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1. BEVEZETES

A Kkardiovaszkularis megbetegedések molekularis biologiai hattere

A sziv-és érrendszeri betegségek a modern tdrsadalmakban vildgszerte vezetd
haldlokot képeznek. Az elmult két évtized nagy észak-amerikai és nyugat-eurdpai
epidemioldgiai vizsgélatai egyértelmiien igazoltdk e betegségek 1étrejottében az un.
kardiovaszkularis rizikofaktorok elsorendli szerepét. A fejlett ipari orszdgokban
elvégzett epidemioldgiai és genetikai epidemioldgiai vizsgdlatok eredményei alapjan
a fiatal felnott korban manifesztdlodé kardiovaszkuldris betegségek esetében ma mér
altalanosan elfogadott az a kéreredetet értelmezd koncepcid, miszerint e betegségek
permessziv kornyezeti €s szerzett vagy oroklott genetikai tényezOk egyiitthatdsanak
eredményeként alakulnak ki. Ezen genetikai tényezok kozott gyakorisdgukat tekintve
kiemelt jelentdséggel birnak a lipidmetabolizmusban involvalt fehérjék génjeinek

elonytelen varidnsai és defektusai, melyek a lipidhdztartds zavardhoz, s

kovetkezményesen sziv-érrendszeri karosoddshoz vezetnek.

Az exogén anyagcserett és genetikai karosodasai

Az exogén zsiranyagcsere sordn a taplalékkal felvett zsirokat és koleszterint a
bélhamsejtek felszivjak, trigliceridekké ill. koleszterinészterekké alakitjdk, majd
ezeket a kilomikronok belsejébe épitik be. A kilomikron felszini burkat Al, AIV és
B48 apolipoproteinek alkotjak. A nyirokcsatorndkon 4t a vénds keringésbe jutva ez a
burok a HDL molekuldkbdl szdrmazé CII, CIII és E apolipoproteinekkel és
koleszterinészterekkel egésziil ki. Az apo CII aktivalja a triglicerideket hidroliz4l6
endothelialis lipoprotein lipdz (LPL) enzimet, melynek hatdsdra a kilomikronokbdl
tekintélyes mennyiségli zsirsav szabadul fel. A lipolizis sordn megkisebbedett,
koleszterinészterben gazdag kilomikron-remnantok apoE révén a madjsejteken
elhelyezkedd receptorokhoz kotddnek, majd a méjsejtekbe jutva az endolizoszomélis
enzimek hatdsara koleszterin szabadul fel, s valik hozzaférhetdvé az €pitd folyamatok
szdmdra. Az exogén anyagcsereit genetikai kdrosoddsai 1.) defektiv kilomikron
szekrécidoban, 2.) a lebontds zavaraban, valamint 3.) a remnantok eliminaldsanak

elégtelenségében jelentkeznek.



Az endogén anyagcsereit és genetikai karosodasai

A mijsejtek altal szekretdlt VLDL molekuldk trigliceridje glicerinbdl ill. zsirszoveti
eredeti, vagy madjsejtekbdl szdrmazé zsirsavakbdl all, koleszterinje szintén mdj
eredeti vagy a keringd lipoproteinekbdl szdrmazik. A keringésbe jutott VLDL
molekuldk lipolizise sordn felszabadulé zsirsavak — mely folyamatot a kapillaris-
endothelium LPL enzimje katalizédlja — a zsirszovetbe ill. az izomszdvetbe keriilnek. A
VLDL remnantok egy részét a mdjsejtek LDL receptoraikon keresztiil veszik fel, mig
mdsik része IDL-1é atalakulva a plazmdban marad, ahol a mdjeredetl lipdz enzim
LDL-1¢ alakitja. Az LDL a koleszterint a méjsejtekhez és bizonyos extrahepatikus
sejtekhez szallitja. Az LDL molekuldk a feliiletiikon levé apoB100 fehérje révén a
sejtek LDL receptoraihoz kapcsolédnak és receptor éltal irdnyitott endocitézissal a
sejtekbe jutnak. Az LDL-bdl szdrmazd szabad koleszterint az anabolikus enzimek
szteroid hormonok és sejtmembrinok szintézisére haszndljdk. A koleszterin sejten
beliili felhalmozddasdnak harom fontos biokémiai kdvetkezménye van: (1) csokken a
sejt de novo koleszterinképzését szabalyozé hidroximetilglutaril-koenzim-A-reduktaz
képzése, (2) aktivdlédik az acil-koleszterin-aciltranszferdz enzim, mely a szabad
koleszterint koleszterinészterré alakitja; (3) gatlodik az LDL receptorok képzddése a
sejtben; azaz Osszességében, a sejtekben felhalmozddo koleszterinészter altal indukalt
feedback mechanizmus révén csokken a sejtek LDL-felvétele a keringésbdl. Az
endogén transzport genetikai eredetli abnormalitdsai, melyek az LDL molekuldk
elimindldsi zavardhoz vezetnek, a kovetkezok: 1.) kdrosodés léphet fel az LDL
receptor ligandjaban, az apoB100 fehérjében vagy magdban az LDL receptorban; 2.)
az apoB fehérje defektiv szintézise a VLDL molekuldk szekrécidjdnak zavarit okozza
elsdsorban, mig a a LPL és apo CII defektusok dontden a VLDL metabolizmusban
észlelhetd abnormalitasokért feleldsek; 3.) az apoE gén szerkezeti valtozdsai ill. az
LDL receptor gén defektusai az IDL-clearance problémadiért ill. a plazma magas

