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SUMMARY 
Cystic fibrosis (CF) is the most common life-shortening autosomal recessive disorder in Caucasians 

with an incidence of about 1:3,000 live births. The gene that encodes the cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator (CFTR) protein is found on the human chromosome 7 q31.2. CF is characterized 
by recurrent pulmonary infections, elevated sweat chloride, pancreatic and hepatic insufficiency, 
intestinal abnormalities, failure to thrive, diabetes, meconium ileus (MI) and other glandular defects. 
Chronic airway dysfunction and inflammation are the main cause of morbidity and mortality of patients. 
This inflammation is characterized by an increased production of pro-inflammatory cytokines in the 
lung. The aim of the presented study is to identify the methylation status of the promoters of inflammatory 
and anti-inflammatory cytokines (IL-8, TNFα IL-10) and quantitative analysis of these cytokines in cystic 
fibrosis patients. DNA methylation analysis of cytokine promoters was performed by the methylation-
specific polymerase chain reaction. DNA fragments were amplified using specific primers for methylated 
or unmethylated DNA. Methylation analysis revealed statistically significant hypomethylation of IL-8 and 
TNFα gene promoter regions, whereas IL-10 gene promoter CpG sites were hypermethylated in cystic 
fibrosis patients compared to control individuals. In conclusion, identification of disease-modifying 
epigenetic factors at early stages of disease crucial for finding new therapeutic solutions and personalized 
approach in treatment of patients with Cystic Fibrosis.  
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კისტური ფიბროზი (CF) ყველაზე ხშირი აუტოსომურ-რეცესიული დაავადებაა თეთრკანიან 
პოპულაციას შორის, რომელიც გამოწვეულია კისტური ფიბროზის ტრანსმემბრანული 
მარეგულირებელი (CFTR) გენის მუტაციით [1]. ძირითადი პათოლოგიური პროცესი, რომელიც 
ავადობის სიმძიმეს და დაავადების ლეტალობას განაპირობებს, არის სასუნთქი გზების დისფუნქცია 
და მასთან დაკავშირებული ქრონიკული ანთებითი პროცესები [2]. კისტური ფიბროზის გამომწვევი 
CFTR გენის ყველაზე ხშირი მუტაციაა (∼60-70%) F508del, რომლის დროსაც პროცესინგის დეფექტის 
გამო ცილის ძალზე მცირე რაოდენობა ექსპრესირდება მემბრანაზე [3]. საქართველოში 2012-2017 
წლებში ნეონატალური სკრინინგის ფარგლებში კისტური ფიბროზით დიაგნოზირებულ 
პაციენტებში გამოვლინდა 1677delTA მუტაციის მაღალი სიხშირე [4], რაც შესაძლებელია 
დამფუძნებლის ეფექტით იყოს განპირობებული.  

სასუნთქი გზების დაავადება კისტური ფიბროზის დროს ხასიათდება ქრონიკული ინფექციით 
და ანთებით, სადაც დომინირებს ნეიტროფილების ინფილტრაცია. ამ დროს გაზრდილია ანთებითი 
ციტოკინების და მედიატორების სინთეზი. რამდენიმე კვლევამ დაადასტურა, რომ ნახველსა და 
ბრონქოალვეოლური ამორეცხვის შედეგად მიღებულ სითხეში (BALF) ანთებითი ციტოკინების, 
როგორიცაა ინტერლეიკინ-1 (IL-1), ინტერლეიკინ-6 (IL-6), ინტერლეიკინ-8 (IL-8), და სიმსივნის 
ნეკროზის ფაქტორი-ალფა (TNFα), კონცენტრაცია მომატებულია კისტური ფიბროზით 
დაავადებულ პაციენტებში [5]. მათ სინთეზს ხელს უწყობს ტრანსკრიფციის ფაქტორი NF-κB, 
რომელიც მნიშვნელოვან როლს თამაშობს უჯრედშიდა სიგნალების გადაცემაში ანთებითი 
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ციტოკინების წარმოქმნის დროს [6]. IL-10, IL-1-ის რეცეპტორის ანტაგონისტი ცილა (IRAP) და 
ხსნადი TNFα რეცეპტორი (TNFsR) ანთების საწინააღმდეგო ციტოკინებია, რომლებიც შედარებით 
დაქვეითებულია CF სასუნთქი გზების უჯრედებში [7]. IL-10-ის ძირითადი მოქმედება გამოიხატება I-
κB-ს, NF-κB ინჰიბიტორის, სინთეზის გაზრდაში. IL-10-ის დაქვეითება იწვევს ანთებითი ციტოკინების 
გაზრდას NF-κB-ს დაქვეითებული ინჰიბირების გამო [8].  

