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ROVIDITESEK MAGYARAZATA

€2 apolipoprotein E2 allél

€3 apolipoprotein E3 allél

€4 apolipoprotein E4 allél

Az 260 nm-en mért abszorbancia
Asgo 280 nm-en mért abszorbancia
apo Al apolipoprotein Al

apo All apolipoprotein All

apo AIV apolipoprotein AIV

apo B100 apolipoprotein B100

apo B48 apolipoprotein B48

apo CII apolipoprotein CII

apo CIII apolipoprotein CIII

apo E apolipoprotein E

APS ammoénium perszulfat

ASO allélspecifikus oligonukleotid
BSA borju szérum albumin (bovine serum albumin)
CETP koleszterinészter transzfer protein
dATP dezoxiadenozin trifoszfat
dCTP dezoxicitozin trifoszfat

dGTP dezoxiguanozin trifoszfat
DMSO dimetil-szulfoxid

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxiribonukleotid trifoszfat
DTT dithiotreitol



dTTP dezoxitimidin trifoszfat

EDTA etiléndiamin-tetraacetat

EGF epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)
FL fluoreszcein fluorochrom

FH familidris hiperkoleszterinémia

FH-Helsinki FH-t eredményez0 helsinki tipusi LDL RG mutacio

FH-North Karelia FH-t eredményez0 észak-karéliai tipusu LDL RG mutécio

FRET fluoreszcencia rezonancia elektron transzfer

HDL high density lipoprotein

IDL intermediate density lipoprotein

LC LightCycler

LCAT lecitin-koleszterin-acil-transzferdz

LCRed640 LightCycler Red 640 fluorochrom

LCRed705 LightCyclerRed 705 fluorochrom

LDL low density lipoprotein

LDL RG low density lipoprotein receptor gén

LP lipaz lipoprotein lipaz

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis

PCR polimeraz lancreakcio

RFLP restrikcids fragmenthossz analizis (restriction fragment length
polymorphism)

SSCP single strand conformation polymorphism

Taq Thermus aquaticus eredetd DNS polimeraz

TBE Tris-borat-EDTA puffer

TE Tris-EDTA puffer

TEMED N,N,N’,N’-tertametil-etiléndiamin

VLDL very low density lipoprotein
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1. BEVEZETES

1.1. A KARDIOVASZKULARIS MEGBETEGEDESEK 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.
kardiovaszkuldris rizikofaktorok elsorendi szerepét [1-4]. Ugyanezen vizsgalatokbdl
az is kitinik, hogy ezen rizikéfaktorok csokkentése ill. elimindldsa, avagy a
prediszpozicié korai felismerésére alapozott megeldzd intervenciok szignifikdnsan
csokkentik a sziv— és érrendszeri betegségekre visszavezethetd morbiditast és
mortalitast [4]. Ez a csokkend tendencia a fejlett orszagokban mér hossza évek 6ta
tartd és konzekvens folyamat, ezzel szemben hazank férfi lakossaga esetében 1973-
1984 kozott meredeken emelkedett, majd atmeneti csokkenést kovetden 1992-ben
tetozott a 0-64 éves korcsoportban bekovetkezd keringési rendszer okozta haldlozas.
1993 6ta némi optimizmusra okot adé folyamatos haldlozasi ardnyszam csokkenés
észlelhetd, mely azonban az EU orszagok lakossdgahoz viszonyitott pozicionkon nem
javitott. A keringési rendszer okozta korai haldlozas relativ kockédzata ugy a magyar
férfiak, mint a nOk esetében ma is az EU atlag haromszorosa. Az orszagon beliili
egyenlotlenségek elemzésével az is igazoldst nyert, hogy a keringési betegségek
okozta korai haldlozds az orszdgos atlagnal szignifikinsan magasabb Eszakkelet-
Magyarorszdgon. Megelozésiikre, manifeszticiojuk késleltetésére, sot hatékony
terdpidjukra is csak a koroki tényezOk megismerése, a korai diagndzis, a

veszélyeztettség kimutatasa adhat lehetoséget [5].



A fejlett ipari orszagokban elvégzett epidemioldgiai és genetikai epidemioldgiai
vizsgalatok eredményei alapjdn a fiatal felndtt korban manifesztal6dé
kardiovaszkularis betegségek esetében ma mar dltaldnosan elfogadott az a koreredetet
értelmezd koncepcid, miszerint e betegségek permissziv kornyezeti és 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 €s defektusai,
melyek a lipidhaztartds zavardhoz, kovetkezményesen sziv- érrendszeri kdrosodashoz

vezetnek [6].

A vizsgalatok sordn a kardiovaszkuldris betegségekkel Osszefiiggést mutato,
hatdsukban jellegzetes kumulativ jellegh genetikai elvaltozasok vdltak ismertté,
melyek a plazma low density lipoprotein (LDL) szint szignifikdns emelkedéséhez
vezetnek, és igy a betegségre nézve fogékonysigot, hajlamot, veszélyeztetettséget
jelzd “biomarkereknek™ tekinthetdok [7]. A polimerdz lancreakcion (PCR) alapul6
molekuldris biologiai technikdk széles korl elterjedésével lehetdség nyilt a
lipidhédztartdsban involvalt transzportfehérjék és enzimek génszintl vizsgalatira, s
napjainkban rohamosan nd mind az Uj genetikai alteracidk felismerésének, mind a
mar ismert genetikai defektusok gyors és megbizhaté laboratériumi vizsgdlatanak

lehetdségét biztosito eljardsok szama [8].



1.1.1. Az exogén anyagcserent és genetikai karosodasai

Az exogén zsiranyagcsere sordn a tdpldlékkal 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 molekuldkbol szarmazé CII, CIII és E apolipoproteinekkel és
koleszterinészterekkel egésziil ki. Az apo CII aktivalja a triglicerideket hidrolizalo
endothelialis lipoprotein (LP) lipdz enzimet, melynek hatdsara 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

szamara (1. abra) [9].

Az exogén anyagcsereut genetikai kdrosodasai 1.) defektiv kilomikron szekrécidban,
2.) a lebontas zavardban, valamint 3.) a remnantok elimindldsanak elégtelenségében
jelentkeznek [10, 11]. Az apoB gén szerkezeti valtozdsa abnormalis kilomikron
szekréciot eredményez azdltal, hogy lecsokken a plazma apoB tartalmu
lipoproteinjeinek (VLDL, LDL, kilomikron) mennyisége. Ez a ritka korkép
klinikailag két, autoszomadlis recessziv OrOklésmenetet mutaté betegség, az
abetalipoproteinémia (ABLP) és hipobetalipoproteinémia (HBLP) form4jaban
manifesztdlodik, melyek eloforduldsi gyakorisdga kisebb, mint 1/1.000.000 egy
atlagos populédcioban [10]. A kilomikron lebontéds zavarat a LP lipaz gén karosodasa

mellett - mely evidens modon vezet a lipolizis elégtelenségéhez — az apo CII gén
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szerkezeti valtozdsa is okozhatja, ugyanis az apo CII a LP lipaz kofaktoraként
szerepel a kilomikron és VLDL molekuldk hidrolizisében. Mindkét géndefektus
klinikailag  autoszomadlis  recessziv ~ Oroklésmenetet  mutaté, 1. tipusu
hyperlipidémiaként  (familidris  kilomikronémia)  manifesztdlodik, = melynek
elofordulasi gyakorisaga kisebb, mint 1/1.000.000 az 4ltalanos populacidban [12]. A
kilomikron-remnantok elimindldsdnak genetikai defektusa klinikailag III. tipust
hiperlipoproteinémiaként jelentkezik. A remnantok felszini lipoproteinje, az apoE,
mely a madjsejtek kilomikron-remnant ill. LDL receptorainak ligandja. Az apoE
génben bekovetkezett baziscsere miatt a fehérje nem tud stabil kapcsolatot kialakitani
a receptorral, ami a plazma IDL és kilomikron-remnantok magasabb koncentrécigjat

eredményezi [13].

1.1.2. Az endogén anyagcseretit és genetikai karosodasai

A mijsejtek altal szekretalt VLDL molekuldk trigliceridje glicerinbdl ill. zsirszoveti
eredetli, vagy madjsejtekbdl szdrmazd zsirsavakbdl éll, koleszterinje szintén maj
eredetli vagy a keringd lipoproteinekbdl szarmazik. A keringésbe jutott VLDL
molekuldk lipolizise sordn felszabadulé zsirsavak — mely folyamatot a kapillaris-
endothelium LPL enzimje katalizdlja — a zsirszovetbe ill. az izomszovetbe keriilnek. A
VLDL remnantok egy részét a majsejtek LDL receptoraikon keresztiil veszik fel, mig
masik része IDL-1€ dtalakulva a plazmdban marad, ahol a méjeredetl lipdz enzim
LDL-1¢ alakitja. Az LDL a koleszterint a méjsejtekhez és bizonyos extrahepatikus
sejtekhez szallitja. Az LDL molekuldk a feliiletiikon levo apoB100 fehérje révén a
sejtek LDL receptoraihoz kapcsolodnak és receptor éltal irdnyitott endocitézissal a

sejtekbe jutnak. Az LDL-bdl szarmazé szabad koleszterint az anabolikus enzimek
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szteroid hormonok és sejtmembrianok szintézisére hasznaljdk. A koleszterin sejten
beliili felhalmozddasdnak harom fontos biokémiai kdvetkezménye van: (1) csokken a
sejt de novo koleszterinképzését szabalyozé hidroximetilglutaril-koenzim-A-reduktaz
képzése, (2) aktividloédik az acil-koleszterin-aciltranszferdz enzim, mely a szabad
koleszterint koleszterinészterré alakitja; (3) gatlodik az LDL receptorok képzddése a
sejtben; azaz Osszességében, a sejtekben felhalmozodo koleszterinészter altal indukalt

feedback mechanizmus révén csokken a sejtek LDL-felvétele a keringésbdl (1. abra)

[9].