koleszterin koncentracidjaért tehetdk felelossé.

A reverz koleszterin transzport és genetikai karosodasai

Az extrahepatikus szovetekbdl a HDL tdvolitja el a koleszterint és visszajuttatja a

madjba. FO apolipoproteinje a méjban és a vékonybélben képzddd apo Al és apo All

Ezek az apolipoproteinek foszfolipidekkel egyiitt nascens HDL-ként szekretdlodnak.



A foszfolipidek €s apolipoproteinek nagy része a kilomikronok és a VLDL felszinére,
majd lipolizis révén a HDL-bdl kialakul6 HDL3-ra keriil. A keringd lecitin-
koleszterin-aciltranszferdz enzim a HDL-hez kotodik és az apo Al altal aktivdlva
észterifikdlja a HDL feliiletére kotdodott szabad koleszterint. Az igy kialakult
koleszterinészterben gazdag HDL2 molekula koleszterinészter transzfer protein
segitségével trigliceridekkel kicserélodve lipoproteinekbe vandorol, amit a m4gj
triglicerid-lip4za hidrolizal. A hidrolizissel a HDL2 HDL3-ma alakul vissza, és ismét
képes szabad koleszterint felvenni. Az apoE-t tartalmazo, koleszteringazdag HDL2
molekuldkat a madjreceptorok kozvetleniil is képesek felvenni, 4m ennek
mechanizmusa ma még tisztdzatlan. A reverz koleszterintranszporttal kapcsolatban
nagyon kevés genetikai kdrosodast ismeteres, ezek 1.) a defektiv HDL produkciot,

valamint 2.) a HDL-koleszterin transzport defektusait foglaljdk magukban.

Az LDL receptor géndefektusok és a kardiovaszkularis betegségek kapcsolata

Az LDL receptor egy 5 doménbdl all6, 115 kD molekulatomegii fehérje. Amennyiben
a receptor barmely része karosodik, az az LDL felvétel zavardhoz vezet. A receptort
meghataroz6 gén promoter régiobol és az azt kovetd 18 exonbdl all. A gén a 19.
kromoszéma rovid karjan, disztalisan taldlhat6. Transzkripcidja feed-back
szabdlyozds alatt all, melyet az intracelluldris koleszterin mennyisége reguldl. LDL
receptor karosoddsok kozott ismeretesek kis €s nagy szakaszokat érintd deléciok,
inszerciok, nonszensz €s missence mutdciok egyarant. Eddig kb. 150, az LDL receptor
génben (LDL RG) fellépd DNS alteraciot irtak le, melynek tobb mint egyharmada a
plazma koleszterinszintjének emelkedését eredményezi. A génben fellépd delécidk és
muticidk helye és mértéke etnikai kozosségenként igen eltérd, azonban nem
ismeretesek  jellegzetes, minden etnikai kozosségre, népcsoportra jellemzd
génkarosodasok tn. mutacids forrd helyek. Egy adott orszdgon beliil is megfigyelhetd
a deléciok és mutdcidk variabilitdsa: pl. Finnorszdgban kiilonb6zd etnikai
kozosségekben eltérd DNS karosoddsokat taldltak. A Helsinki tipusi mutdcié
esetében példaul a 16. introntdl a 18. exonig deletdlt a gén (FH-Helsinki), mig az
észak karéliai etnikai kozOsségben a 6. exonban egy 6 bp hosszisagu szakasz
elvesztése (FH-North Karelia) az altaldanos. A FH-Helsinki gén esetében, jollehet
rendelkezik ligandk6to aktivitdssal a mutdns receptor, nem képes a sejtmembrannal

