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Rezumat 

Obiectiv. Studiul de faţă îşi propune să studieze existenţa polimorfismului IL-4 
C-590T pe o populaţie din România.

Material şi metodă. Au fost incluse 241 de paciente de sex feminin, rasă cau-
caziană, provenind majoritar din Transilvania. Pentru fiecare pacientă s-a prelevat 
o probă de sânge, din care s-a extras ADN din leucocitele periferice şi ulterior s-a 
aplicat un protocol de tip PCR-RFLP pentru evidenţierea polimorfismului IL-4 C-
590T. 

Rezultate. Alela comună a fost mai frecvent întâlnită decât alela variantă (C- 
81.74% - T 18.26%). Aplicând testul Z pentru alela T nu au fost constatate diferenţe 
semnificative din punct de vedere statistic între clasele de vârstă (Z = 0.489, p > 
0.05). Genotipul C/C a fost cel mai frecvent întâlnit, urmat de cel heterozigot C/T şi 
respectiv T/T (66.39 %, 30.71% şi respectiv 2.9%) 

Concluzii. Polimorfismul -590 C>T este prezent în populaţia luată în studiu. 
Repartiţia genotipurilor şi alelelor este asemănătoare altor populaţii caucaziene.

Cuvinte cheie: interleukina 4, polimorfism genetic, PCR-RFLP. 

THE  PRESENCE  OF  IL4 C-590T  POLYMORPHISM  IN  A 
ROMANIAN  POPULATION   

Abstract 
Objective. The present study aim to determine the existence of IL-4 C-590T 

polymorphism on a Romanian population.
Material and method. Two hundred and forty one patients have been enrolled 

in the study. All were native Romanian, especially from Transylvania, Caucasian 
race. For each patient a blood sample has been obtained. The DNA extracted using a 
specific extraction kit from peripheral leukocytes was used in order to determine IL-
4-590 C>T polymorphism using a PCR-RFLP based protocol. 

Results. The common allele was encountered more frequent than the variant 
allele (C- 81.74% - T 18.26%). Z test calculated for T allele failed to demonstrate 
statistical significant differences between different age classes (Z = 0.489, p > 0.05). 
C/C genotype was more frequently seen, followed by the heterozygous C/T genotype 
and respectively T/T genotype (66.39 %, 30.71% and respectively 2.9%) 

Conclusions. IL 4 -590 C>T polymorphism is present in the study population. 
Genotypes and alleles repartition has a similar pattern with other studies performed 
on Caucasian population. 

Keywords: interleukin 4, genetic polymorphism, PCR-RFLP. 
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Introducere 
Interleukinele reprezintă molecule de semnal 

ce permit comunicarea între diversele componente ale 
sistemului imun [1]. 

Gena interleukinei 4 (IL 4) este localizată la nivelul 
cromozomului 5, 5q31.1 [2]. Produsul rezultat în urma 
transcripţiei şi respectiv translaţiei, IL-4 este o glicoproteină 
cu greutatea moleculară de 15-19 KD [3]. Gena conţine 
patru exoni şi are o lungime de 10kb. IL4 este caracteristică 
răspunsului T helper 2, fiind secretată predominant de acest 
tip de limfocite, dar poate fi secretată şi de către mastocite, 
bazofile, eozinofile şi celulele Natural Killers [4]. IL-4 are 
un rol major asupra limfocitelor B, determinând shift-ul de 
la Ig M spre Ig E [5], ceea ce explică implicarea acesteia 
în afecţiunile autoimune, mecanism imunomodulator în 
patologia tractului digestiv [6], respectiv un anumit tip de 
răspuns inflamator poate avea un rol predictiv prognostic în 
unele neoplazii [7]. 

