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Bevezetés

1. A populécios alapu genetikai adatok jelentésége a megeldzésben

A XXI. szézadban a human genomot célzd genetikai vizsgalatok kdzponti szerepet
jatszanak a népegészségiigyben azaltal, hogy rendelkezésre bocsatjak azon informaciokat,
melyek sziikségesek a betegségek megeldzéséhez és a kialakuldsuk kockézatanak
becsléséhez. A genetikai vizsgalatok eredményeinek felhaszndldsa, a lakossag
egészségének javitdsa €s a betegségek prevencidja céljabol nagymértékben fligg az
orvostudomany és népegészségiigy teriiletén kivitelezett vizsgalatok eredményeit6l. A
betegségekre hajlamosité un. kandidans géneket tobbségében magas rizikdju csaladokban
vagy valogatott populdciokban ,.fedezték fel”. Miutan egy kandidans gén azonositdsra
kertilt tovabbi epidemiologiai vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy az adott génvaridns
populacios hatdsa kvantifikdlhato legyen valamint, hogy lehetévé valjon a vele
interakcioba 1ép6 kornyezeti tényezd(k) azonositasa illetve hatasanak becslése.

Csalad-, vagy populécids alapu genetikai asszociacids vizsgalatok végrehajtasaval
sor keriilhet egy adott génvarians és betegség kozotti 6sszefliggés meghatarozasara, azaz
annak megvalaszolasara, hogy egy egyénben, aki egy vagy két magas kockazath
génvarianst hordoz emelkedett e a betegség kialakulasanak kockézata. Az eset-kontroll
vizsgalati elrendezés az asszocidcios vizsgalatok gyakori tipusa, amely 6sszehasonlitja a
génvarians gyakorisagat az egyének két jol meghatarozott csoportjaban: a) esetek, akiknél
diagnosztizaltdk a betegséget (reprezentalniuk kell a forrdspopuldcioban levd Gsszes
esetet) és b) kontrollok, akik vagy a nem-betegek koziil vagy a teljes populdciobol
random moddon kertiltek kivalasztasra. Ha a kontrollok nem reprezentaljak megfelelen a
forraspopulaciot ahonnan az esetek kivalasztasra keriiltek kivalasztasi hiba jelentkezhet
igy a genetikai és/vagy kornyezeti tényezOk megoszlasa az eset és kontroll csoportban
nem lesz dsszehasonlithato.

A genetikai epidemioldgiai vizsgalatokban tobbnyire adott betegségben szenvedo
esetcsoportok  genotipus-megoszlasat  hasonitjdk  0ssze  betegségtdl  mentes
kontrollcsoportok genotipus-megoszlasaval. Ez a fajta kontrollvalasztds azonban nem
teszi lehetdvé a populdcios szintli kockdzatbecslést, ami népegészségiigyi szempontbodl

kiemelten fontos, mert alapot szolgaltat a populacios jarulékos kockazat becsléséhez.



Felismerve a populacios alapti megkozelitésben rejlo lehetdségeket a kronikus
betegségekre hajlamositd gének kereséséhez szdmos orszagban alakitottak ki populacio

alapu biobankot, mely alkalmas az allélfrekvenciak populacids szintli becslésére.

2. A Magyar Referencia DNS Biobank sziikségessége

Egy rizikéallélhez rendelhetd jarulékos kockdzat minden allél esetén mas, tovabba
eltekintve egyéb all¢lok és kornyezeti tényezOk hatasatdl, ez a kockazat az allél
populacios prevalenciajanak fliggvényében valtozik. Mivel egyik populacidban jelen 1€vo
allélspektrum direkt modon nem alkalmazhatd kockazatbecslésre egy masik
populdcidban, igy ahhoz, hogy becsiilni tudjuk egy adott gén fogékonysagban betdltott
szerepét, eldszor fel kell mérni a rizikdallélek prevalencidjat a magyar populdcioban.

A kozelmultban strukturalt irodalmi attekintést végeztiink azzal a céllal, hogy a
magyar populacioban bizonyos kiemelt népegészségiigyi jelentdségli kronikus betegségek
kialakulasaért felelossé tehetd rizikoallélek populédcios prevalencidjat jellemezziik. A
magyar populdcion elvégzett genetikai epidemiologiai vizsgalatok az eset-kontroll
elrendezést alkalmazva jellemzden Uin. asszociacids vizsgalatok voltak, néhany szazas
nagysagrendl esetszammal. Az esetek mellé pedig az adott betegségtdl mentes, és nem a
magyar lakossagra reprezentativ kontrollcsoport keriilt kivalasztasra. Az ilyen modszerrel
kialakitott vizsgalati populaciokban becsiilt allélfrekvenciak nem az altalanos magyar
lakossagra jellemzO eloszlast becsiilik, €s nem alkalmazhatok altalaban annak
eldontésében, hogy populdcios szinten az adott muticid €s a betegség kozott van-e
kapcsolat. A jovOben végzett fogékonysagi vizsgdlatokhoz elengedhetetlen tehat egy
olyan DNS mintapopulacio kialakitasa, mely a magyar lakossagot megfelelden
reprezentalja, igy populéacios referenciakontrollként hasznalhaté fel. Fontos kiemelni,
hogy populacié alapu reprezentativ DNS biobank hazdnkban eddig még nem keriilt

kialakitasra.