adekvat kapcsolatot létesiteni, igy nem johet létre az LDL partikulumok



internalizaci6ja. Becslések szerint minden ezredik ember mutdns FH-Helsinki gént
hordoz Finnorszdgban. Az elmult évek vizsgalatai szerint a FH-Helsinki allél igen
elterjedt Eszak-Finnorszdgban, mig az észak-karéliai teriileten hidnyzik. A FH-North
Karelia gén esetében egy kis, hat bazispar hosszisagu szakasz, delécidja miatt az
atirkeret megvaltozik és igy csak egy 345 aminosavat tartalmazé fehérje
szintetizdlodik, amely nem tud a membranhoz kapcsolddni. Ezen jellegzetes delécidk
felismerése juttatta abba a helyzetbe a finn egészségiigyet, hogy ma mér
rizikécsoportokban szirdvizsgélat jelleggel tesztelik a tipikus delécidk fenndlldsat, s

igy a genetikusan terhelt csalddok gondozasba vételére ideje kordn sor keriilhet.

ApoE polimorfizmus és kardiovaszkularis betegségek kapcsolata

Az apoE apolipoproteinnek, a kilomikron remnantok elimindldsa mellett, az IDL
clearance-ben betoltott szerepe kulcsfontossdgu. Az apoE a mdjsejtek kilomikron
remnant illetve LDL receptorainak ligandja. A gén hdrom gyakori allélja ismeretes
(€2, €3, €4). Ezek kombinécidja hat fenotipust eredményez (E2/2, E2/3, E3/3, E4/3,
E4/4, E2/4). A harom allél az apoE gén 4. exonjdban két l6kuszon kiilonbozik
egymastol, melyek 138 bp tdvolsdgra vannak egymadstdl. Egy-egy nukleotidcserét
kovetden a 112. és 158. aminosavhelyeken Arg—>Cys aminosavcserék jatszoédnak le.
Az E2/2 fenotipus 90%-ban a III. tipusu hiperkoleszterinémia kivéltdja, mig az E4/4
fenotipus a szérum magas koleszterinszintjével mutat szoros korreldciot, és ezaltal
fokozott kockdzati tényezot jelent a kardiovaszkuldris betegségek kialakuldsa

szempontjabol.

Az apoE polimorfizmus €s az atherogenezis kozotti kapcsolatra eldszor tapasztalati
tények hivtdk fel a figyelmet, nevezetesen az E4/4 apoE fenotipussal rendelkezd
betegek fiatalkorban manifesztal6dd sziv- és érrendszeri megbetegedései. Az utdbbi
években a vilag szdmos orszagdban/etnikai kozosségében végeztek vizsgdlatot az
apoE allél frekvencia meghatdrozasira, és szdmos kutatds eredménye alapjin
igazoldst nyert, hogy az atherosclerosis kialakuldsdnak és lefolydsdnak egyik
genetikai meghatdrozdja lehet az apoE gén polimorfikus tulajdonsidga. Az €4 allél
frekvencidja és a plazma koleszterin koncentracidja kozott a vizsgalt populdciékban

egyértelml Osszefiiggést talaltak, igy az €4 allél jelenlétét prediszpozicionak tekintik



az atherosclerosisra nézve. Menzel és munkatarsai (Arteriosclerosis, 3:310, 1983)
kimutattdk, hogy az €2 allél protektiv hatast fejt ki a coronaria atherosclerosis
kialakulasaval szemben: az €2 allél jelenléte heterozigéta formaban is (E2/3, E2/4)
csokkenti a koleszterin koncentraciot, ez a koleszterinszint-csokkentd hatas az adott
etnikai kozosségtol fliiggden 2-3-szorosa az €4 koleszterinszintnoveld hatdsanak. Az
€4 allél foldrajzi megoszlasa Eurdpan belill jellegzetes észak-déli gradienst mutat: a
déli népek esetében a €4 allél eldoforduldsi gyakorisdga joval alacsonyabb, mint az
északi kozosségekben. Az egyes népcsoportokon beliili apoE allélfrekvencia
gyakorisadgokat befolydsol6 tényezOk lehetséges okait vizsgéld specidlis tanulmanyok
hidnya miatt csak feltételezhetd, hogy az €4 allélfrekvencia eloszlds magyardzza
(legalabb részben) az egyes orszdgok/etnikai kozosségek kozotti kardiovaszkuldris

betegség prevalencidjat.