Polimorfismele genetice reprezintă variaţii în 
structura ADN-ului, fiind întâlnite cu o frecvenţă ce 
depăseşte 1% din populaţie [8]. Prezenţa acestora conferă 
diversitate şi individualitate fenotipică. Odată cu progresele 
tehnicilor de biologie moleculară a fost posibilă detectarea 
acestor polimorfisme, descrise atât la nivelul ADN-ului, 
cât şi la nivelul proteinelor [8]. În literatura de specialitate 
sunt prezente numeroase asocieri între diverse patologii, 
inclusiv neoplazii şi prezenţa unor polimorfisme genetice.

Polimorfismul genetic în funcţie de tipul acestuia 
sau de localizarea la nivelul regiunilor codante sau 
noncodante poate influenţa structura proteinei rezultate şi, 
prin aceasta, fie doar activitatea sau chiar nivelul seric sau 
local al acesteia.

La nivelul IL-4 au fost descrise mai multe 
polimorfisme. Pentru acest studiu am ales polimorfismul 
C-590T localizat la nivelul promoterului, regiune cheie în 
transcripţie. Am căutat frecvenţa acestui polimorfism pe 
un lot de paciente exclusiv de sex feminin, majoritatea din 
Transilvania.

Material şi metodă
În prezentul studiu au fost incluse 241 de persoane 

de sex feminin care s-au prezentat în perioada 1 februarie 
2008 - 30 iunie 2009 în Clinica Obstetrică Ginecologie I, 
Cluj-Napoca. S-a obţinut consimţământul informat privind 
participarea la studiu. În fiecare caz au fost recoltaţi 2 ml 
sânge periferic pe anticoagulant [EDTA].

Probele de sânge au fost stocate imediat la frigider 
şi păstrate pentru câteva zile la temperaturi cuprinse între 
4-8°C. ADN-ul genomic a fost extras din leucocitele 
periferice conţinute în 300 μl de sânge utilizând un kit co-
mercial (Wizzard Genomic DNA Purification Kit, Pro-
mega®) conform instrucţiunilor producătorului. ADN-ul 
astfel extras a fost stocat în congelator la -20°C. 

Pentru analiza polimorfismului promoterului IL4 C-
590T s-a utilizat tehnica PCR - RFLP (polymerase chain 
reaction - restriction fragment length polymorphism) după 
un protocol descris de Wallney şi Cookson şi ulterior Pontes 
[9,10]. Pentru reacţia PCR s-a utilizat acelaşi mix de PCR, 
adăugând însă primerii descrişi în Tabelul 1 (după Pontes 
CC [9,10]). Condiţiile de amplificare sunt prezentate în 
Tabelul 2 (după Pontes CC [9,10]).

Tabelul 1. Structura primerilor utilizaţi în reacţia de PCR IL4 C-
590T. 

IL-4 590 Fwd 5’-ACT AGG CCT CAC CTG ATA CG- 3’
IL-4 590 Rev 5’-GTT GTA ATG CAG TCC TCC TG- 3’
după Pontes CC [9,10]

Tabelul 2. Condiţii de amplificare IL4 C-590T (după Pontes CC 
[9,10]). 

Nr Descriere Temperatura Durata 
1. Denaturare iniţială 95°C 15 min
2. Denaturare 94°C 60 sec
3. Annealing (fixarea primerilor) 57°C 60 sec
4. Elongare 72°C 60 sec
Se repetă paşii de la 2 la 4 de 40 ori
5. Elongare finală 72°C 10 min

Produşii de amplificare rezultaţi au fost supuşi 
digestiei enzimatice utilizând 3 U enzima Faq I® 
(Fermentas) 12 ore la 37°C. Prezenţa alelei T aboleşte 
situsul de restricţie al enzimei Faq I, lăsând nedigerat 
ampliconul de 252 bp obţinut în urma reacţiei PCR. Spre 
exemplificare, în figura 1 prezentăm un fragment de gel de 
agaroză după digestia enzimatică.

Fig. 1. Fragment de gel examinat în lumină ultravioletă 
polimorfismul -590 C>T al IL4: CC - 1,2,4,6, CT 3; TT - 5.