Az endogén transzport genetikai eredetli abnormalitdsai, melyek az LDL molekuldk
eliminaldsi zavardhoz vezetnek, a kovetkezok: 1.) kdrosodds léphet fel az LDL
receptor ligandjaban, az apoB100 fehérjében vagy magaban az LDL receptorban. 2.)
az apoB fehérje defektiv szintézise a VLDL molekuldk szekrécidjanak zavarat okozza
elsdsorban, mig a LPL és apo CII defektusok dontden a VLDL metabolizmusban
észlelhetd abnormalitdsokért felelosek; 3.) az apoE gén szerkezeti véltozasai illetve az
LDL receptor gén defektusai az IDL-clearance problémaiért, illetve a plazma magas

koleszterin koncentracidjaért tehetok felelossé [14].

1.1.3. A reverz koleszterin transzport és genetikai karosodasai

Az extrahepatikus szovetekbol a HDL tdvolitja el a koleszterint €s visszajuttatja a
mdjba. FO apolipoproteinje a mdjban €s a vékonybélben képzddd apo Al és apo All
Ezek az apolipoproteinek foszfolipidekkel egyiitt nascens HDL-ként szekretal6dnak.
A foszfolipidek és apolipoproteinek nagy része a kilomikronok és a VLDL felszinére,

majd lipolizis révén a HDL-bol kialakul6 HDL3-ra keriill. A keringd lecitin-
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koleszterin-aciltranszferdz (LCAT) enzim a HDL-hez kotddik és az apo Al altal
aktivalva észterifikdlja a HDL feliiletére k6todott szabad koleszterint. Az igy kialakult
koleszterinészterben gazdag HDL2 molekula koleszterinészter transzfer protein
(CETP) segitségével trigliceridekkel kicserélodve lipoproteinekbe vandorol, amit a
m4j triglicerid-lipaza hidrolizal. A hidrolizissel a HDL2 HDL3-m4 alakul vissza, és
ismét képes szabad koleszterint felvenni. Az apoE-t tartalmazd, koleszteringazdag
HDL2 molekuldkat a majreceptorok kozvetleniil is képesek felvenni, &m ennek

mechanizmusa ma még tisztazatlan (1. dbra) [9].

A reverz koleszterintranszporttal kapcsolatban nagyon kevés genetikai karosodast
ismeretes, ezek 1.) a defektiv HDL produkciét, valamint 2.) a HDL-koleszterin
transzport defektusait foglaljdk magukban. A szakirodalomban apo Al deficiencidnak
nevezett defektiv HDL produkcié hétterében az apo Al gén szerkezeti kdrosoddsa ll,
ami a fehérje szintézisének hidnyét eredményezi [15]. A LP lipdz enzim és apo CII
deficienciak, azaz a kilomikron és VLDL molekuldk érése soran bekovetkezo
karosodasok, egyardnt alacsony HDL-szinthez vezetnek [10, 12, 16, 17]. A LCAT
valamint CETP deficiencidk a plazma HDL-szint €s a HDL molekulak Osszetételének
megviltozdsat valtjak ki a koleszterinészter-képzés €s szallitds sordn, mely elégtelen
HDL-koleszterin transzportot eredményez [18]. A Tangier betegséget a gyors HDL
elimindlds jellemzi, mely kovetkezményesen alacsony HDL-koleszterinszinttel
parosul [19]. A reverz koleszterintranszport defektusaithoz vezetd eddig ismert
genetikai eltérések kumulativ frekvencidja igen alacsony, minddssze 1/1.000.000 az

altalanos populdcidban [10].
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1.2. AZ LDL RECEPTOR GENDEFEKTUSOK ES A

KARDIOVASZKULARIS BETEGSEGEK KAPCSOLATA

Az LDL receptor egy 5 doménbdl éllo, 115 kD molekulatomegii fehérje [20]. Az N
termindlis végén taldlhat6 a ciszteinben gazdag ligandkotd domén. A receptor negativ
toltésh glutaminsav, aszparaginsav oldallancai az LDL molekula B100 proteinje altal
protonalddnak és ez teremt lehetdséget a receptor-ligand kapcsolat kialakuldsara. Ezt
koveti a human EGF prekurzor molekuldaval homol6gidt mutaté szakasz. A harmadik
domén egy szerinben, treoninban gazdag szakasz, mely poszttranszlaciés modifikédciod
sordn oligoszacharidokkal egésziil ki, melyek segitenek tdvol tartani a receptort a
membrantdl. Ez elofeltétele a receptor-ligand kapcsolat kialakuldsanak. A receptor
transzmembran doménje alfa helikalis szerkezetet mutat, a C terminalis végen pedig a
citoszolba siillyedd citoplazmatikus domén helyezkedik el. Ez a domén a

citoszkeletdlis fehérjékkel 1€tesit kapcsolatot [20] (2. abra).

1. Ligandko6to domén
NH,

2. EGF prekurzorral homol6g domén

3. Oligoszacharidot tartalmazé domén
4. Transzmembran domén

5. Citoplazmatikus domén

e

2. abra. Az LDL receptor szerkezete.
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Amennyiben a receptor barmely része karosodik, az az LDL felvétel zavardhoz vezet.
A receptort meghataroz6 gén 45 kb hossziisagu: promoéter régiobol és az azt kovetd 18
exonbdl all. A gén a 19. kromoszoma rovid karjan, disztalisan helyezkedik el.
Transzkripcidja feed-back szabalyozds alatt 4ll, melyet az intracellularis koleszterin
mennyisége reguldl [21]. LDL receptor karosoddsok kozott ismeretesek kis €s nagy
szakaszokat érintd delécidk, inszerciok, nonszensz muticiok egyarant [22]. Eddig kb.
150, az LDL receptor génben fellépd DNS alteraciot irtak le, melynek tobb mint
egyharmada a plazma koleszterinszintjének emelkedését eredményezi. A génben
fellépd delécidk és muticiok helye és mértéke etnikai kozosségenként igen eltérd;
nem ismeretesek jellegzetes, minden etnikai kozosségre, népcsoportra jellemzd
génkdrosodasok un. mutéicids forré pontok (3. dbra). Egy adott orszagon beliil is
megfigyelhetd a delécidk €s mutdciok variabilitdsa: pl. Finnorszagban kiilonb6zo
etnikai kozosségekben eltérd DNS kdrosoddsokat taladltak [23] (4. dbra). A Helsinki
tipust mutacio esetében 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 altaldnos [24, 25]. A FH-Helsinki gén esetében,
jollehet rendelkezik ligandkotd aktivitdssal a mutdns receptor, azonban nem képes a
sejtmembrannal adekvat kapcsolatot létesiteni, igy nem johet létre az LDL
partikulumok internalizdcidja. Becslések szerint minden ezredik ember mutdns FH-
Helsinki gént hordoz Finnorszdgban [24]. Az elmult évek vizsgalatai szerint a FH-
Helsinki allél igen elterjedt Eszak-Finnorszdgban, mig ez a mutdcié az észak-karéliai
teriileten hidnyzik. A FH-North Karelia gén esetében egy kis, hat bazispar
hosszusagu, szakasz delécigja miatt az dtirokeret megvéltozik és igy csak egy 345
aminosavat tartalmaz6 fehérje szintetizdlédik, amely nem tud a membrénhoz

kapcsolddni [25] (5. abra). Ezen jellegzetes delécidk felismerése juttatta abba a
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@ FH-E(;::II;-KaréIia FH-Moszkva FH-New York-5

(orosz) (askenazi zsido)
- oa s FH-Litvania FH-Afrika-2 FH-Parizs-9
(amerikai) (askenazi zsido) (afrikai) (francia-amerikai)
| | | | | | | | | | | | | | | 3,
P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
FH-Francia-Kanada-5 FH-_RIeyI:’j_avik FH-Bologna-2
(francia kanadai) (izlandi) (olasz)
FH-Osaka-2 (japan angol) FH-Helsinki (finn)
Prométer régio EGF homolég domén [ Transzmembran domén
Ligandk6té domén B Oligoszacharidot taralmazé I Citoplazmatikus
domén domén

3.abra Az LDL receptor gén mutaciok (A) és deléciok (B) jellemzo helyei kiilénb6zo etnikai kozosségekben [22].
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5!