2. CELKITUZESEK
LDL receptor gén vizsgalatok

Magyarorszdgon a kardiovaszkularis betegségek genetikai hétterérének feltérképezése
ez iddig nem tortént meg. A lehetséges LDL RG kérosoddsok feltdrdséhoz a magyar
lakossdg nagymérvii etnikai keveredése €s a mutaciok kovetkezményesen nagyfoku
variabilitdsa miatt adekvat szOrOvizsgdlati modszer atvételére nincs lehetdség. A
lipidmetabolizmus és a familidris hiperkoleszterinémia genetikai hétterének jobb
megértése érdekében célul thztik ki egy tj, multiplex PCR elven alapuld
diagnosztikai teszt kidolgozasat, mely alkalmas a teljes gén vizsgélatara és a génben
1évo 20bp-ndl nagyobb mérett deléciok kimutatdsara. Egy ilyen el0szirésre alkalmas,
a rutindiagnosztika szintjén alkalmazhat6 eljards nemztekozi érdeklddésre tarthat
szamot, hisz a populdcidk nagyfoku genetikai variabilitisa — az izoldlt torzsi

kozosségeket leszamitva — vilagjelenség.

2.1. APOE VIZSGALATOK

A magyar populdciora vonatkozdan egyetlen adat 4ll rendelkezésre az apoE és az apo
AIV allélfrekvencidk vonatkozdsdban, s ez is mindossze 202 véradd genetikai
analizisén alapul, s adatai nehezen értelmezhetdoek. Az a tény, hogy a E3/2 fenotipusu
egyének koleszterin szintje szokatlanul magas, nem egyeztethetd Ossze az €2 allél
protektiv szerepérdl szamos etnikai k6zosség genetikai analizise kapcsdn feldllitott
teéridval. Onmagdban ez a diszkrepancia is feltétleniil indokolttd teszi a familidris
hiperkoleszterinémiaval stjtott csalddok apoE polimorfizmusanak tisztdzasat
hazdnkban. ApoE vizsgélataink célkitlizése a kelet-magyarorszigi
hiperkoleszterinémids populdcidban az apoE izotipusok és allélfrekvencidk
gyakorisdganak meghatdrozdsa volt.
e PCR RFLP mddszer segitségével arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy vajon
kiilonbozik-e a kelet-magyarorszagi hiperkoleszterinémids populdcidban észlelt
apoE allélfrekvencia eloszlds a magyar atlagpopulaciét reprezentdlé csoportban

mért allélfrekvencia eloszlastol;



® tovabbd célunk volt egy egylépcsds, zart rendszer(i, gyors diagnosztikai teszt
bedllitisa apoE polimorfizmusok vizsgdlatira, ami a rutindiagnosztikai

laboratériumokban helyettesitheti az 1do- és munkaigényes RFLP mddszert.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1. VIZSGALATI MINTAK ELOKESZITESE A GENETIKAI
VIZSGALATOKHOZ

Genomialis DNS preparalasa

A vizsgélatokat EDTA-val alvadasgatolt periférids vénas vér limfocitdibol nyert DNS
mintdkon végeztiik. A DNS prepardldsa Lahiri és munkatarsai (Nucleic Acid

Research, 19:5444, 1991) altal leirt séextrakcidés modszerrel tortént.

Genomialis DNS agaréz elektroforézis

A preparalt genomidlis DNS intakt voltat standard, 1%-os agar6z gélelektroforézissel

ellenoriztiik EcoR I HindIII A DNS marker mellett.

