January,
2018, Vilnius / Vilnius University. Vilnius: Vita est Scientia. ISSN 2538-791X. 2018,
p. 23-24, no. 2 : pav. (Poster session). [Indélis: 0,334]

between TBX15 rs984222 and age-related macular degeneration // The Vital Nature
Sign: 11th International scientific conference ,,The Vital Nature Sign*: 19-20
October, 2017, Vilnius, Lithuania: abstract book / Vytautas Magnus University.
Instrumental Analysis Open Access Center; Editors: Dr. Nicola Tiso, dr. Vilma
Kaskoniené. Kaunas: Vytautas Magnus University. ISSN 2335-8653. 2017, p. 4646,
[no. VNS17/040]. [Indélis: 0,334]

59


https://doi.org/10.1155/2019/9602949