FH-Oulu-1 FH-Espoo

P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

FH-Eszak-Karélia FH-Oulu-2
Promoéter régio EGF homolég domén
Ligandk6tdo domén Bl Oligoszacharidot taralmazé
domén

4. abra Az LDL receptor gén deletalt szakaszai kiilonb6z6 finn k6zésségekben [22].
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P 12 3 4 5 67 89 1011 1213 14 151617 18
T «—>
FH-Helsinki

FH-North Karelia

L

normal FH-Helsinki FH-North Karelia

5. abra. Jellegzetes LDL RG mutaciok és azok kovetkezményei a receptor
szerkezetében [7]. A: LDL RG; B: LDL receptor. A FH-Helsinki esetében a 16.
intront6l a 18. exonig deletdlt az LDL RG. Rendelkezik ugyan ligandk&td
aktivitdssal a mutdns receptor, de nem képes a sejtmembrannal adekvat
kapcsolatot 1étesiteni, igy nem johet 1étre az LDL partikulumok internalizcidja.
Az FH-North Karelia a 6. exonban egy 6 bp hosszusigu szakasz elvesztése miatt
az atirékeret megvaltozik és igy csak egy 345 aminosavat tartalmazé fehérje
szintetizdlodik, amely nem tud a membrinhoz kapcsolddni.

helyzetbe a finn egészségiigyet, hogy rizikécsoportokban ma mér szlrdvizsgalat
jelleggel tesztelik a tipikus delécidk fenndlldsét, s igy a genetikusan terhelt csalddok

gondozdsba vételére ideje korén sor kertilhet.
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1.3. APOE POLIMORFIZMUS ES KARDIOVASZKULARIS BETEGSEGEK

KAPCSOLATA

Az apoE a mijsejtek kilomikron remnant illetve LDL receptorainak ligandja; szerepe
a kilomikron remnantok elimindlasa mellett az IDL clearance-ben kulcsfontossagu. A
gén harom gyakori allélja ismeretes (€2, €3, €4), melyek kombinacidja hat fenotipust
eredményez (E2/2, E2/3, E3/3, E4/3, E4/4, E2/4) [26]. A harom allél az apoE gén 4.
exonjaban két 16kuszon kiilonbozik, melyek 138 bp tdvolsdgra vannak egymastol.
Egy-egy nukleotidcserét kovetden a 112. és 158. aminosavhelyeken Arg—>Cys
aminosavcserék jatszodnak le [26] (6. dbra). Az E2/2 fenotipus 90%-ban a III. tipusd
hiperkoleszterinémia kivéltdja, mig az E4/4 fenotipus a szérum magas
koleszterinszintjével mutat szoros korreldciot és ezaltal fokozott kockazati tényezot

jelent a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsa szempontjabol [27].

Ismeretes, hogy az endogén anyagcsere sordan a legtobb plazma apoE HDL-re keriil és
csak zsirfelvétel utdn jut a kilomikronba ill. azok maradvanyaiba. Az E4/3 fenotipusu
emberek LDL koleszterin szintje magasabb, mint az E3/3 fenotipusiaké [28].
Kisérletes adatok igazoljak, hogy az €4 allél terméke nem tartalmaz ciszteint és ezaltal
a HDL-ben nem képes diszulfid hiddal kapcsolédni a tobbi lipoproteinhez (pl. az apo
AIl molekuldhoz) és sokkal konnyebben levalik onnan mint a €3 allél altal
meghatdrozott apolipoprotein [10]. Igy az apo E4 gyorsabban jut a HDL-rdl a
kilomikronra mint az apo E3, kovetkezményesen a kilomikron clearance felgyorsul,
az exogén koleszterin rapid médon akkumuldlédik a mdjban, mely az LDL receptor

gén downreguldcidjat valtja ki [27].

20



Njﬂz \ q m

m 158 !
! | |
1 : I COOH
112 m
stabilizalo régio - O-oligoszacharidot tartalmazo régio
receptor kot hely B foszfolipid kétd hely

112, 158 Arg—>Cys aminosavcsere helyei

6. abra. Az Apolipoprotein E szerkezete [27].
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Az apoE polimorfizmus €s az atherogenezis kozotti kapcsolatra eldszor tapasztalati
tények hivtak fel a figyelmet, nevezetesen az E4/4 apoE fenotipussal rendelkezo
betegek fiatalkorban manifesztdlodo sziv- és érrendszeri megbetegedéseil [29]. Az
utobbi években a vildg szdmos orszagaban/etnikai kozosségében végeztek vizsgalatot
az apoE allél frekvencia meghatarozdsira, és szdmos kutatds eredménye alapjan
igazolast nyert, hogy az atherosclerosis kialakuldsdnak és lefolydsdnak egyik
genetikai meghatarozdja lehet az apoE gén polimorfikus tulajdonsaga [30]. Az €4 allél
frekvencidja és a plazma koleszterin koncentracidja kozott a vizsgalt populdcidkban
egyértelmll Osszefliggést taldltak, igy az €4 allél jelenlétét prediszpozicionak tekintik
az atherosclerosisra nézve [31-37]. Menzel és munkatdrsai kimutattdk, hogy az €2
allél protektiv hatdst fejt ki a coronaria atherosclerosis kialakuldsdval szemben [38],
az €2 allél jelenléte heterozigdta formaban (E2/3, E2/4) csokkenti a koleszterin
koncentraciot, ez a koleszterinszint-csokkentd hatds az adott etnikai kozosségtol
fiiggden 2-3-szorosa az €4 koleszterinszintnoveld hatdsanak [27]. Az €4 allél foldrajzi
megoszldsa Eurdpan belill jellegzetes észak-déli gradienst mutat: a déli népek
esetében a €4 allél eldforduldsi gyakorisiga joval alacsonyabb, mint az északi
kozosségekben (7. dbra) [27]. Az egyes népcsoportokon beliili apoE allélfrekvencia
gyakorisadgokat befolydsol6 tényezOk lehetséges okait vizsgald specidlis tanulményok
hidanya miatt csak feltételezhetd, hogy az €4 allélfrekvencia eloszlds magyarazza
(legalabb részben) az egyes orszdgok/etnikai kozosségek kardiovaszkularis betegség

prevalencia eltéréseit [27].
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7. abra. ApoE €4 allélfrekvencia gyakorisag Eurdpa egyes régiéiban [7].
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Az a tény, hogy a két polimorfizmushely igen kozel helyezkedik el egyméshoz a
16kuszok PCR reakciokkal vald vizsgélatit megkonnyiti. Az apoE polimorfizmusok
kimutataséra eddig tobbféle molekuldrbiologiai mddszert irtak le: mindegyik alapja az
apoE gén kérdéses szakaszanak PCR reakcidval torténd felerdsitése. Ezt kovetheti
restrikcids enzimemésztés Hha I vagy Cfo I restrikcios enzimekkel [39, 40] (8. dbra);
szekvendlds [41], esetleg allélspecifikus oligonukleotidok hibridizéltatdsa a PCR
termékekre [42]. Napjainkban az olvadasponton alapulé mutdciéanalizis 1do- €és
anyagtakarékos kivitelezhetoségével egyre inkdbb elterjed a hagyomanyos

molekuldris bioldgiai eljardsokkal szemben.

5 __TGC __ TGC __ &
€2 NH, — Cys —— Cys —— COOH
5 __ _TGC ___ CGC 3’
€3 NH, — Cys Arg — COOH
e 4 5 ___CGC CGC ___ %
NH, __ Arg Arg __ COOH

DNS amplifikacié PCR technikaval

N T

SSCP ASO Restrikcidés Szekvenalas Olvadaspont
hibridizacié6  enzimemésztés analizis
(Hhal, Cfol)

8. abra. Az apoE polimorfizmusok kimutatasanak lehetoségei modern molekularis
biolégiai technikak alkalmazasaval [27].
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2. CELKITUZESEK

2.1. LDL RG vizsgalatok

Magyarorszdgon a kardiovaszkularis betegségek genetikai hatterének feltérképezése
ez 1daig nem tortént meg. A lehetséges LDL RG karosodésok feltarasdhoz a magyar
lakossdg nagymérvii etnikai keveredése €s a mutacidk kovetkezményesen nagyfoku
variabilitdsa miatt adekvét szlirdvizsgalati modszer dtvételére nincs lehetdség.

e A lipidmetabolizmus és a familidris hiperkoleszterinémia genetikai hatterének
jobb megértése érdekében célul thztiik ki egy dj, multiplex PCR elven alapuld
diagnosztikai teszt kidolgozdsat, mely alkalmas a teljes gén vizsgélatira és a
génben 1évd 20bp-ndl hosszabb szakaszt érintd delécidk kimutatdsdara. Egy ilyen
eloszirésre alkalmas, a rutindiagnosztika szintjén is alkalmazhatd eljards
nemzetkozi érdeklodésre tarthat szdmot, hisz a populdciok nagyfokd genetikai

variabilitdsa — az izolalt torzsi kozosségeket leszdmitva — vilagjelenség.

2.2. ApoE vizsgalatok

A magyar populdciora vonatkozéan egyetlen adat 4ll rendelkezésre az apoE
allélfrekvencidk vonatkozasdban [35], s ez is minddssze 202 vérado genetikai
analizisén alapul, s adatai nehezen értelmezhetdoek. Az a tény, hogy az E3/2
fenotipusu egyének koleszterin szintje szokatlanul magas, nem egyeztethetd Ossze az
€2 allél protektiv szerepérdl szamos etnikai kozOsség genetikai analizise kapcsin
felallitott teéridval. Onmagédban ez a diszkrepancia is feltétleniil indokolttd teszi a
familidris hiperkoleszterinémidval stujtott csalddok apoE polimorfizmusanak

tisztdzdsat hazankban. ApoE vizsgdlataink célkitlizése a kelet-magyarorszagi
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hiperkoleszterinémids populdcidéban az apoE izotipusok allélfrekvencia gyakorisag

meghatdrozasa volt.