DNS koncentraciéo meghatarozasa

A DNS koncentrici6 meghatdrozdsa  GeneQuantll  (Pharmacia) DNS
spektrofotométerrel tortént a mintak szdzszoros desztillalt vizes higitasabol. A DNS
mintdkat tovabbi vizsgdlatra csak akkor haszndltuk fel, ha azok Azgonm/A280nm

hanyadosa nagyobb volt, mint 1.6.

3.2. LDL-RG VIZSGALATA

Vizsgalati populacio kivalasztasa

A teszt kidolgozasdhoz egészséges emberektdl szirmazé DNS mintdkat hasznéltunk.
A teszt validitdsdnak ellendrzéséhez ismert statuszi FH-Helsinki génnel rendelkezd
betegek DNS mint4jat hasznaltuk. A kelet-magyarorszdgi hiperkoleszterinémids
populdcion  végzett  vizsgdlatokhoz a  Debreceni Egyetem  Orvos- és
Egészségtudoményi Centrum I.sz. Belgydgyaszati Klinikdjan mkodd Regiondlis
Lipid Szakrendelésen gondozott, familidris hiperkoleszterinémidval sujtott betegeket

(n=20) vettiink be a vizsgalatba. A vizsgalatba vonas kritériumai a kovetkezdk voltak:



1.) szérum koleszterin szint >7.8mmol/l, 2.) szérum LDL koleszterin szint >4.9
mmol/l, 3.) normdl triglicerid szint, 4.) tendon xanthomdk jelenléte, 5.) tendon
xanthomak és/vagy hiperkoleszterinémia jelenléte legalabb egy elsofokt rokonnal, 6.)
fiatalkori miokardidlis infarktusra nézve pozitiv csalddi anamnézis. A vizsgélatba
bevont egyének koziil senki sem szenvedett szivbetegségben, vese, mdj vagy
pajzsmirigy megbetegedésben, illetve semmilyen egyéb kronikus betegségben (mint
példaul diabetes, hipertonia). Amennyiben a gondozott betegek barmilyen
véralvadasgatlé gyogyszert szedtek, azt kizaré tényezoként értékeltilk. Mindannyian
belegyezésiiket adtdk az LDL RG vizsgdlathoz. Az LDL RG analizishez vett vérrel
egyidejileg, a terdpids beavatkozds megkezdése elott, minden vizsgalati személytol
,lipid panel” (szérum koleszterin, HDL koleszetrin, LDL koleszterin, apo Al, apoB,

Lp(a), triglicerid, lipid elektroforézis) meghatdrozas tortént standard médszerekkel.

Multiplex PCR

Az LDL RG teljes atir6do szakaszat amplifikaltuk polimerdz lancreakcid segitségével.
A 2, 3,4,5, 6,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16. exon szintézis€hez sajit tervezésii
oligonukleotidokat haszndltunk, mig a promoéter régid, 1, 7, 8, 9, 17 és 18. exon
amplifikdldsdhoz a Hobbs és munkatarsai (Human Mutation, 1:445, 1992) A4ltal
tervezett primerpdarokat alkalmaztuk. Az 50ul-es reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd
volt: 0.3ug genomidlis DNS, 10 mmol/l, Tris-HCI (pH 9.0), 50 mmol/l KCl, 1.5-1.5
mmol/l dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1-1 umol/l primer, 2.5 U Taq polimeraz, 10%
DMSO. A kezdeti denaturaciot kovetden programozhaté hotermosztitban 35 PCR
ciklust alkalmaztunk (Gene Machine Junior, UNITEK). A ciklusok paraméterei a
kovetkezok voltak: 1 perc inkubdlds 94°C-on, 1 perc inkubdlds hibridizacids
homérsékleten, 2 perc inkubdlds 72°C-on. A reakcidé optimalizdldsa érdekében a
lancreakcié minden paraméterét teszteltiik minden atirt szakaszra, igy a reakcidkozeg
komponenseinek koncentracié véltozasat, homérsékleti optimumokat denaturiciora,
hibridiz4ciora, polimerizaciéra. A mdédszer bedllitdsa sordn a keletkezett amplikonok
mérete kozotti kiilonbségeket felhaszndlva gy allitottuk 6ssze a tesztrendszert, hogy
a teljes gén 7 reakcidelegyben amplifikdlhatd, és egyetlen elektroforetikus 1épéssel
egymastol jol elkiilonithetd savokként vizualizalhaté legyen. Ilyen médon 83-386 bp

hosszisagu szakaszok szintetizdlhatok két hibridizaciés homérséklet alkalmazasaval.
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Az 1, 2, 3 sz. reakcidelegyek esetében a hibridizacids homérséklet 51°C volt, mig a
tobbi (4, 5, 6, 7 sz.) reakcidelegy esetében 47°C-os homérsékletet alkalmaztunk. A
PCR reakcié utdn a szintetizdlt DNS szakaszokat tartalmazé 50ul-es elegyet
vdkumcentrifuga (Automatic Environment SpeedVac, AES 1000 Savant) segitségével

8ul térfogatra koncentraltuk.