კისტური ფიბროზის ვარიაბელური მანიფესტაცია, თუნდაც ერთი და იგივე გენოტიპის მქონე 
ინდივიდებში ბადებს ეჭვს, რომ CFTR გენის ფუნქციაზე და დაავადების ფენოტიპზე გავლენას 
ახდენს სხვა, გენეტიკური თუ ეპიგენეტიკური, მოდიფიკატორები [9,10]. ჩვენს მიერ წინა კვლევებში 
დადასტურდა დნმ-ის გლობალური მეთილირების და ინტერსპერსიული ბირთვული ელემენტების 
მეთილირების ცვლილებები კისტური ფიბროზის დროს [11,12]. წარმოდგენილი კვლევის მიზანია 
ანთებითი და ანთების საწინააღმდეგო ციტოკინების (IL-8, TNFα, IL-10) პრომოტორების 
მეთილირების დონეების იდენტიფიცირება და აღნიშნული ციტოკინების რაოდენობრივი ანალიზი 
კისტური ფიბროზით დაავადებულ პაციენტებში.  

კვლევის მასალა და მეთოდები. კვლევაში მონაწილეობდა კისტური ფიბროზით 
დაავადებული 16 პაციენტი (ასაკი: 5±5.8) და 16 ჯანმრთელი პირი. კვლევა ნებადართულია 
თბილისის სახელმწიფო სამედიცინო უნივერსიტეტის ეთიკის კომისიის მიერ. საკვლევი და 
საკონტროლო ინდივიდების უფლებამოსილმა წარმომადგენლებმა ხელი მოაწერეს 
ინფორმირებული თანხმობის ფორმას. ყველა პაციენტი გენოტიპირებული იყო CFTR გენის 
მიხედვით. შერჩეული პაციენტების გენოტიპები იყო შემდეგი: 1677 delTA და delF508 ჰომოზიგოტები 
და 1677delTA/delF508 კომპაუნდ-ჰეტეროზიგოტები. კვლევაში გამოყენებულ იქნა კისტური 
ფიბროზით დაავადებული პაციენტების და ჯანმრთელი მოხალისეების ვენიდან აღებული 
პერიფერიული სისხლიდან მიღებული CD4+ T-ლიმფოციტები.  

გენომური დნმ-ის იზოლირება T-ლიმფოციტებიდან. დნმ-ის ექსტრაქცია განხორციელდა 
დნმ-ის ექსტრაქციის რეაქტივების ნაკრებით Blood and tissue mini kit-ით (Qiagen, Germany) 
მწარმოებლის პროტოკოლის მიხედვით.  

დნმ-ის დამუშავება ბისულფიტით. დნმ-ის მეთილირების შესწავლა მოხდა ბისულფიტით 
დამუშავების გზით სტანდარტული რეაქტივების ნაკრების საშუალებით (EpiTect Fast DNA Bisulfite 
Kit, Qiagen, USA), რის შედეგადაც არამეთილირებული ციტოზინი ურაცილად გარდაიქმნება, 
ხოლო მეთილირებული ციტოზინი (5 მეთილციტოზინი) უცვლელად შენარჩუნდება. 

ციტოკინების რაოდენობრივი ანალიზი. საკვლევი და საკონტროლო პირების უჯრედული 
კულტურის ციტოკინების რაოდენობრივი ანალიზი განხორციელდა ELISA მეთოდით, 
მწარმოებლის პროტოკოლის მიზედვით (Abcam, USA)  

ციტოკინების დნმ-ის მეთილირების პროფილირება მეთილირება სპეციფიკური PCR-ით. 
ციტოკინების პრომოტორების დნმ-მეთილირების ანალიზი განხორციელდა მეთილირება 
სპეციფიკური პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციით. დნმ-ის ფრაგმენტები ამპლიფიცირებული იქნა 
სპეციფიკური პრაიმერების გამოყენებით მეთილირებული ან არამეთილირებული დნმ-ისთვის 
(ცხრ.1). თითოეული რეაქციისთვის გამოყენებული იქნა ბისულფიტით დამუშავებული 100ნგ დნმ, 1 
mM თითოეული პრაიმერი, 1X მასტერ მიქსი, საბოლოო მოცულობა 25მკლ. PCR-პირობები იყო 
შემდეგი: 950C X 5 წთ.; 30 ციკლი X (950C X 45 წმ, 470C (IL-8), 570C(TNFα), 500C(IL-10)X 45 წმ, 720C X 
45 წმ); და 720C X 7 წთ. მიღებული პროდუქტის ანალიზი განხორციელდა 3%-იანი აგაროზას გელის 
გამოყენებით.  