2.1. A referencia DNS biobank kialakitasa

A Haziorvosi Morbiditasi Adatgytijtési Program (HMAP) jo IlehetOséget
szolgaltatott a referencia DNS biobank koltséghatékony kialakitasara. A HMAP 1998-



ban a Debreceni Egyetem Népegészségiigyi Iskola és az ANTSZ kozremitkodésével jott
létre kiemelt népegészségligyi jelentségli kronikus betegségek prevalencidjanak és
incidencidjanak monitorozasara. A kozelmultban a HMAP infrastruktirajara épitve
szamos epidemiologiai vizsgalat zajlott, melynek keretein beliil keriilt sor a magyar
lakossagra nem, kor és foldrajzi eloszlas szempontjabdl reprezentativ referencia DNS
biobank kialakitisara.

A DNS mintagytlijtés alapvetd célja volt, hogy népegészségiigyi szempontbol
jelentds betegségekre hajlamositd genetikai eltérések altalanos gyakorisaganak
jellemzésére alkalmas gyiijtemény jojjon létre. A referenciapopulacioba bekeriilé egyes
személyek kivalasztdsa minden vizsgalatban véletlenszerlien, eldzetesen meghatarozott
algoritmus alapjan tortént a HMAP-ban résztvevd haziorvosok kozremiikddésével. A
tobblépcsds mintavétel elsd 1€pésében a vizsgalatba bevont megyék lakossaganak kor- és
nem szerinti eloszlasa alapjan képzett megyei mintanagysagok meghatarozasara kertilt
sor. A masodik Iépésben egy adott megyében a részvételt vallalé haziorvosok praxisainak
kor ¢és nem szerinti eloszlasa alapjan a praxis-specifikus mintanagysagokat
meghatérozasa tortént meg. Harmadik 1épésben keriilt sor a cirkuléris szisztematikus
véletlen mintavétellel a ,referencia-személyek” kivalasztasara, melynél nem és kor
szerint aranyos mintavételre torekedtiink.

A résztvevd haziorvosok feladata volt a demografiai, antropometriai adatok
gyljtése, fizikalis vizsgalat és vérmintdk gyljtése laboratoriumi vizsgalatra. A DNS

vizsgalatdhoz EDTA-val alvadasgatolt vér gytijtésére keriilt sor.

2.2. A biobank kialakitasanak kdvetelményei

2.2.1. Reprezentativitas

A referencia DNS biobank kialakitdsahoz felhasznalt epidemiologiai vizsgalatok
kohorsz populacioi az adott megye lakossagszama, nem-, és kor szerinti megoszlasa
alapjan kertilt kialakitasra (Isd. alabb - A biobank bemutatasa). A részt vevd megy¢k oly
modon keriiltek kivalasztasra, hogy mind a keleti és nyugati orszagrész képviseltetve

legyen. A HMAP-ban résztvevd haziorvosok kivalasztdsa soran fontos szempont volt,



hogy a praxisaik reprezentativak legyenek az adott megye Osszes praxisara mind a

teleptilés lakossadgszdma mind foldrajzi elhelyezkedés tekintetében.

2.2.2. Elegendd mintaszam és megfeleld statisztikai erd

A kronikus betegségek genetikai hattere olyan génvariansok ereddjeként alakul ki
melyek a populacidoban gyakorta eléfordulnak, egyenként pedig csak kis hatast fejtenek ki
a betegség kialakitasanak kockazatara ( EH=1,2-1,5). Igy a biobankok kialakitasakor
fontos annak tisztazasa, hogy alkalmasak lesznek e ezen ,kis hatas” detektalasara. Ezért

alapvetd fontossagu volt a minimdlisan sziikséges mintaszam becslése.

2.3. Az G6sszegylijtott vérmintak feldolgozasa

Az EDTA-val alvadasgatolt vérmintdk a laborparaméterek vizsgalatahoz
sziikséges nativ vérmintaval egyiitt 3 6ran beliil a megyei ANTSZ intézetekbe keriiltek,
ahol a mintak eldzetes feldolgozasa €s atmeneti taroldsa tortént. Innen kertiltek a mintak a
genetikai analizis €s a laboratoriumi vizsgélat helyszinére.

A DNS extrakci6 a Magna Pure LC DNA Isolation Kit-Large Volume
felhasznalasaval tortént a gyartd utasitasait kdvetve. Az extrakciot kdvetden a mintak
aliquotokban kertiltek taroldsra. A hossza tavu tarolas -80°C-on a rovid tavu tarolasa +4

°C-on torténik.

2.4. Standard koriilmények biztositasa

A vizsgélat(ok) validitasanak meghataroz6 eleme a vérnyomasmérés, a vérvétel €s
a fizikalis vizsgélat standard kivitelezése. Az ebbdl adodo torzitas kikiiszobolésére a
vizsgalat(ok) kezdetét megeldzden a résztvevo haziorvosoknak oktatdson kellett részt
vennilik, ahol elsajatitottdk a vizsgalatokkal szemben tamasztott alapvetd modszertani
elvarasokat. A szérum mintakbol a klinikai paraméterek meghatarozasa minden esetben

egyetlen (referencia) laboratoriumban tortént.



3. A biobank bemutatasa

3.1. Populécios alapti biobank

A Dbiobankok egyik tipusiat az Un. populdcios alapu biobankok képviselik,
melyekben az egyedek egy meghatarozott célpopulaciobol keriilnek kivalasztasra, oly
modon hogy a kivalasztdsuk fliggetlen legyen a betegségstatusztol. A létrehozott
populdcidos minta reprezentativ a lakossdg egészére ezért, alkalmazhatd referencia

vizsgalatok elvégzésére.