PCR RFLP mddszer segitségével arra a kérdésre kerestiink vélaszt, hogy vajon
kiilonbozik-e a kelet-magyarorszdgi hiperkoleszterinémids populdcioban észlelt
apoE allélfrekvencia eloszlds a magyar atlagpopulaciét reprezentdlé csoportban
mért allélfrekvencia eloszlastdl;

tovabba 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.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A VIZSGALATOKHOZ HASZNALT ANYAGOK, OLDATOK

A vizsgdlatokhoz hasznalt vegyszerek altalaban a Sigma Chemical Co. cégtdl (St.

Louis, MO, USA) keriiltek beszerzésre; az ettdl eltérd eredetll vegyszerek beszerzési

forrasait kiilon feltiintetjiik.

DNS preparéldshoz haszndlt anyagok: TKMI1 puffer (10mM Tris-HCI, 10 mMKCI,
10mM MgCl,, 2mM EDTA); TKM2 puffer (10mM Tris-HCI, 10mM KCl, 10mM
MgCl,, 0.4M NaCl, 2mM EDTA); 10% SDS; 6M NaCl; TE puffer (10mM Tris-HCI,

ImM EDTA pH 8.0);

Agardz gélelektroforézishez hasznalt anyagok: 10xTBE puffer pH 8.3 (1M Tris base,
IM bérsav, 20mM EDTA); agar6z; 10mg/ml etidium bromid; 10x jelolo festék (10%
glicerin, 10xTBE puffer pH 8.3 [IM Tris base, 1M bérsav, 20mM EDTA], 1%
bromfenolkék, 1% xylen cianol); EcoR I HindIIT A DNS marker; pBR322 Hae III
DNS marker

PCR reakciéhoz haszndlt anyagok: Taq polimerdz (Amersham-Pharmacia Biotech;

Uppsala, Svédorszag, Hoffmann-La Roche Ltd; Bézel, Svijc), ANTP (Amersham-
Pharmacia Biotech), MgCl, (Promega; Madison, WI, USA), DMSO, primerek
(Amersham-Pharmacia Biotech)

Restrikcids enzimemésztéshez hasznalt anyagok: Hha I restrikcids enzim, Palette

Green Buffer (20mM Tris-acetat pH 7.9, 10mM magnézium-acetiat, SO0mM kéalium-

acetat, ImM DTT, 0.1 mg/ml BSA)

27



PAGE-hez haszndlt anyagok: 30% akrilamid puffer (4.08M akrilamid, 0.07M N,N-

bis-akrilamid); 10xTBE pH 8.3 (IM Tris base, 1M boérsav, 20mM EDTA); TEMED;
10% APS;

Olvadasponton alapulé mutécid-analizishez hasznalt anyagok: hibridizacios proba

(TIB MolBiol, Berlin, Németorszag); primer (TIB MolBiol); Taq polimerdz

(Hoffmann- La Roche Ltd.)

3.2. ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.1.1. VIZSGALATI MINTAK ELOKESZITESE A  GENETIKAI

VIZSGALATOKHOZ

3.1.1.1. Genomialis DNS preparalasa

A vizsgalatokat EDTA-val alvadédsgatolt periférids vénas vér limfocitaibol nyert DNS
mintdkon végeztiik (100ul 15% EDTA / 5 ml vér) a Lahiri és munkatdrsai altal leirt

soextrakcios modszerrel [43].

3.1.1.2. Genomialis DNS agaréz gélelektroforézis

A preparélt genomidlis DNS intakt voltit agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik. A
gélelektroforézishez 1%-os agar6z gélt, 1XTBE puffert és EcoR I HindIIl A DNS
markert hasznéltunk. Az elektroforézis koriilményei az aldbbiak voltak: 80V, 100mA,
400W, 45 perc. A DNS festése 10 percig tartoé 1 pg/ml (TBE puffer) etidium bromid

festéssel tortént az elektroforézist kovetden.
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3.1.1.3. DNS koncentracié meghatarozasa

A DNS koncentracié meghatdrozasa GeneQuantll (Amersham Pharmacia Biotech)
DNS spektrofotométerrel tortént a mintdk szdzszoros desztillalt vizes higitdsabol. A
DNS mintakat tovabbi vizsgalatra csak akkor hasznaltuk fel, ha azok szdmitott

Aseonm/A2sonm hdnyadosa (nukleinsav/fehérje tartalom) nagyobb volt, mint 1,6.

3.1.2. LDL-RG VIZSGALATA

3.1.2.1. Vizsgalati populacié kivalasztasa

A teszt kidolgozasdhoz egészséges emberektdl szdrmazo DNS mintdkat, a teszt
validitdsdnak ellendrzéséhez ismert statuszi FH-Helsinki génnel rendelkezd betegek
DNS mintdit hasznaltuk. A kelet-magyarorszagi hiperkoleszterinémids populacion
végzett vizsgalatokhoz a Debreceni Egyetem Orvos- €s Egészségtudomédnyi Centrum
Isz. Belgyogyaszati Klinikdjan mikodo Regiondlis Lipid Szakrendelésen gondozott,
familidris hiperkoleszterinémidval sujtott betegeket vettiink be a vizsgalatba (n=20). A
vizsgalatba vonds kritériumai a kovetkezok voltak: 1.) szérum koleszterin szint
>7.8mmol/l, 2.) szérum LDL koleszterin szint >4.9 mmol/l, 3.) normaél triglicerid
szint, 4.) tendon xanthomdk jelenléte, 5.) tendon xanthomadk és/vagy
hiperkoleszterinémia jelenléte legalabb egy elsofoku rokonnal, valamint 6.) fiatalkori
miokardidlis infarktusra nézve pozitiv csalddi anamnézis. A vizsgédlatba 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 véralvaddsgatld

29



gyogyszert szedtek, azt a vizsgdlatbdl valo kizaré tényezoként értékeltiik. Valamennyi
beteg beleegyezését adta az LDL RG vizsgalathoz. Az LDL RG analizisre torténo
vérvétel kapcsdn, a terdpids beavatkozds megkezdése elott, minden vizsgalati
személytol , lipid panel” (szérum koleszterin, HDL koleszetrin, LDL koleszterin, apo
Al, apoB, Lp(a), triglicerid, lipid elektroforézis) meghatdrozds tortént standard

modszerekkel [44-47].

3.1.1.2. Multiplex PCR

Az LDL RG teljes atir6do szakaszat amplifikaltuk polimeraz lancreakcid segitségével.
A 2 3,4,5, 6,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16. exon szintéziséhez sajit tervezésii
oligonukleotidokat haszndltunk, mig a prométer régio, 1, 7, 8, 9, 17 és 18. exon
amplifikdldsahoz a Hobbs és munkatarsai altal tervezett primerparokat alkalmaztuk
[22]. Az 1. tablazat foglalja Ossze az alkalmazott primerek szekvencidit. Minden S0ul-
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 polimerdz, 10% DMSO. A reakcié optimalizdldsa érdekében a
lancreakcié minden paraméterét teszteltiik minden atirt szakaszra, igy: a reakcidkozeg
komponenseinek koncentracié valtozasat, a homérsékleti optimumokat denaturaciora,
hibridiz4ciora, polimerizaciéra. A mdédszer bedllitdsa sordn a keletkezett amplikonok
mérete kozotti kiilonbségeket felhaszndlva tgy éllitottuk Ossze a tesztrendszert, hogy
a teljes gén valamennyi exonja és prométer régidja 7 reakcidelegyben amplifikalhato,
és egyetlen -elektroforetikus 1épéssel egymadstél jol elkiilonithetd sdvokként
vizualizlhat6 legyen. Ilyen médon 83-386 bp hosszisagu szakaszokat szintetizaltunk

két hibridizaciés homérséklet alkalmazdsaval. Az 1, 2, 3 sz. reakcidelegyek esetében a
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hibridizaciés homérséklet 51°C, mig a tobbi (4, 5, 6, 7 sz.) reakcidelegy esetében
47°C volt. A 2. tdblazat mutatja az alkalmazott hibridizaciés homrsékletek mellett az
egyes reakcidelegyek primer és MgCl, Osszetételét, valamint a szintetizalt
amplikonok  méretét. A  kezdeti denaturdciét kovetden  programozhatéd
hotermosztitban (Gene Machine Junior, UNITEK Ltd., Luton, Egyesiilt Kirdlysag) 35
PCR ciklust alkalmaztunk. A ciklusok paraméterei a kovetkezok voltak: 1 perc
inkubélds 94°C-on, 1 perc inkubdlds hibridizaciés homérsékleten, 2 perc inkubalas
72°C-on. A lanchosszabbitds idotartamat a 35. ciklus utdn megndéveltiikk 12 percre
annak érdekében, hogy a reakcid sordn megkezdett, de be nem fejezett amplikonok
szintézise befejezOdhessen. A PCR reakcid utdn szintetizalt DNS szakaszokat
tartalmaz6 S0ul-es elegyet vakumcentrifuga (Automatic Environment SpeedVac, AES