Agaroéz gélelektroforézis

A szintetizalt amplikonokat 3.5%-o0s agar6z gélben 1xTBE pufferben, pBR322 Haelll
DNS marker mellett elektroforetizaltuk.

3.2. APOE POLIMORFIZMUSOK VIZSGALATA

Vizsgalati populaci6 kivalasztasa

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum I.sz. Belgydgyaszati
Klinik4jan mikodo Regionalis Lipid Szakrendelésen gondozott
hiperkoleszterinémidval sujtott betegeket (n=247) vettiink be a vizsgdlatba. A
vizsgélatba vonds kritériumai ugyanazok voltak mint az LDL RG vizsgélat esetében.
Referencia populdcioként a magyar populdciét reprezentdld, irodalmi kontroll

csoportot fogadtuk el (n=202; Hallman et al, Am J Hum Gen, 49:338, 1991).

PCR RFLP

Az ApoE genotipus meghatarozast Hixon (J Lipid Res, 31:545, 1990) és munkatarsai

altal kidolgozott mddszer alapjan végeztiik.

Poliakrilamid gélelektroforézis

Az emésztett fragmentek vizualizdldsat standard poliakrilamid gélelktroforézissel
végeztik. A 9%-os semleges akrilamid gél 0.2% APS-t, 0.15% TEMED-et

tartalmazott, a DNS fragmentek elektroforézise 1xXTBE pufferben és pBR322 Haelll
DNS marker mellett tortént.
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Mutécidé-analizis olvadaspont analizissel

Az olvaddspont analizissel torténd genotipizdldst Aslanidis és munkatdrsai (Clin
Chem, 45:1094, 1999) éltal kidogozott médszerrel végeztiik LightCycler real time
PCR (Roche) késziiléken.

Statisztikai modszerek

Az eredmények kiértékelés€hez STATA 5.0 programcsomagot hasznéltunk. Az
Osszefiiggés jellemzésére esélyhanyadosokat alkalmaztunk, melyeket a Cornfield
modszere alapjan szamitott 95%-os konfidencia intervallumaikkal egyiitt tiintettiink
fel. Referencia kategoéridnak az apoE 3/3 genotipust jeloltiik ki, ehhez viszonyitottuk a
tobbi  izotipus eldforduldsi gyakorisdgat és az izotipusokkal kapcsolatos
esélyhanyadosokat. Az  allélfrekvencidkat és esélyhdnyadosokat standard
modszerekkel szdmitottuk —pl. €2 allél frekvencidjdnak szdmitdsa a kovetkezd
algoritmus alapjan tortént: {(2*apoE2/2 allélek szdma+apoE3/2 allélek szdma
+apoE4/2 allélek szama)/az Osszes, vizsgdlatban részt vett allél}. Az allélfrekvencidk
kozotti statisztikai kiillonbséget x> probaval vizsgaltuk. Az dltalunk végzett vizsgdlat
statisztikai ereje 80%, szignifikancia szintje 5%. Figyelembe véve azt a tényt, hogy a
referenciapopulédcidban az €4 allél elofordulédsi gyakorisdga 12.90%, az alkalmazott
mintaszammal (247 hiperkoleszterinémias beteg, és 202 egészséges egyén) az apoE

allélfrekvencia eloforduldsi gyakorisag 22.85%-o0s véltozdsa kimutathato.
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4. EREDMENYEK

4.1. Az LDL RG vizsgailat eredményei

Uj, multiplex PCR elven alapulé diagnosztikai tesztet dolgoztunk ki, mely
alkalmas a 20bp-nél nagyobb méretli deléciok kimutatdsara, fiiggetleniil attél, hogy
azok a gén atir6d6 szakaszan hol helyezkednek el. A promoéter régiét €s az egyes
exonokat teljes mértékben kozrefogé primerparokat haszndlva, polimeraz
lancreakcid segitségével a teljes gén atir6dé szekvencidja exononkénti bontdsban
szintetizdlhat6 €és tanulmanyozhato.