3.1.1. A kardiovaszkuldris megbetegedésekre hajlamositdé genetikai eltérések
feltérképezést célzo genetikai epidemiologiai vizsgalatok

referenciapopulacioja

A vizsgélat forraspopulacidja a HMAP-ban 2001-ben részt vevd Gyor-Moson-
Sopron, Hajdu-Bihar, Szabolcs-Szatmar-Bereg és Zala megyék haziorvosi praxisaihoz
tartoz6 20 éves €s annal idésebb férfi és noi lakossag. A megyék lakossagszama €s 1999.
évi kor és nem szerinti eloszlasa alapjan keriilt kialakitasra a vizsgalati populéciot alkotod
1196 6. Ez a mintanagysag lehetové teszi, hogy a sziv- és érrendszeri megbetegedések
rizikdgénjeinek eléfordulési gyakorisagat nagy pontossaggal meghatarozhassuk a magyar
populacioban. A vizsgalatban gyiijtott vérmintakbol a DNS-preparalas technikailag 1184
esetben volt kivitelezhetd. Az egyedek kor- és nem szerinti eloszlasa az alabbiak szerint
alakul: Gyor-Moson-Sopron megye: 127 férfi, 157 né; Hajdu-Bihar megye: 171 férfi, 187
nd; Szabolcs-Szatmar-Bereg megye: 168 férfi, 187 nd; Zala megye: 86 férfi, 101 nd.

Rendelkezésre 4ll6 adatok kore: demografiai adatok, teststly, testmagassag, lipidprofil.

3.1.2. A metabolikus szindréma el6fordulasanak, klinikai jellegzetességeinek
vizsgalata a felndtt magyar lakossag korében cimii keresztmetszeti vizsgalat

soran gyujtott kontrollcsoport

A forraspopulaciét a HMAP-ban 2005-ben részt vevd nyolc megye (Baranya,
Bacs-Kiskun, Gyo6r-Moson-Sopron, Hajdu-Bihar, Heves, Komarom-Esztergom,

Szabolcs-Szatmar-Bereg és Zala) haziorvosi praxisaiba tartozd 20-69 éves férfi és noi



lakossag alkotta. A vizsgalati minta tervezett elemszama 2006 6 volt. Ez a mintanagysag
lehetdvé tette, hogy a metabolikus szindroéma International Diabetes Federation
kritériumrendszerének  megfelelden  legkisebb  gyakorisaggal bird  indikator-
paraméterének (koros HDL-koleszterinszint) kordbbi vizsgalatok alapjan becsiilt
gyakorisagat (4,8%) 20-25%-os eltéréssel detektalhassuk, illetve a vizsgalt gének
polimorfizmusainak el6fordulasat meghatarozhassuk. 1819 f6 vett részt onkéntesen a
vizsgalatban. A DNS-preparalas technikailag 1783 esetben volt kivitelezhetd. Az egyedek
kor- és nem szerinti eloszlasa az aldbbiak szerint alakult: Baranya megye: 102 férfi, 120
nd; Bacs-Kiskun megye: 149 férfi, 164 no; Gyor-Moson-Sopron megye: 109 férfi, 134
n6; Hajdu-Bihar megye: 117 férfi, 140 né; Heves megye: 86 férfi, 95 nd; Komarom-
Esztergom megye: 69 férfi, 80 nd; Szabolcs-Szatmar-Bereg megye: 137 férfi, 138 nd;
Zala megye: 72 férfi, 71 n6. A gylijtott adatok kore: demografiai adatok, lipidprofil,
testmagassag, testsuly, haskorfogat, vérnyomas, gyodgyszeres kezelés, kreatinin, hugysav,

majenzimek, gliikkdz, hipertonia, elhizottsag.

3.2. Betegség specifikus biobank

A biobankok masik tipusa az un. betegség specifikus biobank, amely adott
betegségben szenvedd egyének DNS mintdit és ahhoz tartozd adatokat foglal magéba. A
betegség specifikus biobankok egyedeinek mintai kombinalhatéak kontroll csoportokkal,

igy megfeleld alapot kinalnak eset-kontroll vizsgalatokhoz.

3.2.1. ,,A Il-es tipusu diabetes mellitus ellatasanak feltérképezése a haziorvosi

gyakorlatban” cimii vizsgalat keretében gytijtott kontrollcsoport

A forraspopulaciot a HMAP-ban részt vevd tizenegy megye (Baranya, Borsod-
Abauj-Zemplén, Bacs-Kiskun, Gyd6r-Moson-Sopron, Hajdu-Bihar, Heves, Komarom-
Esztergom, Nograd, Szabolcs-Szatmar-Bereg, Szolnok, Zala) héziorvosi praxisaiba
tartozd 35 éves ¢és idosebb Il-es tipusu diabetes mellitusban szenvedd ¢€l6 lakossag
alkotta. A DNS-preparalas technikailag 1300 esetben volt kivitelezhetd. Az egyedek kor-

€s nem szerinti eloszlasa az aladbbiak szerint alakul: Baranya megye: 88 férfi, 77 no;



Borsod- Abauj-Zemplén: 35 férfi, 38 nd Bacs-Kiskun megye: 59 férfi, 53 nd; Gyor-

Moson-Sopron megye: 35 férfi, 42 n6; Hajdu-Bihar megye: 28 férfi, 30 nd; Heves

megye: 50 férfi, 49 né; Komarom-Esztergom megye: 27 férfi, 38 n6; Nograd megye: 41

férfi, 47 n6; Szabolcs-Szatmar-Bereg megye: 116 férfi, 158 nd; Szolnok megye: 41 férfi,

38 n6 Zala megye: 110 férfi, 100 n6. A gyljtott adatok kore: demografiai adatok,

lipidprofil, testmagassag, testsuly, haskorfogat, vérnyomas, HbAlc, kreatinin, hugysav,

CRP, ALP, mgjenzimek, gliikoz, hipertonia, elhizottsag.