1000 Savant, Farmindale, NY, USA) segitségével 8ul térfogatra koncentraltuk.

3.1.1.3. Agaroz gélelektroforézis

A szintetizalt amplikonokat 3.5%-o0s agar6z gélben 1xTBE pufferben, pBR322 Haelll
DNS marker mellett elektroforetizaltuk. A szakaszok festése az elektroforézissel
egyidejlileg tortént: a gélben és az 1XTBE pufferben 0.05 pg/ml etidium-bromid
koncentraci6 bedllitdsdval. Az elektroforézis koriilményei: 70V, 100mA, 400W, 150

perc.
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Termék

LDL RG

Primer Szekvencia p amplifikalt
merete
szakasza
PP.1 5'- gag tgg gaa tca gag ctt cac ggg t -3' 155 bp promoter
PP.2 5'- cca cgt cat tta cag cat ttc aat g -3' régio6
P1.1 5'- act cct ccc cct get aga aac ctc a -3' 234 bp 1 exon
P1.2 5'- ttc tgg cgc ctg gag caa gec tta ¢ -3'
P2.1 5'- tgg gcg aca gat gtg aaa gaa ac -3' 123 bp 2 exon
P2.2 5'- agc acg tct cct ggg gac tca t -3'
P3.1 5'- tgt ctg tca cct gea aat cc -3' 131 bp 3 exon
P3.2 5'- act tac gac agc ctt gct cgt ¢ -3'
P4.1 5'- tgc age ccc caa gac gtg ct -3’ 386 bp 4 exon
P4.2 5'- cgc agt ttt cct cgt cag at -3'
P5.1 5'- tce tgt ttt cca get gtg gee -3 136 bp 5 exon
P5.2 5'- cat taa cgc agc caa ctt ¢ -3'
P6.1 5'- tga cac tct gcg agg gac cca aca a -3' 123 bp 6 exon
P6.2 5'- cgc act ctt tga tgg gtt ca -3'
P7.1 5'- agt ctg cat ccc tgg ccc tge gea g -3’ 169 bp 7 exon
P7.2 5'- agg gct cag tcc acc ggg gaa tca ¢ -3'
P8.1 5'- cca agc cftc ttt cte tet ctt cca g -3' 175 bp 8 exon
P8.2 5'- cca ccc gee gec tte ccg tge tea ¢ -3
P9.1 5'- tcc atc gac ggg tec cct ctg acc ¢ -3' 271 bp 9 exon
P9.2 5'- agc cct cat ctc acc tgc ggg cca a -3'
P10.1 5'- cac cca gct tga cag agc cca -3' 228 bp 10 exon
P10.2 5'- cca tga aca gga tcc acc a -3'
P11.1 5'- ctt cat gta ctg gac tga ctg g -3' 119 bp 11 exon
P11.2 5'- cta ggg tga tgc cat tgg g -3'
P12.1 5'- atc tcc tea gtg gee gece tet act -3' 140 bp 12 exon
P12.2 5'- ctc aaa gac ggc caa gga gaa -3'
P13.1 5'- tgc ctg ttt agg aca aag ta -3' 153 bp 13 exon
P13.2 5'- cte ttg gct ggg tga ggt tgt -3’
P14.1 5'- gag tga act ggt gtg aga gga -3' 153 bp 14 exon
P14.2 5'- ctg tga ggc agc tcc teca tgt -3'
P15.1 5'- tct ttc aga ggc tga gge tg -3' 179 bp 15 exon
P15.2 5'- ctt ggt gag aca ttg tca cta tct cc -3'
Pl16.1 5'- tgc age tet ggg cga cgt tg -3' 83 bp 16 exon
P16.2 5'- cga tgg gga gga caa tgg aca ga -3'
P17.1 5'- tga cag agc gtg cct ctc cct aca g -3' 207 bp 17 exon
P17.2 5'- gct ttc tag aga ggg tca cac tca c -3'
P18.1 5'- tcc get gtt tac cat ttg ttg gca g -3' 135 bp 18 exon
P18.2 5'- aat aaa aca agg ccg gcg agg tct ¢ -3'

amplifikalasara alkalmas primerek szekvenciai
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Reakcio- Amplifikalt Primerparok  Amplikon Hibridizacios [Mg?*]
elegy szakasz mérete (bp) homérséklet koncentracio

(°C) (mM)

1 17 exon P17.1-P17.2 207 bp 51°C 6.0 mM
18 exon P 18.1-P 18.2 135 bp

2 1 exon P1.1-P1.2 234 bp 51°C 4.7 mM
7 exon P7.1-P7.2 169 bp
9 exon P9.1-P9.2 271 bp

3 promoter PP.1-PP.2 155 bp 51 °C 4.5 mM
8 exon P 8.1-P 8.2 175 bp

4 3 exon P3.1-P3.2 131 bp 47 °C 5.6 mM
4 exon P4.1-P4.2 386 bp
13 exon P 13.1-P 13.2 153 bp

5 5 exon P5.1-P5.2 136 bp 47 °C 4.4 mM
6 exon P6.1-P 6.2 123 bp
14 exon P 14.1-P 14.2 153 bp

6 10 exon P 10.1-P 10.2 228 bp 47 °C 4.5 mM
11 exon P11.1-P11.2 119 bp
12 exon P 12.1-P 12.2 140 bp

7 2 exon P2.1-P22 123 bp 47 °C 4.3 mM
15 exon P 15.1-P 15.2 179 bp
16 exon P 16.1-P 16.2 83 bp

2. tablazat A multiplex PCR tesztben hasznalt reakcioelegyek osszetétele
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3.1.3. APOE POLIMORFIZMUSOK VIZSGALATA

3.1.3.1. Vizsgalati populacié kivalasztasa

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum I.sz. Belgydgyaszati
Klinik4jan mikodo Regionalis Lipid Szakrendelésen gondozott
hiperkoleszterinémiéval sujtott betegeket (n=247) kértiink fel a vizsgédlatban val6
részvételre. A vizsgédlatba vonds kritériumai ugyanazok voltak, mint az LDL RG
vizsgalat esetében. Referencia populdcioként a magyar populdcidt reprezentdld
irodalmi kontroll csoportot (mely vizsgédlat 202 Onkéntes véradd apoE genetikai

analizisét tartalmazta) fogadtuk el [35].

3.1.1.2. PCR-RFLP analizis

Az ApoE genotipus meghatarozdst a Hixon €s munkatarsai altal kidolgozott médszer
alkalmazasaval végeztik [40]. Az apoE gén 4. exonjanak felerdsitése 25pul-es
reakcidelegyben tortént megfeleld primerparok alkalmdzdsaval. A  primerek

szekvencidit a 3. tdbldzat mutatja be.

PRIMER SZEKVENCIA
A.1F 5'- ggC gCA ggC CCg gCT ggg CgC ggA -3'
A.2R 5'-Cgg ATg gCg CTg Agg CCg CgC TCg -3'

3. tablazat Az apoE PCR RFLP vizsgalathoz hasznalt
primerek szekvenciai.
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A PCR reakciodelegyek Osszetétele a kovetkezd volt: 0,15ug genomidlis DNS,
5,1mmol/l MgCl,, 10 mmol/l Tris-HCl (pH 9.0), 50 mmol/l KCl, 1,5-1,5 mmol/l
dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 1-1 wmol/I primer, 0,25 U Taq polimerdz, 10% DMSO. A
kezdeti denaturdciot 35 PCR ciklus kovetett, amely az aldbbi 1€pésekbdl allt: 1 perc
inkubélds 94°C-on, 1 perc inkubalas 63°C-on, 2 perc inkubélds 72°C-on. Az utolsé
ciklus ldnchosszabbitasi 1épését 10 percre hosszabbitottuk a megkezdett amplikonok
szintézisének befejezése érdekében. A PCR I1épéseket programozhaté automata
késziilék (Gene Machine Junior, UNITEK Ltd.) segitségével végeztik. A PCR
termékeket 10U Hha I enzimmel Palette Green Buffer jelenlétében 3 6rdn keresztiil
37°C-os vizfirdoben emésztettiik. Az emésztett fragmentek vizualizal4sat
poliakrilamid gélelektroforézissel végeztiik. A 9%-os semleges akrilamid gél 0.2%
APS-t, 0.15% TEMED-et tartalmazott, a DNS fragmentek elektroforézise 1xTBE
pufferben, pBR322 Haelll DNS marker mellett tortént. Az elektroforézis koriilményei
a kovetkezok voltak: 70V, 100mA, 400W, 150 perc. A gélt az elektroforézis végén

Ing/ml (1xTBE puffer) etidium bromiddal festettiik 10 percig.