Datele obţinute au fost introduse într-un fişier de 
tip Excel® în vederea prelucrării acestora. Reprezentarea 
grafică a rezultatelor s-a realizat prin utilizarea programului 
Microsoft Excel. Frecvenţa alelelor şi a genotipurilor au fost 
exprimate prin numărul de cazuri şi intervalul de încredere 
de 95% asociat (intervalul de încredere s-a calculat pe 
baza unei metode binomiale). Intervalele de confidenţă 
95% au fost calculate utilizând un calculator online [11]. 
Sumarizarea variabilei vârstă s-a realizat prin calcularea 
parametrilor statistici descriptivi. Coeficientul de corelaţie 
al rangurilor Spearman s-a utilizat pentru a identifica relaţia 
dintre cele două alele (s-a utilizat un prag de semnificaţie 
de 5%). Compararea a două proporţii s-a realizat prin Adresa pentru corespondenţă: ioanatb@yahoo.com     
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aplicarea testului Z la un prag de semnificaţie de 5%.

Rezultate
Vârsta medie a pacientelor incluse în studiu a fost 

de 36.87±9.96 ani, cu un interval de încredere de 95% 
[35,60 – 38,13]. Reprezentarea grafică a lotului în funcţie 
de clasele de vârstă este redată în Figura 2. Vârsta minimă a 
fost de 18 ani, în timp ce cea maximă 69 ani, mediana fiind 
de 34 ani, modulul având valoarea de 28 ani.

Fig. 2. Repartiţia pe clase de vârstă. 

Repartiţia pacientelor în funcţie de prezenţa alelei 
comune sau variante este reprezentată în tabelul 3. Datele 
sunt exprimate în valori absolute şi relative, precum şi prin 
intervalele de încredere 95% asociate. 

Tabelul 3. Frecvenţa alelică polimorfismul -590 C>T al IL4.

Alela Frecvenţă 
absolută (%)

Interval de confidenţă 95%
Limita 
inferioară (%)

Limita 
superioară (%)

C 394 (81.74) 376 (78.00) 410 (85.06)
T 88 (18.26) 72 (14.93) 106 (21.99)
TOTAL 482

Coeficientul de corelaţie Spearman calculat între 
cele două alele identifică o relaţie slabă (ρ = 0.243), 
dar semnificativă statistic (p = 0.000014) la un prag de 
semnificaţie de 5%. 

Distribuţia genotipului Il4 -590 în eşantionul studiat 
este prezentată în tabelul 4. 

Tabelul 4. Frecvenţa genotipurilor IL4 în populaţia studiată.

Genotip Frecvenţă 
absolută (%)

Interval de confidenţă 95%
Limita 
inferioară (%)

Limita 
superioară (%)

C/C 160 (66.39) 145 (60.16) 174 (72.19)
C/T 74 (30.71) 60 (24.89) 89 (36.92)
T/T 7 (2.90) 3 (1.24) 14 (5.80)

Discuţii
După cum era de aşteptat, alela comună a fost 

întâlnită mai frecvent în populaţia luată în studiu, compa-

rativ cu alela variantă (394 cazuri versus 88). Au fost 
descrise populaţii în care IL-4 -590 nu a avut un aspect 
polimorfic, cum ar fi lotul studiat prin secvenţare de către 
Nagarkatti şi colaboratorii din India de Nord [12]. Cel mai 
frecvent întâlnit genotip este genotipul homozigot comun, 
urmat de cel heterozigot, respectiv homozigot variant (160, 
74, respectiv 7 cazuri).