N

. A Magyar Referencia DNS Biobank haszna és kihivésai

crer

kritériumok szerint létrehozott biobank szolgéltathat elfogadhatdé becslést. A
populécios jarulékos kockazat becsléséhez, tovabba annak méréséhez, hogy a
genetikai varidnsok a betegségekre vald fogékonysag kialakitdsdban milyen
mértékben vesznek részt populdcios allélfrekvencidk és genotipus prevalenciak
sziikségesek.

Elosegiti a jovoben tervezett kutatasokat azaltal, hogy megkonnyiti a
multifaktorialis eredetii betegségek kialakulasahoz vezetd genetikai fogékonysag
becslését, betegségekhez tartozo ismert legfobb genetikai faktorok és kornyezeti
tényezok szamszerlisitését.

A DNS biobankot elérhetévé kell tenni a tudomanyos koézosség ezen belill az
orvosbioldgiai kutatdsok szamara. Ennek érdekében, tervezziik, hogy csatlakozunk
a Biobanking and Biomolecular Resources Research Infrastructure pan-eurdpai
halézatahoz.

Az egészségiigyben €s kutatdsban hasznosithat6 elonyok mellett szdmos etikai, jogi
¢s tarsadalmi vonatkozéssal szdmolnunk kell. Néhany ezek koziil a nagyon fontos
kérdések kozil pl. a megfeleld tdjékoztatason alapuld beleegyezés, a donor

személyének adatainak bizalmas kezelése €s a rendszeres nyilvanos konzultacio.



5. A Magyar Referencia DNS Biobankra épiilé genetikai epidemiogiai vizsgalatok

A Magyar Referencia Biobank DNS mintait kontroll csoportként eddig az alabbi

genetikai epidemiologiai vizsgalatokban kertiltek felhasznélésra:

1. Study on the association of insertion/deletion polymorphism of angiotensin-1
converting enzyme and metabolic syndrome in Hungarian adults.

2. Identification of multiple common variants for celiac disease influencing immune
gene expression.

A kozelmultban egy nemzetk6zi kollaboraciés munka keretében egy

masodik generacids, genom szintli asszociacids vizsgalatra (4533 eset és 10750
kontroll részvételével) keriilt sor, mely a coelidkidra vald fogékonysag genetikai
komponensének meghatarozasara iranyult. Ezt kdvetéen 7 egymastol fiiggetlen
eset-kontroll vizsgalati csoportban (4918 coelakias eset és 5684 kontroll, melyek
mindegyike eurdpai populaciokbol szarmazott) mintegy 131 ,,single nucleotid
polymorphism” (a GWAS alapjan (Pgwas<10) valasztott 113 SNP és mar
korabbrol ismert 14 gén 18 variansa ) sikeres genotipizalasara keriilt sor. A
Magyar Referencia DNS Biobankbdl keriilt kivalasztasra egy 1067 {6t tartalmazo,
a magyar lakossagra reprezentativ kontroll csoport. A vizsgalatban 13
genomrégio estén kaptak szignifikdns eredményt (Pkombjna']t<5><1078), melyek
tobbnyire az immunrendszerben funkcionalis szerepet jatszd géneket kodolnak pl.
a BACH2, CCR4, CD80,CIITA/SOCSI/CLEC16A, ICOSLG, ZMIZ1 vagy az
ETS1, RUNX3, THEMIS és TNFRSF14 gének melyek kulcsszerepet jatszanak a T
sejtek thymusban torténd szelekcidja soran.

3. Fine mapping of the CELIAC2 locus on chromosome 5q31-q33 in the Finnish and
Hungarian populations.

4. Cost-effective HLA typing with tagging SNPs predicts celiac disease risk
haplotypes in the Finnish, Hungarian, and Italian populations.

5. IL23R in the Swedish, Finnish, Hungarian and Italian populations: association
with IBD and psoriasis, and linkage to celiac disease.

6. Linkage and association study of FcgammaR polymorphisms in celiac disease.



7. Association study of the IL1S8RAP locus in three European populations with
coeliac disease.

8. The shared CTLA4-ICOS risk locus in celiac disease, IgA deficiency and
common variable immunodeficiency.

9. Myosin IXB gene region and gluten intolerance: linkage to coeliac disease and a
putative dermatitis herpetiformis association.

10. Association of the 8.1 ancestral MHC haplotype with colorectal cancer risk.

11. Modulation of the risk of coronary sclerosis/myocardial infarction by the
interaction between factor XIII subunit A Val34Leu polymorphism and fibrinogen

concentration in the high risk Hungarian population.

6. A vizsgalat célja

Vizsgélatunkban célunk volt a magyar lakossagot kor-, nem-, és foldrajzi
megoszlas szerint reprezentdlo Magyar Referencia DNS Biobank sajatossadgai mellett az
ACE I/D ¢és AGT M235T polimorfizmusok metabolikus szindroméra valod
fogékonysagban betoltott szerepének a bemutatdsa is. Az aldbbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

1. Milyen gyakorisdggal fordulnak el a magyar lakossagban az ACE I/D és AGT

M235T polimorfizmusok?