3.2.3.3. Genotipizalas olvadaspont analizissel

Az olvadaspont analizissel torténd genotipizédlast Aslanidis és munkatarsai modszere
szerint végeztik [48]. A mddszer elvét a 9. dbra szemlélteti. A genotipizdlds a
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) jelenségén alapul. A PCR
reakciot tivegkapillarisban, 20ul térfogatban LightCycler real time PCR késziilékkel
(Hoffmann-La Roche Ltd.) végeztiikk. A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt:
0,04pg genomidlis DNS, 4,5 mmol/l MgCl,, 10 mmol/l Tris-HCI (pH 9.0), 50 mmol/l

KCl, 25-25 umol/l dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 0,4-0,4 pmol/l primer, 0,2-0,2 wmol/l
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hibridiz4cids préoba szett (LCRed640 ill. LCRed705 és fluoreszcein fluorochrom), 2,5
U Taq polimeraz, 12% DMSO. A mutéci6 helyére tervezett primerek és hibridizdlodo
probak szekvencidjat a 4. tablazat mutatja. A specifikus hibridizdcids probdk egyikét a
mutacié helyére tervezve az olvadaspont meghatdrozdsakor a mutdns szakaszhoz
kotdodd proba a mismatch miatt mintegy 7-8°C-kal alacsonyabb homérsékleten
disszocial le, mint a vad szakaszhoz tokéletesen illeszkedd. A kezdeti denaturacidt az
aldbbi inkubdcids 1épések kovették 65 ciklusban: felftés 94°C-ra, 60°C 10
masodperc, 72°C 10 masodperc (20°C/s hatés/fatés kapacitds mellett). Az
olvadaspont analizis koriilményei a kovetkezok voltak: rovid denaturdlast kovetden
gyorsan (20°C homérséklet csokkenés/s) lehiitottiik a reakcidelegyet 40°C-ra, melyen
120 masodpercig inkubaltuk annak érdekében, hogy a probak az amplikonokra
hibridizaljanak. Ezt kovetOen az elegy homérsékletét igen lassan emeltiik (0.1°C/s),
mikozben folyamatosan monitoroztuk a fluoreszcencia szigndl csokkenését, és
meghatdroztuk azt a homérsékletet, ahol a probdk 50%-a mar disszocidlt allapotban
van jelen (olvaddspont). A mért fluorszecencia intenzitds negativ derivaltjat (-dF/dT)

abrazoltuk a homérséklet fliggvényében.
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Oliga 1

. Oligo 2
. Fluorescein 3

LC Red 640
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9. abra. A fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) elve.

Az egyik targetspecifikus proba 3’végén a gerjesztd fluoreszceinnel, a
masik préba 5’ végén LCRed640 (vagy LCRed705) akceptor festékkel
jelolt. Amennyiben a targetspecifikus probdk bekotddnek az annealing
folyamadn, az 1-4 bazis kozelségbe keriild fluoreszcein és az LC Red kozott
FRET jon létre, melynek kovetkezményét, az LC Red fluoreszcens
emisszidjat, a LightCycler mliszer detektélja.
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PRIMER/PROBA SZEKVENCIA

primer
hu ApoE CAl TTgAAggCCTACAAATCggAACTg
hu ApoE CA2 CCggCTgCCCATCTCCTCCATCCg
proba
ApoE4-112M LCRed640-ACATggAggACgTgCgCgg
ApoE4-112A CTgCAggCggCgCAggCCCggCTggglCgC
ApoE2-158M LCRed705-gACCTgCAgAAgCgCCTggC
ApoE2-158A gCTgCgTAAgCggCTCCTCCgCgATgCCg

4. tablazat. Az olvadasponton alapulé apoE mutaci6analizishez
hasznalt primerek és probak szekvenciai a jelzo fluorochromok
feltiintetésével. LCRed640 LightCycler Red 640; LCRed705
LightCycler Red 705; FL fluoreszcein.

3.2.3.4. Statisztikai modszerek

Az eredmények kiértékelés€éhez STATA 5.0 programcsomagot hasznéltunk. Az
Osszefiiggés jellemzésére esélyhanyadosokat alkalmaztunk, melyeket a Cornfield
modszere alapjan szamitott 95%-os konfidencia intervallumaikkal egyiitt tiintettiink
fel [49]. Referencia kategoéridnak az apoE 3/3 genotipust jeloltik ki, ehhez
viszonyitottuk a tobbi izotipus eldforduldsi gyakorisdgat €s az izotipusokkal
kapcsolatos esélyhanyadosokat. Az allélfrekvencidkat és esélyhdnyadosokat standard
modszerekkel szamitottuk —pl. €2 allél frekvencidjanak szdmitdsa a kovetkezd
algoritmus alapjan tortént: {(2*apoE2/2 allélek szdma+apoE3/2 allélek szdma

+apoE4/2 allélek szama)/az Osszes, vizsgalatban részt vett allél}. Az allélfrekvencidk
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kozotti statisztikai kiillonbséget x> probaval vizsgaltuk. Az 4ltalunk 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%-os véltozasa kimutathato.
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4. EREDMENYEK

4.1. AZLDL RG VIZSGALAT EREDMENYEI

Uj, multiplex PCR alapi diagnosztikai tesztet dolgoztunk ki, mely alkalmas a 20bp-
nal nagyobb méretl deléciok kimutatasdra, fliggetleniil attdl, hogy azok a gén 4tir6do
szakaszdn hol helyezkednek el. A promoter régidt €s az egyes exonokat teljes
mértékben kozrefogd primerparokat hasznélva, polimerdz lancreakcid segitségével a
teljes gén atirddé6 szekvencidja exononkénti bontdsban szintetizdlhaté é€s

tanulmanyozhaté6 (10.A és B 4bra).

A teszt alkalmazasédval a teljes LDL receptor gén igen rovid idd alatt levizsgalhat6
delécios genetikai kdrosoddsokra. A szintetizalt amplikonok alkalmasak tovabbi
molekuldrbioldgiai vizsgélatokra (szekvenalds, SSCP analizis) is, igy lehetové valik a

gén finomabb szerkezeti kdrosoddsainak kimutatdsa.

A teszt diagnosztikai hasznosithatésdganak igazoldsara FH-Helsinki génnel
rendelkezd finn betegek DNS mintdit hasznaltuk. Ez esetben a betegek LDL receptor
génjében a 16-os introntdl a 18. exont magaba foglalé nagyméretii deléci6 tehetd
felelossé a betegség kialakulasdért. A 10.C abran FH-Helsinki tipusi génen,
egészséges kontroll DNS mintdn, valamint kelet-magyarorszagi hiperkoleszterinémids
beteg DNS mintdjdn végzett vizsgalat eredménye lathat6. Az analizisben két
reakcidcsovet alkalmaztunk: az 1.sz. reakcidelegy alkalmas az 17, 18 exonok
amplifikdcidjara (1., 3., 5. sdv az agaroz gélben), mig a 7.sz. reakcidelegy segitségével

a 2, 15, 16 exonok szintetizdlhatok (2., 4., 6. sdv). Az FH-Helsinki tipusu gén
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esetében (3, 4 sdv) csak a 123bp és 179bp hosszusigu szakaszok (2., 15. exon)
amplifikdlédnak a 7.sz. reakcidelegyben, mig az 1.sz. reakcidelegyben nincs
amplifikdcid. Kontroll és hiperkoleszterinémids betegbdl szarmazé DNS mintdk

esetében (1, 2 sav) mind az 6t exont amplifikdlni tudtuk.

20 familiaris hiperkoleszterinémidban szenvedd kelet-magyarorszdgi beteg DNS
mintdjdnak analizise sordn nem taldltunk deletdlt LDL receptor génnel rendelkezd
DNS mintat. Vizsgélatunk alapjan valdszinGsithetd, hogy a kelet-magyarorszagi
hiperkoleszterinémids allapotok hatterében nem az LDL receptor gént érintd nagy

genetikai dtrendezddések vagy deléciok allnak.
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A. LDL RG teljes atirédé szakaszanak vizsgalatara alkalmas multiplex PCR teszt eredménye; a
elektroforetikus mintazata. Az exonok szdma az azokat jelzd vonalak felett taldlhaté. Az 1, 2, 3
reakciéelegy amplifikdldsdhoz 51 °C hibridizacids homérsékletet alkalmaztunk; mig a 4, 5, 6, 7 elegyek
esetében ez a homérséklet 47 °C volt.

B. Multiplex PCR fragmentek vizualizalasa gél elektroforézisben etidium-bromid festéssel. 1.
sav: [ reakcioelegy; 2 sav: 2 reakcioelegy; 3 sav: 3 reakcioelegy; 4 sav: 4 reakcidelegy; 5 sav: 5
reakcidelegy; 6 sav: 6 reakcioelegy; 7 sav: 7 reakcioelegy; 8 sav: pBR 322 Haelll DNS marker.

C. A multiplex PCR teszt diagnosztikai hasznosithatésaganak igazolasa 1, 3, 5 sdvokban az LDL
RG 17, 18 exonjainak amplifikdldsdhoz, mig a 2, 4, 6 sdvokban a 2, 15, 16 exonok szintéziséhez
alkalmas primerpdrokat tartalmazzdk a reakcidelegyek. 1,2 sdv: kontroll DNS minta; 3,4 sdv:
bizonyitottan FH-Helsinki génnel rendelkezd beteg DNS mintdja; 5,6 sdv: kelet-magyarorszagi
hiperkoleszterinémids beteg DNS mintdja; 7 sdv: pBR 322 DNA Haelll DNS marker.