 

ცხრილი 1. მეთილირება სპეციფიკური PCR-ისთვის გამოყენებული პრაიმერები 
 IL-8 TNFα IL-10 

mF(5’-3’) 
mR(5’-3’) 
uF(5’-3’) 
uR (5’-3’) 

AAAATTTTCGTTATATTTCG  
TCCGATAACTTTTTATATCAT  
AAAATTTTTGTTATATTTTG 
TCCAATAACTTTTTATATCAT 

TTAGAAGATTTTTTTCGGAATC 
TATCTCGATTTCTTCTCCATCG 
GGTTTAGAAGATTTTTTTTGGAATT 
TCTATCTCAATTTCTTCTCCATCAC 

GGGATTATAGGTATTTGTTATTATGT 
AAAAAAATCTACCTCCCTTATCAAA 
GGGATTATAGGTATTTGTTATTACGT 
AAAAAATCTACCTCCCTTATCGAA 

CpG საიტები −136   −245, −239  −408, −387, −385, −355  
ამპლიკონის ზომა  173 bp 120 bp  187 bp 
mF, მეთილირებული ფორვარდ პრაიმერი; mR, მეთილირებული რევერს პრაიმერი; uF, არამეთილირებული 
ფორვარდ პრაიმერი; uR არამეთილირებული რევერს პრაიმერი; bp, ფუძე წყვილი. 
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სტატისტიკური ანალიზი. სტატისტიკური ანალიზი განხორციელდა SPSS პროგრამული 
უზრუნველყოფის 17.0 ვერსიის გამოყენებით (SPSS, Chicago, IL, USA). რაოდენობრივი მონაცემები 
წარმოდგენილი იყო, როგორც საშუალო ± სტანდარტული გადახრა (SD). P მნიშვნელობა <0.05 
ჩაითვალა სტატისტიკურად მნიშვნელოვნად.  

მიღებული შედეგები: პაციენტების კლინიკური და დემოგრაფიული მახასიათებლები 
მოცემულია ცხრილში 2. კისტური ფიბროზით დაავადებული ყველა პირი გენოტიპირებული იყო 
CFTR გენის მიხედვით. პაციენტების სტრატიფიკაცია განხორციელდა მათი გენოტიპების 
შესაბამისად.  

 

ცხრილი 2. პაციენტების კლინიკურ-დემოგრაფიული მახასიათებლები 
პაციენტების რაოდენობა 16 

სქესი n მამრობითი 
7 

მდედრობითი 
9 

ასაკი (წლის) mean ± SD 5±4.8 
ასაკი დიაგნოზის დასმის 

დროს mean ± SD 2±1.6 

ეთნიკურობა ქართველი 

ილეუსი დიახ 
12% 

არა 
88% 

ოფლში ქლორის 
შემცვლობა mean ± SD 68.42±10.8 მმოლ/ლ 

განავალში ელასტაზის 
დონე 

დაქვეითებული 
23% 

ნორმა 
5 % 

არ არის ცნობილი 
72% 

ქრონიკული სასუნთქი 
გზების ინფექციები 

დიახ 
68% 

არა 
32% 

P.aeruginosa ქრონიკული 
ინფექცია 

დადებითი 
40% 

უარყოფითი 
23% 

არ არის ცნობილი 
37% 

CFTR მუტაცია 

1677delTA 
ჰომოზიგოტი 

4 პაციენტი 
delF508 

ჰომოზიგოტი 
2 პაციენტი 

1677delTA/delF508 

კომპაუნდი 
ჰეტეროზიგოტი 

10 პაციენტი 

 
კვლევის შედეგებმა გამოავლინა, რომ IL-8 და TNFα-ს შრატის დონე CF პაციენტებში 

მნიშვნელოვნად მაღალი იყო საკონტროლო ჯგუფთან შედარებით. გარდა ამისა, CF-ის მქონე 
პირებს IL-10-ის დონე დაქვეითებული ჰქონდათ კონტროლთან შედარებით (P=0.004) (ცხრ. 3).  
 