2. Van e kapcsolat a fenn emlitett génvariansok €s a metabolikus szindroéma kézott?

3. Leirhato e korrelacio a génvaridnsok ¢és barmely metabolikus valtoz6 kozott?
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Anyagok és médszerek

1. A vizsgélat alanyai

A kozelmultban a HMAP infrastrukturajara épitve egy keresztmetszeti vizsgalat
keretében keriilt sor a metabolikus szindroma prevalencidjanak a becslésére. A
forraspopulaciot a HMAP-ban résztvevd nyolc megye (Baranya, Bacs-Kiskun, Gy0r-
Moson-Sopron, Hajdu-Bihar, Heves, Komarom-Esztergom, Szabolcs-Szatmar-Bereg és
Zala) 59 haziorvosi praxisaiba tartozo 20-69 éves férfi €s noi lakossag alkotta. A megyék
oly modon lettek kivalasztva, hogy a keleti és nyugati orszagrészt egyarant
reprezentaljak. A tervezett mintaelemszam 2006 f6 volt. Ez a mintanagysag lehetové
tette, hogy a metabolikus szindréma legkisebb gyakorisaggal bir6 indikator-paramétere, a
koéros HDL-koleszterinszint korabbi vizsgalatok alapjan becsiilt gyakorisagat (4,8%) 20-
25%-os eltéréssel detektalhassuk, illetve a fenti gének polimorfizmusainak eléfordulasat
meghatdrozhassuk a magyar felnétt (20-69 éves) populdcidban. A praxishoz tartozo,
intézményben (szocialis otthon stb.) €16 betegek kizdrdsa a mintavételt megeldzden a
héaziorvos altal tortént.

A vizsgalati populacié a forraspopulaciobol keriilt kivalasztasra. A tobblépcsds
mintavétel elsé 1€épésében meghatarozasra keriiltek a megyei mintanagysagok, majd a
praxis-specifikus mintanagysagok végiill pedig a vizsgalatban részvevd személyek

kivalasztasara keriilt sor cirkularis szisztematikus véletlen mintavétellel.

2. Adatgyljtés

A héaziorvosok végezték el az adatgylijtést (demografiai adatok, antropometriai
adatok), a teljes fizikalis vizsgéalatot és a vérgylijtést a metabolikus szindroma
kritériumainak laboratoriumi meghatarozasdhoz. Tovabba sor keriilt a genetikai
vizsgalatokhoz sziikséges vér levételére is. A vérnyomasmérés hitelesitett, higanyos
vérnyomasmérokkel, standard koriilményeket biztositva kertilt kivitelezésre.

A metabolikus szindréma ¢és komponenseinek diagnosztizdlasa az IDF

kritériumrendszere alapjan tortént. A vizsgalatban résztvevoket két csoportba
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metabolikus szindroémas (MS+) és nem metabolikus szindrémas csoportra (MS-)
osztottuk. Az MS+ csoportot tovabbi alcsoportokra osztottuk a metabolikus komponens-
kombinacidiknak megfelelden.

A vizsgalati protokollt a Debreceni Egyetem Etikai bizottsdga hagyta jova, a

vizsgalatban résztvevo alanyok pedig teljes kort tajékoztatast kaptak.

3. DNS extrakcio €és genotipizalas

A DNS extrakcio a Magna Pure LC DNA Isolation Kit-Large Volume (Roche
Diagnostics) felhasznalasaval tortént. A PCR-t és a genotipzalast LightCycler ™ real time
PCR (Roche Diagnostics) késziilék segitségével végeztiik. Reakciopufferként
LightCycler DNA Master Hybridization Probes 10x-t (Roche Molecular Biochemicals)
hasznaltunk 3.2 mmol/l-es (ACE) és 2.4 mmol/l-es (AGT) végleges Mg®"
koncentracioval. A PCR 20 pl-es reakciotérfogatban zajlott, melyben a primerek
koncentracidja 0,5- 0,5 umol/L ( ACE: 5'CTG GAG ACCACTCCC ATC CTT TCT3' és
5'GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA3', AGT: 5°CTC TAT CTG GGA GCC
TT 3’ és 5’GTT TGC CTT ACC TTG GAA3’), az anchor és detector probaké pedig 0,2-
0,2 umol/l ( ill. az AGT esetében 0,1-0,1umol/l ) volt. A detektor proba (ACE: 5'CGT
GAT ACA GTC ACT TTT ATG—FL3' AGT: 5°CCC TGA TGG GAG CCA GTG—
FL3’) 3' vége fluoreszceinnel; az anchor proba (ACE: 5'LC Red640-GGT TTC GCC
AAT TTT AT CCA GCT CTG--PH3', AGT: 5’LC Red640-GAC AGC ACC CTG GCT
TTC AAC AC—PH3’) 5' vége LightCycler Red 640 —nel jelolt, 3' vége pedig az extenzid
blokkolésa érdekében foszforilalt.

Az AGT gén genotipizalasa soran alkalmazott PCR hdmérsékleti feltételek és
idoétartamok a kovetkezok voltak: az inicialis denaturacio (94°C, 45 s, 20°C/sec) utan 55
ciklus amplifikacio kovetkezett, amely denaturacios (94°C, 0 s, 20°C/sec), annelacios
(57°C, 15 s, 20°C/sec) és extenzios (72°C, 25s, 20°C/sec) 1épéseket foglalt magaba. Az
ACE gén esetén a mutaciot tartalmazo szakasz felszaporitasa az alabbi feltételek mellett
tortént: az inicidlis denaturacid (95°C, 60s, 20°C/sec), majd 50 ciklus amplifikacid

kovetkezett amely szintén denaturaciés (95°C, 3 s, 20°C/sec), annelaciés (61°C, 20 s,
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20°C/sec) és extenzios (72°C, 30s, 20°C/sec) 1épésekbdl allt. Az amplifikaciot kovetéen a
kapillarisokban az elegy homérsékletét lecsokkentettiik 40°C-ra és 1 percen keresztiil
inkubaltuk annak érdekében, hogy a probék a felszaporitott amplikonokra hibridizaljanak.
Ez kovetden a reakcidelegyet lassan a 85°C —ig hevitettiik (0.4 °C/s), kozben a
fluoreszcencia intenzitds valtozasa monitorozasra kertilt. A mért fluoreszcencia
intenzitasvaltozas negativ derivaltjanak homérséklet fiiggvényében vald abrazolasaval

kaptuk meg a genotipusok elkiilonitéséhez felhasznalt olvadaspont gorbéket.