10. abra LDL RG vizsgalata multiplex PCR technikaval
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4.2. AZ APOE VIZSGALAT EREDMENYEI

Hixson és munkatarsai 4ltal bevezetett PCR RFLP vizsgélattal [40] 247 25-65 éves
hiperkoleszterinémids beteg esetében végeztiink apoE genotipus meghatarozast. A
mddszer elve az amplifikdciot és restrikcids enzimemésztést kovetd elektroforézis
eredményének sémds rajza és 12 minta fenotipus analizisének elektroforetogrammyja a
11. 4bran lathatd. A teljes vizsgalati populaciot 97 férfi €s 150 nd alkotta. A
hiperkoleszterinémids csoporton beliil észlelt apoE izotipusok eldfordulasi
gyakorisagat, a becsiilt esélyhdnyadosokat és azok 95%-os konfidencia intervallumat
egy elozetes magyarorszagi vizsgélat eredményeihez hasonlitottuk [35] (5. tablazat).
Az izotipusok eloszlasdban x> proba alkalmazdasdval nem taldltunk szignifikans
kiilonbséget a referencia csoport €s hiperkoleszterinémids csoport kozott. Az E3/3
genotipust referencia kategoridnak tekintve a hiperkoleszterinémia
esélyhdnyadosaival jellemeztik az egyes genotipus kategéridkat. Az izotipus
csoportokban (E2/2, E3/2, E4/2, E4/3 és E4/4) szamitott esélyhdnyadosokat és 95%-
os konfidencia intervallumait a 5. tdblazat szemlélteti. A 6. tdblazatban a vizsgdlati
populdcidk izotipusait jellemzd szérum koleszterinszint értékek vannak feltiintetve,
mig a 7. tdbldzat Osszesiti az észlelt relativ allélfrekvencia (€2, €3, €4) eloszldsokat a
két vizsgdlati populdcidban. Eredményeink nem tdmasztjdk ald azt a hipotézist,
miszerint az €2 alléllel rendelkezd egyének szérum koleszterin szintje alacsonyabb,
mint az €4 alléllel rendelkezoké, nem taldltunk bizonyitékot arra sem, hogy a
hiperkoleszterinémids betegek apoE allélfrekvencia megoszldsa eltérd lenne a

referenciacsoportétdl. A feltiintetett esélyhdnyadosok az egyes kategéridknak a
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2» 112. aminosavhely 158. aminosavhely
1 1
| | I 72bp | | 48bp I 35bp o Pll
4_
bt K
91bp 83bp

Az apoE gén kritikus régidja a baziscsere (112, 158 aminosavhelyek), a restrikciés enzim (Hhal) lehetséges
tdmadaspontjainak és a primerek kapcsolddasi helyeinek , valamint a lehetséges restrikcids fragmentek
hosszdnak fetiintetésével

B) Mintazat
fragment E2/2 E 3/3 E 4/4 E 3/2 E 4/3 E 472
91bp
83bp —_— —_— —_—
72bp
48bp
35bp

Az apoE izotipusokhoz rendelhetd PCR-RFLP mintdzatok a gén 3708-3920bp kozotti szakaszan nyert
amplikonok Hhal restrikciés enzim emésztését kovetden

C) Elektroforetikus kép

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 DNS marker
~ 124bp
~ 80bp

~ 64bp

51bp

Fenotipus eloszlas: 3/3: 1, 2, 8, 10 minta; 4/3: 3,4, 5 minta; 3/2: 6,9, 11, 12 minta; 4/2: 7 minta.
Minden minta familidris hiperkoleszterinémids beteg DNS-ének Hhal restrikcids enzim
emésztéssel nyert fargmentjeit mutatja.

11. abra Az apoE polimorfizmus meghatarozasa PCR RFLP médszerrel
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referencia (€3) kategéridhoz viszonyitott esélyeit jellemzik. Nem tudtunk
statisztikailag szignifikdns kiilonbséget kimutatni egyik apoE allél esetében sem a

hiperkoleszterinémids populédciéban.

ApoE Hiperkoleszterinémias Referencia Esély-
izotipusok csoport (%) csoport (%) hanyados %
E 2/2 2 (0.8) 4 (2.0) 0.44 0.04-3.11
E3/2 23 (9.3) 16 (7.9) 1.26 0.61-2.66
E 4/2 4 (1.6) 2 (1.0) 1.75 0.25-19.58
E 3/3 151 (61.1) 132 (65.3) 1.00 -
E 4/3 65 (26.4) 46 (22.8) 1.24 0.77-1.98
E 4/4 2 (0.8) 2 (1.0) 0.87 0.06-12.22
Osszesen 247 (100) 202 (100)

Megjegyzés: 95% CI, 95% konfidencia intervallum.

5. tablazat. A kiilonb6zo apoE izotipusok szama és elofordulasi gyakorisaga a
hiperkoleszterinémias ¢és a referencia populaciokban, valamint a
hiperkoleszterinémia kiilonb6zo izotipusokkal kapcsolatos, a 3/3-as genotipushoz
viszonyitott esélyhanyadosai és azok 95 % -os konfidencia intervallumai.
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Hiperkoleszterinémias

ApoE izotipus csoport Referencia csoport
(atlag(xSD)) (atlag(xSD))
E 2/2 8.0 (£0.0) 4.4 (£0.5)
E 3/2 7.9 (£1.1) 5.9 (20.9)
E 4/2 8.8 (£2.7) 4.8 (£0.4)
E 3/3 8.3 (£1.5) 5.7 (£1.1)
E 4/3 8.5 (£1.8) 59 (£1.1)
E 4/4 7.5 (£0.4) 8.0 (£0.4)

Megjegyzés: SD, szoras (standard deviation)

6. tablazat Az egyes apoE izotipusokhoz rendelhetd szérum
koleszterinszint értékek (mmol/l) hiperkoleszterinémias és referencia
populaciékban.

Apo E allélek a Apo E allélek a
Apo E  hiperkoleszterinémias referencia Esélyhanyados 95% CI
allél csoportban (%) csoportban (%)
€2 31(6.3) 26 (6.4) 0.99 0.56-1.79
€3 390 (78.9) 326 (80.7) 1.00 -
&4 73 (14.8) 52 (12.9) 1.17 0.79-1.76

Megjegyzés: 95% CI, 95%-os konfidencia intervallum.

Az allélfrekvenciakat és esélyhdnyadosokat standard modszerekkel szamitottuk pl. €2
allél frekvencidjanak szamitdsa a kovetkezo algoritmus alapjan tortént:

{(2*apoE2/2 allélek szdma+apoE3/2 allélek szama +apoE4/2 allélek szdma)/az
0sszes, vizsgdlatban részt vett allél}.

7.tablazat ApoE allélek szama és elofordulasi gyakorisaga a
hiperkoleszterinémias és referencia csoportokban, valamint a
hiperkoleszterinémia kiilonb6zo allélekkel kapcsolatos, az €3 allélhez
viszonyitott esélyhanyadosai és azok 95 %-os konfidencia intervallumai.
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A genotipizdlds automatizaldsa, az analizis-id0 leroviditése érdekében intézetiinkben
bevezettiik az apoE pontmutacidk olvaddsponton alapul6 analizisét a szakirodalomban
leirt probak alkalmazasaval [48], és eredményeinket Osszevetettiik a hagyomanyos
PCR RFLP moddszerrel nyert eredményekkel. A genotipizdlas elvét a 12. abra
szemlélteti. Az apoE pontmuticiok helyére tervezett hibridizaciés probdk
alkalmazasaval LightCycler real time PCR késziilékkel a két 10kusz egymastol
fiiggetleniil vizsgédlhato €s a mellékelt tablazat alapjan a DNS mintdk 100%-o0s
biztonsaggal genotipizdlhatok. A 112. aminosavhely vizsgdlata sordn mutdns allél
jelenléte esetében a hibridizacids proba 54°C-on, mig a vad allél esetében 62°C-on
olvad le. A 158-as aminosavhely mutdcidjanak vizsgdlata sordn a vad allél jelenlétét a
66°C-on mig mutdns allél jelenlétét az 58°C-on megjelend fluoreszcencia intenzitas
valtozds jelenti. Az apoE olvaddsponton alapuldé genotipizdldsa a két csatorna
parhuzamos analizisével torténik. A 12. abrdn l4that6 tdblazat alapjan az €4 allélre
nézve homozigéta fenotipus esetén mind az 112., mind a 158. aminosavhelyen a
magasabb homérsékleten jelenik meg a fluoreszcencia intenzitds negativ derivaltjanak
a csucsa. Mindkét csatorndn mindkét hdmérsékleten megjelend fluoreszcencia csics
E2/E4 fenotipust, mig a fluoreszcencia intenzitds negativ derivaltjdnak mindkét
csatorndn az alacsonyabb homérsékleten észlelt csicsa E2/E2 fenotipust jelol. Ezzel a
modszerrel a genotipizdlds idGtartama a hagyomanyos mddszerrel végzett mivelet
toredékére csokken: 32 minta analizise végezhetd mintegy 50 perc alatt, ami jelentds

idomegtakaritdss a PCR-RFLP analizis 12 ¢6rds idotartamdval szemben.
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12. abra. ApoE genotipizalas olvadasponton alapulé mutaciéanalizissel.