ცხრილი 3. ციტოკინების რაოდენობრივი ანალიზი 

 
ციტოკინების პრომოტორის მეთილირების ანალიზით დადგინდა, რომ CF პაციენტების 

CD4+ T ლიმფოციტებში როგორც IL-8-ს, ასევე TNFα-ს გენების პრომოტორული რეგიონები 
მნიშვნელოვნად იყო ჰიპომეთილირებული ჯანმრთელ კონტროლებთან შედარებით (სურათი 1, 
ცხრილი 4).  
 
 

 ჯანმრთელი კონტროლები კისტური ფიბროზი P 

IL-8 (pg/ml) 8.0 ± 4.1 24 ± 5.1 0.0002 

TNFα (pg/ml) 14.9 ± 12.1 115.8 ± 20.4 0.0001 

IL-10(pg/ml) 15.8 ± 5.1 5.6 ± 3.4 0.004 
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(A) 

 
 

 (B) 

 
სურათი 1. (A) IL-8-ის ბენდები მეთილირება სპეციფიკური პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციით.  
C, კონტროლი; CF, კისტური ფიბროზი; M, მეთილირებული; U, არამეთილირებული. (B) IL-8 გენის 
პრომოტორის მეთილირების დონეები ანტი-CD3/ანტი-CD28 სტიმულირებულ CD4+ T- უჯრედებში 
კისტური ფიბროზით დაავადებული პირებიდან და ჯანმრთელი სუბიექტებიდან.  

 
ანთების საწინააღმდეგო ციტოკინის, IL-10-ის, პრომოტორის მეთილირების ანალიზმა 

გამოავლინა, რომ −408, −387, −385, −355 რეგიონის CpG საიტები სტატისტიკურად სარწმუნოდ იყო 
ჰიპერმეთილირებული დაავადებულ პაციენტებში ჯანმრთელებთან შედარებით (ცხრ. 4).  
 

ცხრილი 4. პრომოტორის მეთილირების ანალიზი 

პრომოტორული რეგიონის მეთილირებული CpG-ს დონეები (%) 

 ჯანმრთელი კონტროლები კისტური ფიბროზი P 

IL-8 80 ± 10.1 40 ± 12.8 0.045 

TNFα 71 ± 15.2 23 ± 11.2 0.001 

IL-10 15 ± 7.5 48 ± 13.5 0.002 

 
მიღებული შედეგების განხილვა და დასკვნები: CF-ის დროს ანთების ყველაზე 

დამახასიათებელი თვისება სასუნთქ გზებში ნეიტროფილების ინფილტრაციაა. ანთებითი 
მედიატორების და პროტეაზების გადაჭარბებული გამოთავისუფლება მნიშვნელოვან როლს 
თამაშობს ქსოვილის დაზიანებაში. დაავადების გამომწვევ პათოგენზე იმუნური უჯრედების 
აბერანტული პასუხები, სავარაუდოდ, განპირობებულია ანთებითი და ანთების საწინააღმდეგო 
ციტოკინების დისბალანსით [5]. CF-ის უჯრედული ხაზები წარმოქმნის უფრო მეტ ანთებით 
ციტოკინებს ვიდრე ანთების საწინააღმდეგოს Pseudomonas aeruginosa-ზე საპასუხოდ. CF-ის მქონე 
პაციენტებში შემცირებულია IL-10-ის დონე ჯანმრთელ კონტროლებთან შედარებით [8].  

წარმოდგენილ კვლევაში ჩვენს მიერ შესწავლილ იქნა ანთებითი და ანთების 
საწინააღმდეგო ციტოკინების პრომოტორის მეთილირების დონეები. როგორც მოსალოდნელი 
იყო, მეთილირების ანალიზით გამოვლინდა IL-8-ს და TNFα-ს გენების პრომოტორული უბნების 
სტატისტიკურად სარწმუნო ჰიპომეთილირება, მაშინ როცა IL-10 გენის პრომოტორის CpG საიტები 
ჰიპერმეთილირებული იყო კისტური ფიბროზით დაავადებულებში საკონტროლო ინდივიდებთან 
შედარებით.  