4. Statisztikai analizis

A kiilonboz6é csoportokban és alcsoportokban a normal eloszlasu valtozok atlaga
Student féle t probaval keriilt Osszehasonlitdsra. A BMI valtoz6é logaritmikus
transzformacioval, az atlagos szisztolés vérnyomas valtozd reciprok négyzetgyok
transzformaci6 altal valt normal eloszlasiva. Az allélfrekvencidk meghatarozasa a
vizsgalati populacidban tapasztalt genotipusmegoszlasbdl az in. gene counting method
segitségével tortént. Annak megitélésére, hogy a referencia populacidban megfigyelt
genotipusmegoszlas kiilonbozik e szignifikansan a Hardy-Weinberg equlibrium altal
becsiilt (vart) genotipusok relativ gyakorisagatol a chi* Goodness of fit-probat hasznaltuk.
A vizsgalati csoportokban/alcsoportokban a genotipusmegoszlas és az allélfrekvenciak
kozotti kiilonbozdségeket y2 probaval teszteltiik. Tobbszords logisztikus regresszids
modellel vizsgaltuk a genotipusok hatdsat a MS kialakuldsanak valoszintiségére. A kor €s
nem nincs hatassal az egyén genetikai meghatarozottsagara, igy az esetek és kontrollok
illesztése e valtozokra nem szikséges. P<0,05-t tekintettiik statisztikailag
szignifikdnsnak. A statisztikai elemzéshez a STATA 9.2-es szoftvert (College Station,

Texas) hasznaltuk.
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Eredmények

1819 16 (91%) vett részt Onkéntesen a vizsgalatban, a DNS-preparalas
technikailag 1783 esetben volt kivitelezhetd. 641 egyén esetén valt lehetové a MS
diagnosztizalasa, mig 1121 f6 nem felelt meg a fenn emlitett IDF kritériumrendszernek.
A MS prevalencidja a két nem kozott kis mértékben kiilonbozott (p = 0.02). A hasi
elhizas mellett, amely a MS diagnodzisanak alapvetd eleme a metabolikus komponensek
koziil az emelkedett vérnyomas volt a leggyakoribb (87%); a betegek 50%-nak (n=320)
volt két és 35%-nak volt (n=224) harom metabolikus komponense a hasi elhizas mellett.
Az 0sszes metabolikus komponens a betegek 15%-ban volt jelen (n=97). A leggyakoribb
koponens-kombinacid a hasi elhizés, diszlipidémia és emelkedett vérnyomas volt (21%).

Az ACE 1I, ID és DD genotipusok frekvencidja 19,5% (n= 125), 49,1% (n=315)
¢és 31,4% (n=201) volt az MS+ csoportban, tovabba 23,1% (n=259), 51,5% (n=577) és
25,4% (n=285) az MS- csoportban. A DD genotipus frekvenciaja (31,36% vs. 25,42%,
p=0,006), és a D allél frekvenciaja (0,56 vs. 0,51, p=0,006) szignifikansan magasabb volt
az MS+ csoportban, mint az MS- csoportban. Az AGT M235M, M235T ¢és T235T
genotipusok megoszlasa az MS+ csoportban 27,5 % (n=176), 48,8 % (n=313) és 23,7 %
(n=152) —nak adodott, mig az MS- csoportban rendre 25,4% (n=285), 51,4 % (n=576), és
23,2% (n=260) volt. A két vizsgalati csoportban az AGT genotipus megoszlasok kozott
nem volt kiilonbség.

A magyar felndtt lakossagra reprezentativ teljes mintaban az allélfrekvencidk a
kovetkezok voltak: 0,51 és 0,49 az AGT M235 és 235T alléloknal, 0,47 és 0,53 az ACE 1
¢és D alléloknal, melyek a szakirodalomban megtalalhatd kaukazusi allélfrekvencidkhoz
hasonldak. A megfigyelt genotipusmegoszlasok nem kiilonboztek szignifikans mértékben
a Hardy-Weinberg equilibrium altal becsiilt genotipus gyakorisagatol (AGT: chi’=0,39,
p=0,53; AGT: chi’=0.6, p=0,43). A genotipus ¢és allélfrekvencidk nem kiilonboztek
szignifikdnsan a nemek kozott.

A DD genotipus ¢és a MS kozott logisztikus regresszidos modell segitségével
szignifikdns asszocidciot tartunk fel (nyers EH=1,46, 95%MT=1,10-1,93, p=0,008).
Ennek értelmében a DD genotipusu egyéneknél Osszehasonlitva azokkal, akik II

genotipustiak a MS kialakulasanak kockdzata 46%-kal magasabb volt. Szamitasba véve a
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tulstlyossag lehetséges szerepét, mint zavardtényezo, rétegzett elemzeést is végeztiink, de
a tulstilyossag ezen szerepe nem igazolddott.

Az egyes metabolikus komponensek és az ACE genotipusok kozott szignifikdns
kapcsolat nem igazolodott. Azonban azon DD genotipust egyének esetében, akik a hasi
elhizas mellett emelkedett triglicerid szinttel €s alacsony HDL koleszterol szinttel
rendelkeztek a MS kialakulasanak kockazata dsszevetve az Il genotipusuakkal 2,7 —szer
magasabb volt (EH: II vs. DD; 95% MT: 1,14-6,31, p=0,024). Tovabba szignifikdns
asszociaciot talaltunk abban az esetben is, amikor a diszlipidémia magasvérnyomassal
jart egyiitt: mind az ID (EH=1,7, 95% MT: 1,02 — 2,9, p=0,038) mind a DD (EH=1,9,
95% MT: 1,1-3,3, p=0,022) genotipus emelte a betegség kialakulasanak kockazatat.
Amikor a hasi elhizds mellett emelkedett triglicerid, alacsony HDL koleszterin,
magasvérnyomads ¢és gliikdz intolerancia egyarant jelen volt az EH nem utalt emelkedett
kockazatra (II vs. ID: EH=1, 95% MT:0,59-1,69, II vs. DD: EH=1, 95% MT:0,57-1,83).
Az AGT M235T génpolimorfizmus és a MS illetve annak komponensei kdzott nem

talaltunk kapcsolatot.
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Megbeszélés