A teszt alkalmazdsaval a teljes LDL receptor gén igen rovid ido alatt levizsgélhat6
a delécids genetikai karosoddsokra. A szintetizalt amplikonok alkalmasak tovédbbi
molekuldrbioldgiai (szekvendlds, SSCP analizis) vizsgdlatokra is, igy lehetové
valik a gén finomabb szerkezeti kdrosodasainak kimutatasa.

20 familiaris hiperkoleszterinémidban szenvedd kelet-magyarorszagi beteg DNS
mintdjadnak analizise sordn nem taldltunk deletalt LDL receptor génnel rendelkezd
DNS mintat. Vizsgédlatunk alapjan valdszinlsithetd, hogy a kelet-magyarorszigi
hiperkoleszterinémids allapotok hétterében nem az LDL receptor gént érintd nagy

genetikai dtrendezddések vagy deléciok allnak.

4.2. Az apoE vizsgalat eredményei

PCR RFLP vizsgalattal 247 25-65 éves hiperkoleszterinémids beteg esetében
végeztiink apoE genotipus meghatdrozast. Az izotipusok eloszlasdban x> préba
alkalmazdsdval nem taldltunk szignifikdns kiillonbséget a referencia csoport és
hiperkoleszterinémiés csoport tagjai kozott.

Nem taldltunk arra utal6 bizonyitékot, hogy a hiperkoleszterinémiés betegek apoE
allélfrekvencia megoszlasa eltérd lenne a referenciacsoportétol.

A gyorsabb genotipizdlds érdekében intézetiinkben bevezettik az apoE
pontmuticiok olvaddsponton alapulé mutdcidanalizisét. A  genotipizalas
idotartama a hagyomdnyos mddszerrel végzett mivelet toredékére csokken, igy
ezzel a moédszerrel 32 minta genotipizdlhaté 100%-os biztonsdggal mintegy 50

perc alatt, ami jelentds idomegtakaritds a kordbbi 12 6raval szemben.
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5. DISZKUSSZIO

A jelenleg ismert LDL receptor gént érintd genetikai elvaltozasok nagyfoku
variabilitdst mutatnak: jelenthetnek kis és nagy delécidt, inszercidt, nonsense, és
missence mutdciét. Az a tény, hogy a génben eziddig nem azonositottak mutacids
forr6 ponto(ka)t, igen megneheziti a veszélyeztetettség kimutatdsiat. A lehetséges
genetikai kdrosoddsok széles skdldja miatt egy populédcié vagy rizikocsoport sziirésére
nem lehet mér bevezetett vizsgdlatokat dtvenni, hanem egy olyan tesztrendszert kell
kidolgozni, amely lehetdséget ad a gén teljes szakaszdnak analizisére.
Célkitlzésiinknek megfelelden kidolgoztunk egy olyan multiplex PCR elven alapul6
modszert az LDL RG delécios kdrosodasainak vizsgalatara, amely alkalmas a teljes
gén analizisére és a génben 1évd, 20bp-ndl nagyobb szakaszt érintd, delécidk
kimutatdsdra. Ez a tesztrendszer egyben kiinduldsi vizsgélatként szolgdlhat a gén

tovabbi analiziséhez.

A tesztrendszer alkalmazdsdval nyert eredményeink arra utalnak, hogy a kelet-
magyarorszagi hiperkoleszterinémids betegek esetében valdszinlileg minor deléciok
vagy mutéciok jelentik az LDL receptor defektust, melynek igazoldsara a szintetizalt
PCR termékek részletesebb analizisével (szekvendlds, SSCP analizis) kell folytatni a

vizsgélatokat.