m 

u 
m u 
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კისტური ფიბროზის პათოფიზიოლოგიაში მნიშვნელოვანი ადგილი უჭირავს ციტოკინების 
სეკრეციის დისბალანსს. ბოლოდროინდელმა კვლევებმა დაადასტურა ეპიგენეტიკური 
მოდიფიკაციების როლი ანთებითი დაავადებების, მათ შორის, კისტური ფიბროზის დროს [9,11]. 
ამრიგად, დაავადების ადრეულ ეტაპზე დაავადების მამოდიფიცირებელი ეპიგენეტიკური 
ფაქტორების გამოვლენა გადამწყვეტია კისტური ფიბროზით დაავადებული პაციენტების 
მკურნალობის ახალი თერაპიული გზების ძიებისთვის და პერსონალიზებული მიდგომების 
შესამუშავებლად. 

 
კვლევა განხორციელდა შოთა რუსთაველის საქართველოს ეროვნული სამეცნიერო 
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მარიამ ღუღუნიშვილი 1,2, ეკა კვარაცხელია 1,3, თინათინ ტყემალაძე 1,2, სანდრო სურმავა 1,  
მაია გაგუა 3, ეკა მაისურაძე 3, ელენე აბზიანიძე 1 

შერჩეული ციტოკინების დნმ-ის მეთილირების პროფილი კისტური ფიბროზის დროს 
1 თსსუ მოლეკულური და სამედიცინო გენეტიკის დეპარტამენტი;  

2თსსუ გ.ჟვანიას სახელობის პედიატრიული აკადემიური კლინიკა; 3თსსუ ვ.ბახუტაშვილის 
სამედიცინო ბიოტექნოლოგიის ინსტიტუტი 

 
რეზიუმე 

კისტური ფიბროზი (CF) არის სიცოცხლისთვის საშიში, ყველაზე გავრცელებული 
აუტოსომური რეცესიული დაავადება თეთრკანიან პოპულაციაში, რომლის სიხშირეა დაახლოებით 
1:3000. გენი, რომელიც კოდირებს კისტური ფიბროზის ტრანსმემბრანული გამტარობის 
მარეგულირებელ (CFTR) ცილას, გვხვდება 7 q31.2 ქრომოსომაზე. CF ხასიათდება სასუნთქი გზების 
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მორეციდივე ინფექციებით, მომატებული ქლორით ოფლში, პანკრეასის და ღვიძლის 
უკმარისობით, ნაწლავის ანომალიებით, დიაბეტით, მეკონიუმის გაუვალობით (MI) და სხვა 
სიმპტომებით. სასუნთქი გზების ქრონიკული დისფუნქცია და ანთება პაციენტების ავადობისა და 
სიკვდილიანობის ძირითადი მიზეზია. ამ ანთებას ახასიათებს ფილტვებში ანთებითი ციტოკინების 
გაზრდილი სინთეზი. წარმოდგენილი კვლევის მიზანია ანთებითი და ანთების საწინააღმდეგო 
ციტოკინების (IL-8, TNFα IL-10) პრომოტორების მეთილირების დონეების იდენტიფიცირება და ამ 
ციტოკინების რაოდენობრივი ანალიზი კისტური ფიბროზით დაავადებულ პაციენტებში. 
ციტოკინების პრომოტორების დნმ-ის მეთილირების ანალიზი განხორციელდა მეთილირება 
სპეციფიკური პოლიმერაზული ჯაჭვური რეაქციით. დნმ-ის ფრაგმენტები ამპლიფიცირდა 
მეთილირებული ან არამეთილირებული დნმ-ის სპეციფიკური პრაიმერების გამოყენებით. 
მეთილირების ანალიზმა გამოავლინა IL-8 და TNFα გენის პრომოტორული რეგიონების 
სტატისტიკურად მნიშვნელოვანი ჰიპომეთილირება, მაშინ როცა IL-10 გენის პრომოტორის CpG 
საიტები ჰიპერმეთილირებული იყო კისტური ფიბროზით დაავადებულ პაციენტებში საკონტროლო 
პირებთან შედარებით. ამრიგად, დაავადების ადრეულ ეტაპზე დაავადების მამოდიფიცირებელი 
ეპიგენეტიკური ფაქტორების იდენტიფიკაცია გადამწყვეტია კისტური ფიბროზით დაავადებული 
პაციენტების მკურნალობის ახალი თერაპიული გზების ძიებისთვის და პერსონალიზებული 
მიდგომების შესამუშავებლად. 

 

h 
 