A génvaridnsok prevalenciajaval, genotipus-fenotipus korrelaciokkal, gén-gén és
gén-kornyezeti  interakciokkal kapcsolatos informacidk  szisztematikus mddon
epidemiologiai  vizsgalatokon keresztiill gyljthetok 0Ossze. Hazdnkban a HMAP
segitségével valt lehetdvé - rendszerezetten €s reprezentativ modon - egy nagy l1étszamu,
a magyar lakossagot kor-, nem ¢és foldrajzi eloszlas szempontjabdl reprezentald
populaciorol valo adatgylijtés. Ezen infrastruktira segitségével létrehozott Magyar
Referencia DNS Biobank az elsd, relative nagyszabasu torekvés Magyarorszagon, mely
lehetdséget teremt olyan adatok rendszerezésére, melyek a jovében elvégzendd genetikai
epidemiologiai elemzések nélkiilozhetetlen kiinduldpontként szolgalnak.

Munkéankban vizsgaltuk az ACE I/D ¢és AGT M235T génpolimorfizmusok
megoszlasat a magyar felndtt lakossag egy reprezentativ mintajaban (n=1762), mely 641
IDF kritérium szerint azonositott metabolikus szindromast és 1121 olyan egyedet
tartalmazott, akik nem feletek meg e kritériumnak.

Szamos vizsgalat kozolt Osszefiiggést a fenti polimorfizmusok és a MS egyes
komponensei illetve a MS kozott (ATP 111 kritériumrendszer alapjan felallitott diagnozis
alapjan). Eredményeink az ACE esetén 0Osszhangban vannak méas nem kaukazusi
populaciokon végzett vizsgalatok eredményeivel. Alvarez-Aguilar €s tarsai altal publikalt
adatok alapjan az ACE DD genotipusa noveli a MS-ra valdé fogékonysagot a mexikoi
populacioban. Lee and Tsai kimutattak, hogy ez a genotipus a kinai lakossag korében
emeli a diszlipidémidval és albuminuridval jar6 MS kialakuldsanak kockazatat. Ezzel
szemben nem talaltak szignifikans Osszefliggést az ACE I/D polimorfizmus és a MS
kozott egy eurdpai felmendkkel rendelkezd brazil populacioban.

Pollex ¢és tarsai kaukazusi népcsoportban vizsgaltadk a metabolikus szindroma
lehetséges genetikai determinansait. Bar olyan polimorfizmusokat valasztottak, melyekrdl
korabban igazolast nyert, hogy kapcsolatba hozhatéak a MS egyes komponenseivel, nem
talaltak szignifikans 6sszefiiggést az AGT M235T és a MS kozott. Thomas és tarsai kinai
populdcioban szintén ezen AGT génvarians hatdsat elemezték a MS egyes

komponenseire. Csak korlatozott bizonyitékot taldltak arra, hogy az AGT M235T
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kapcsolatba hozhatd bizonyos lipid metabolizmusbeli eltérésekkel. Az ellentmondasos
eredmények hatterében allhat az, hogy az ACE gén allélja eltéré gyakorisaggal fordul el
kiilonb6z6 népcsoportokban.

Miutdn mind az ACE D mind az AGT M235T variansokkal kapcsolatban igazolt,
hogy hatéassal vannak a magasvérnyomas kialakulasara szignifikans kapcsolatot vartunk a
MS vérnyomas-komponensével, de vizsgalatunkban erre nem talaltunk igazolast.

Az MS+ csoport homogenitasdt ndveltiik oly moddon, hogy a klinikai
fenotipusoknak megfeleléen alcsoportokat képeztiink, melynek kovetkeztében az
esetszamok csokkentek, azonban néhany alcsoport tovabbra is elég nagynak bizonyult,
ahhoz hogy szignifikans kiilonbségeket azonositsunk. Vizsgalatunkban a DD vagy ID
genotipust egyénekben a diszlipidémia szignifikansan magasabb prevalenciaval fordult
elé. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a renin-angiotenzin rendszer szerepet jatszhat a
lipid metabolizmusban. Ez az eredmény azzal magyardzhat6, hogy a renin-angiotenzin
rendszer komponenseit kddold gének a zsirszovetben expresszaldodnak, és résztvesznek a
prosztaglandin termelésben és a zsirszoveti lipolizisben. Kimutattdk, hogy az ACE
inhibitor terapia javulast eredményezhet atherosclerosisban és csokkentheti az inzulin
rezisztenciat, ezaltal pedig a diabetes kialakuldsanak kockézatat. Feltételezhetd tehat,
hogy a RAS utvonal nem csak a vaszkularis funkciokra van szignifikans hatassal, hanem
a metabolikus jellegii eltérésekre is.

A populacio-genetikaban akar zavardtényezd(k)nek koszonhetden is leirhato
szignifikans eltérés/osszefliggés. Az un. population stratification vagy confounding by
ethnicity fennallasa esetén a betegségre hajlamositd mutacido népcsoportonkénti eltérd
gyakorisdga hamisan Osszefliggéshez vagy annak hianyahoz vezethet akkor, ha a
kiilonboz6 etnikumok vizsgalati csoportokban vald eltéré reprezentacidja miatt
mesterségesen modosul az allélfrekvencia az eset €s a kontroll csoportban.
Vizsgalatunkban az esetek és kontrollok genotipusmegoszldsa a Hardy Weinberg
equilibriumnak megfelelt, amely arra utal, hogy a “population stratification” jelenség
esetiinkben nem relevans.