În literatura de specialitate nu am găsit studii care să 
analizeze la nivel populaţional frecvenţa genotipurilor IL-4, 
majoritatea datelor privind acest polimorfism fiind obţinute 
pe studii de tip caz martor, care analizau comparativ frec-
venţele alelice, respectiv frecvenţele de apariţie ale genoti-
purilor în raport cu o anumită patologie [13]. Studiul 
realizat de Trajkov şi colab., pe un eşantion de 301 indivizi 
macedonieni sănătoşi, a arătat o frecvenţă alelică de 65.9% 
pentru alela C, respectiv 34.1% pentru alela T [14]. În 
studiul nostru mult mai frecvent am întâlnit alela comună C 
– 81.74% şi mai rar alela variantă T – doar 18.26%. 

În ceea ce priveşte frecvenţa genotipurilor, cel mai 
frecvent a fost întâlnit genotipul heterozigot C/T – 65.4%, 
urmat de genotipul homozigot comun C/C – 33.2% şi 
respectiv homozigot variant T/T – 1.4%. În populaţia luată 
de noi în studiu am detectat cel mai frecvent genotipul 
homozigot comun C/C - 66.39%, urmat de genotipul 
heterozigot C/T - 30.71%, frecvenţa genotipului T/T 
fiind comparabilă 2.90% [14]. Date asemănătoare cu cele 
obţinute în studiul de faţă au fost semnalate de Kaur şi 
colaboratorii pe un lot de 130 subiecţi sănătoşi din India de 
Nord: frecvenţă alelică C – 85.8%, T – 14.1% [15]. 

Implicarea IL-4 în răspunsul T helper 2 şi sinteza    
de imunoglobuline [16] a orientat cercetările anterioare 
în direcţia examinării relaţiei dintre acest polimorfism 
şi afecţiunile terenului atopic şi respectiv afecţiunile 
inflamatorii. Astfel relaţia dintre prezenţa acestui poli-
morfism şi afecţiunile autoimune, teren atopic sau afecţiuni 
cu etiologie neelucidată încă cu posibilă etiopatogenie 
autoimună a fost documentată deja pe unele populaţii: 
astm bronşic [17], artrită reumatoidă [18,19], lichen plan 
[20], intestin iritabil [21], scleroză multiplă [22], tiroidită 
autoimună [23], respectiv reject de grefă renală [24].

În ceea ce priveşte afecţiunile ginecologice, pre-
zenţa genotipului C/C asociază un risc crescut de leiomiom 
uterin [25].

Determinarea profilului de interleukine la nivel 
populaţional poate avea un impact deosebit asupra fie-
cărui pacient; prezenţa unui anumit genotip permiţând 
o cuantificare individuală a riscului, cu realizarea pentru 
diversele afecţiuni a unor tratamente mai mult sau mai 
puţin agresive, în funcţie de prognosticul fiecărui genotip 
în parte. Desigur sunt necesare studii pe loturi mai mari, 
ideal pe eşantione reprezentative pentru populaţiile din 
care provin. În prezent, medicina este orientată din ce în 
ce mai mult pe realizarea unui diagnostic şi terapii centrate 
pe particularităţile individuale, care trebuie să ţină cont de 
diversele susceptibilităţi genetice. În acest context, markerii 
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genetici îşi vor găsi o aplicabilitate în viitorul apropiat 
în ghidurile de diagnostic şi tratament. Polimorfismele 
genelor interleukinelor pot juca un rol important, în special 
în răspunsul la infecţii, afecţiuni autoimune şi neoplazie, 
răspunsul imun individual având un rol esenţial în 
autolimitarea sau progresia acestor afecţiuni.

Concluzii
1. Cel mai frecvent a fost întâlnită alela comună C 

81.74%, în timp ce alela variantă a fost întâlnită în doar 
18.26%.

2. Există o corelaţie slabă între prezenţa celor două 
alele (ρ = 0.243, p = 0.000014).

3. Cel mai frecvent a fost întâlnit genotipul C/C 
(66.39%), urmat de genotipul heterozigot C/T (30.71 %),
genotipul homozigot variant fiind cel mai rar întâlnit 
(2.9%).
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