Ezidaig hiperkoleszterinémids populédcion apoE allélfrekvencia vizsgalat nem tortént,
illetve nincs erre vonatkozé kozlés a szakirodalomban. Vizsgdlataink alapjan
megéllapithatd, hogy a hiperkoleszterinémids populdcidoban észlelt allélfrekvencia
eloszldas nem kiilonbozik szignifikdnsan az 4ltaldnos populdcidban észlelttdl.
Megfigyelésiink nem tdmasztja ald azt a hipotézist, miszerint az €4 allélre nézve
homozigéta vagy heterozigéta egyének fokozott kardiovaszkuldris betegség
kockazatnak vannak kitéve. Ugyanakkor nem zérhato ki, hogy a sziv és érrendszeri
betegségek Kelet-Magyarorszagon észlelt magas prevalencidjanak hatterében olyan

metabolikus zavarok allnak, melyekben az apoE izotipusok is involvéltak.

Adataink alapjan felvethetd a kérdés: az apoE polimorfizmus vizsgédlat eredménye

alapjan  véleményezhetd-e az egyén veszélyeztetettsége kardiovaszkuldris
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betegségekkel szemben? Napjainkban egyre tobb laboratérium tervezi az apoE
polimorfizmusok — mint a kardiovaszkularis betegségek egyik kockdzati tényezdje —
meghatdrozdsdnak bevezetését, azonban fontos kihangsulyozni, hogy még nem all
rendelkezésre elegendd ismeret a szakirodalomban az apoE polimorfizmusok szérum
koleszterin szintre gyakorolt hatdsdra vonatkozéan. Tovabbi kutatdsok sziikségesek a
lipidhdztartdsban involvalt egyéb gének genetikai polimorfizmusainak és a

hiperkoleszterinémia kiilonb6z0 tipusai kozotti kapcsolat vizsgélatara is.

Az eredmények népegészségiigyi hasznosithatésaga

Morbiditdsi és mortalitdsi statisztikai adatok egybehangzdan igazoljdk a
kardiovaszkuldris és daganatos megbetegedések silyozott népegészségiigyi
jelentdségét a magyar népesség vonatkozdsiban. Az orszdgon beliili teriileti
egyenlotlenségek elemzésével igazoldst nyert, hogy a keringési betegségek okozta
korai haldlozds az orszdgos 4tlagndl szignifikdnsan magasabb Eszakkelet-
Magyarorszdgon. Az idd elotti haldlozashoz vezetd népbetegségek esetében a
megeldzés €s a gydgyitd ellatds szinvonalanak emeléséhez nélkiilozhetetlenek azok az
adatok, melyek a hajlamositd6 genetikai defektusokat és konstelldcidkat, a
korfolyamatok progresszidjahoz rendelhetd genetikai elvéltozdsokat irjak le, s ezaltal
diagnosztikus, terdpids, prognosztikus és prevencids konzekvencidk levondsat teszik
lehetové. Az elmult évtizedben igen nagy szamu kozlés latott napvildgot a familidris
aggregaciot mutatd kardiovaszkuldris betegségek genetikai hétterére vonatkozdan. A
kozlések Oridsi szdma csak részben magyardzhatdé az intenziv kutatdssal; az okok
kozott dontd sullyal szerepel az a tény, hogy a genetikai prediszpoziciét jelentd
eltérések geografiai, regiondlis, sot etnikai variabilitdst mutatnak. Kovetkezésképp
nem lehet egy orszdgos genetikai, molekuldris epidemioldgiai szlrdprogramot
nemzetkdzi  adatokra alapozva tervezni, alapfeltétel az adott orszag
régidiban/etnikumaiban jellegzetes eltérések feltdrdsa, melyre a késobbiekben a
sziroprogram épithetd. Hazdnkban ezek az adatok teljesen hidnyoznak, igy a
kardiovaszkularis  betegségek primer prevencidjat célz6 hazai  genetikai
epidemioldgiai szlrOprogramokra, ill. a szlrési és a kovetkezményes gondozdsi
algoritmusok kidolgozdsara kell javaslatot tenni. A kadiovaszkuldris betegségek
genetikai  hatterének alaposabb megismerésével a begetségek prevencidja

koncepciondlisan Uj alapokra helyezhetd. Az egyének genetikai fogékonysdganak

15



kimutatdsa lehetdséget ad a megbetegedések primer (preszimptomds) prevencidjanak
megvaldsitdsdra, mely az egyén esetében a betegségmentes életévek szamanak
novekedését, az egészségiigyi ellatds koltségvetésének szempontjabol pedig a
kronikus kardiovaszkuldris betegségek kovetkeztében kialakult ellatdsi koltségek

csOkkenését vonhatja maga utan.
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