Az asszociacids vizsgalatok masik kulcsfontossagu tényezdje az elégséges
mintaelemszam. A betegség kialakitasanak kockazataban egyenként relative kis szerepet

(EH: 1,2-1,5) jatszo €s a népesség korében gyakorta megtalalhatd gének ,,megtalalasa” és
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hatasuk detektalasa relative nagy mintaelemszadmot igényel. Eldzetes kalkulaciok alapjan
vizsgalatunkhoz kb. 1800 f0s populacido elegendd volt ahhoz, hogy 80%-os
valoszinliséggel detektalni tudjunk egy legalabb 1,2—es vagy anndl nagyobb
esélyhanyadost.

Vizsgalatunk gyengeségeihez tartozik, hogy az egy un. ,,egygénes” vizsgalat. A
multifaktorialis betegségek - mint amilyen a MS is - komplex genetikai hatterének
vizsgalata viszont ennél joval Osszetettebb feladat. A fogékonysagért felelos j6 néhany
allél szamtalan kombinacidja lehetséges, igy a MS kialakuldsanak kockazata nem
becstlilheté az egyes variansok szeparalt hatasaibol. A genetikai heterogenitds miatt az
egyes génpolimorfizmusoknak dnmagukban igen alacsony prediktiv értéke. A szamos
fogékonysagért felelds gén hatasat becsld predikciés modell kialakitdsa mellett a gén-gén

¢és gén-kornyezeti interakciok hatasat is figyelembe, szdmitasba kell venni.
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Osszefoglalas

A genetikai vizsgalatok eredményeinek felhasznaldsa a lakossdg egészségének
javitdsa ¢és betegségek prevencidja céljabol nagymértékben fiige a medikalis és
népegészségligyi diszciplinak tudomdnyos eredményeitdl. Miutdn egy betegségre
hajlamositd gén azonositasra keriilt megfeleléen kivitelezett epidemioldgiai vizsgalatok
sziikségesek azért, hogy az adott génvarians populacids hatdsa kvantifikalhato legyen
valamint, hogy lehetdvé valjon az adott génvaridns hatisat potencialisan modositd
kornyezeti kockézati tényezd(k) azonositasa illetve azok hatdsanak mérése.

A genetikai epidemiologiai vizsgalatokban, a legtobb esetben az esetcsoportok az
adott betegségben nem szenvedd kontroll csoportok jellemzd adataival keriilnek
Osszehasonlitasra, mely elemzés a populacios jarulékos kockazat becslésére nem
alkalmas. Ahhoz, hogy becsiilni lehessen egy betegségre hajlamosité gén jelentdségét
ismerni kell a kockazati allél prevalenciajat a magyar lakossag korében, amelyhez
meghatarozott kritériumok alapjan kialakitott, a magyar lakossagra reprezentativ DNS
biobankra van sziikség.

A kozelmultban, a HMAP infrastrukturajara épitve szdmos epidemioldgiai
vizsgalat kivitelezésére kertiilt sor, melyek keretében lehetové valt a magyar lakossagra
kor, nem ¢€s geografiai eloszlas szempontjabol reprezentativ Magyar Referencia DNS
Biobank kialakitasa. A biobank, mely jelenleg 4267 DNS mintat tartalmaz, szdmos hazai
¢s nemzetkdzi vizsgalat szamara bocsatott rendelkezésre populacios kontroll
mintacsoportot.

A HMAP-ra alapozva nemrégiben egy keresztmetszeti vizsgalat végrehajtasara is
sor keriilt a magyar feln6tt (20-69 év) lakossag korében, melynek célja a metabolikus
szindroma prevalencigjanak, az ACE I/D és AGT M235T génpolimorfizmusok
gyakorisadganak becslése volt, valamint annak tisztdzdsa, hogy van e barmilyen kapcsolat
a metabolikus szindréma ¢€s a fenti polimorfizmusok kozott. A metabolikus szindroma az
IDF altal javasolt diagnosztikus kritérium rendszernek megfeleléen keriilt definialasra. A
keresztmetszeti vizsgalat kohorsza (n = 1762), mely a HMAP populaciobol keriilt
kivalasztasra jol reprezentdlja a magyar lakossag kor- €s nem-szerinti eloszlasat. Az
allélfrekvencia a teljes vizsgalati populacioban 0,51 és 0,49 volt az AGT M235 és 235T,
illetve 0,47 és 0,53 volt az ACE 1 és D allélok esetén. Ezen értékek hasonldak a
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kaukazusi népcsoport szakirodalomban is fellelheté adataihoz. A D allél és a DD
genotipus szignifikdnsan gyakrabban fordul eld a metabolikus szindromaban szenvedd
csoportban, mint a metabolikus szindromatdl mentes csoportban (0,56 vs 0,51, p = 0,006,
illetve 31,36% vs. 25,42%, p = 0,006). Az AGT M235T polimorfizmus genotipus
megoszlasa a vizsgalati csoportokban a kontrollhoz viszonyitva nem mutatott eltérést.
Azon betegek korében, akik esetében a centralis tipusu elhizas emelkedett triglicerid és
csokkent HDL koleszterol szinttel kombinalva fordult elé6 az ACE genotipussal
szignifikdns Osszefiiggés volt detektalhaté (p = 0.024 and p = 0.022), mely alapjan
feltételezheté, hogy az ACE I/D génpolimorfizmus involvalt lehet a lipid

metabolizmusban is.
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