A 112. aminosavhely vizsgalata sordn mutans allél jelenléte esetében a hibridizaciés proba 54°C-on, mig a vad allél
esetében 62°C-on olvad le. A 158-as aminosavhely mutacidjanak vizsgélata sordn a vad allél jelenlétét a 66°C-on
mig mutdans allél jelenlétét az 58°C-on megjelend fluoreszcencia intenzitds valtozas jelenti. Az apoE olvadasponton
alapul6 genotipizéldsa a két csatorna parhuzamos analizisével torténik. Az €4 allélre nézve homozigéta fenotipus
esetén mind az 112., mind a 158. aminosavhelyen a magasabb homérsékleten jelenik meg a fluoreszcencia
intenzitds negativ derivaltjanak a csticsa. Mindkét csatornan mindkét hdmérsékleten megjelend fluoreszcencia csics
E2/E4 fenotipust, mig a fluoreszcencia intenzitas negativ derivaltjanak mindkét csatornan az alacsonyabb
homérsékleten észlelt csicsa E2/E2 fenotipust jelol.
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5. DISZKUSSZIO

A familidris hiperkoleszeterinémia monogénes Oroklésmenetet mutaté betegség,
melynek hatterében az LDL RG defektusa all. A betegség frekvencidja eurdpai €s
észak-amerikai populdciokban édtlagosan 0.2% [50], azonban ez az eldfordulési arany
egyes populdciokban sokkal magasabb is lehet. Az elmilt években nagyszamu
genetikai karosodast irtak le, melyek az LDL receptor szintézisének zavardhoz,
funkciéjanak megvaltozasdhoz vezetnek és klinikailag hiperkoleszterinémia
formdjdban manifesztalédnak [7, 22]. A jelenleg ismert genetikai elvéltozdsok
nagyfoku variabilitdst mutatnak: jelenthetnek kis €s nagy deléciot, inszerciot,
nonsense €s missence mutaciot [22, 24, 25, 51-53]. Az a tény, hogy a génben ezidaig
nem azonositottak mutacids forr6 ponto(ka)t, igen megneheziti a veszélyeztetettség
kimutatasat. A lehetséges genetikai karosodasok széles skdldja miatt egy populacio
vagy rizikdcsoport szlirésére nem lehet mar bevezetett vizsgalatokat atvenni, hanem
egy olyan tesztrendszert kell kidolgozni, amely lehetdséget ad a gén teljes
szakaszanak analizisére. Célkitizéstinknek megfelelden kidolgoztunk egy olyan
multiplex PCR elven alapul6 mddszert az LDL RG delécios karosodasainak
vizsgélatira, amely alkalmas a teljes gén levizsgélasara és a génben 1évo, 20 bp-nal
nagyobb szakaszt érintd, delécidok kimutatdsara. Ez a tesztrendszer egyben kiindulasi

alapul szolgélhat a gén tovabbi analiziséhez.

A tesztrendszer alkalmazasdval nyert eredményeink arra utalnak, hogy a kelet-

magyarorszagi hiperkoleszterinémids allapotok esetében valdszinlileg minor delécidk

vagy muticiok jelentik az LDL receptor defektust. E feltevésiink igazoldsara a
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szintetizalt PCR termékek részletesebb analizisével (szekvenalds, SSCP analizis) kell

folytatni a vizsgalatokat.

Klinikai és genetikai epidemioldgiai tanulmanyok eredményei alapjan megéllapithato,
hogy az apoE €2 allél jelenléte a szervezetben protektiv, mig az €4 allél prediszpondld
hatést fejt ki a kardiovaszkuldris betegségekre vonatkozdan [34, 36, 37]. Ez a feltevés
Osszhangban 4all azzal a felismeréssel, hogy az €2 allél csokkent affinitdssal
kapcsolodik az LDL receptorhoz, ami az apoE tartalmi lipoproteinek
akkumuléici6jdhoz, kovetkezetesen megemelkedett koncentricidjdhoz vezet, tovabba
azzal, hogy az €4 allél jelenléte az LDL clearance csokkenését, ezdltal az LDL
receptor downreguldciéjat valtja ki [54, 55]. Altalinosan elfogadott, hogy az
apolipoprotein E molekula izotipusa befolydsolja a plazma koleszterin szintjét;
megvélaszolatlan kérdés azonban, hogy az egyes apoE izotipusok azonos mértéki
hatdst gyakorolnak-e a szérum koleszterinszintre az egyes etnikai csoportokban. A
Cardiovascular Risk in Young Finns Study epidemioldgiai vizsgélat a sziv- és
érrendszeri betegségekkel Osszefliggést mutaté genetikai markerek szérum lipid szint
alakuldsdra gyakorolt hatdsat tanulmédnyozta, €és nem mutatott ki kapcsolatot az apoE
fenotipusok alakuldsa és a plazma LDL-koleszerin szint véaltozdsa kozott [56].
Hallman és munkatarsai kilenc kiilonbozd populdcioban vizsgdltdk az apoE allélek
eloszlasat, és kimutatattdk, hogy a vizsgalt populdciok kozott a szudani népcsoportban
volt a legmagasabb az €4 allél eloforduldsa, és a varttal ellentétben ez a csoport
rendelkezett a legalacsonyabb szérum koleszterin szinttel [35]. Hasonl6képpen a
malaj népesség korében is alacsonyabb koleszterin szinttel tarsult az €4 allél jelenléte

[35]. Megalapozottnak latszik az a kovetkeztetés, hogy a kérdés megvélaszoldsdra az
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altalanos  populaciora  vonatkozd szabdlyszerliségek  feltardsa  helyett

hiperkoleszterinémids populédcion végzett vizsgalatok sziikségesek.

Ezidaig hiperkoleszterinémids populdcion apoE allélfrekvencia vizsgdlatot nem
végeztek, illetve erre vonatkozé utalds nincs a szakirodalomban. Igy hidnypétlénak
joggal nevezhetd vizsgdlataink eredményei alapjan megdllapithatd, hogy a
hiperkoleszterinémids populédcidban észlelt allélfrekvencia eloszlas nem kiilonbozik
szignifikdnsan az altaldnos populacidban észlelttdl. Megfigyelésiink nem tdmasztja ala
azt a hipotézist, miszerint az €4 allélre nézve homozigéta vagy heterozigota egyének
fokozott kardiovaszkularis betegség kockdzatnak vannak kitéve. Ugyanakkor nem
zarhaté ki hogy a sziv- és érrendszeri betegségek Kelet-Magyarorszagon észlelt
magas prevalencidjanak hatterében olyan metabolikus zavarok dllnak, melyekben az

apoE izotipusok is involvéltak.

Adataink alapjan felvethetd a kérdés: az apoE polimorfizmus vizsgdlat eredménye
alapjan  véleményezhetd-e az egyén veszélyeztetettsége kardiovaszkuldris
betegségekkel szemben? Napjainkban egyre tobb laboratérium tervezi az apoE
polimorfizmusok — mint a kardiovaszkularis betegségek egyik kockézati tényezdje —
meghatdrozasdnak bevezetését, azonban fontos kihangsulyozni, hogy még nem 4ll
rendelkezésre elegendd adat a szakirodalomban az apoE polimorfizmusok szérum
koleszterin szintre gyakorolt hatdsdra vonatkozéan. Tovabbi kutatdsok sziikségesek a
lipidhdztartasban involvalt egyéb gének genetikai polimorfizmusainak és a

hiperkoleszterinémia kiilonb6z0 tipusai kozotti kapcsolat vizsgélatara is.
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5.1. Az eredmények népegészségiigyi hasznosithatésaga

Modern molekularbiol6giai mddszerekkel a kardiovaszkularis megbetegedések eddig
ismeretlen rizikofaktorai felderithetdk, igazolhatok, a mdar ismertek tovéabb
vizsgalhatok, és ezdltal a megbetegedések genetikai hdttere tisztdzhats. Az
apolipoproteineket, LDL receptort, valamint a lipidmetabolizmus enzimjeit kédold
gének polimorfizmusainak és génkdrosodasainak PCR technikaval torténd vizsgalata
ma mér nélkiilozhetetlen a pontos diagndzis €s a rizikofelmérésre épiild megeldzés,
manifeszticid-késleltetés szempontjabdl [8]. Ugyanezen metodikdk felhasznédldsaval
eddig nem ismert, ) génkdrosodisok mutathatok ki a zsiranyagcsere reguldtor
génjeiben, valamint multiplex PCR tesztek alkalmazasdval a sziv-és érrendszeri
betegségek rizikofaktorainak szOrdvizsgélat jellegh felmérésére van lehetoség ugy

individudlis, mint populdcids szinten.

A fejlett nyugati orszdgokban a kardiovaszkularis betegségek rizikofaktorainak
csokkentésére ill. eliminéldsara irdnyulé programok hatdsédra szignifikdnsan csokkent
a sziv- és érrendszeri betegségekre visszavezethetd morbiditds €s mortalitas.
Napjainkban a nyugat-eurépai és észak-amerikai orszdgokban ezért egyre
altalanosabbd vélnak azok a molekularis epidemioldgiai szlirdvizsgalatok amelyek a
vezetd haldlokokat jelentd népbetegségekkel szembeni fogékonysag korai
kimutatasidt, a mieldbbi gondozdsba vételt, s a betegség manifeszticigjanak
maximdlis késleltetését célozzdk. Igy intenziv kutatdsok folynak az ischaemids
szivbetegségek genetikai hatterének megismerésére azzal az igénnyel, hogy 1.) a
kardiovaszkularis betegségek prevencidjat a masodlagos - azaz a korai tiinetek

kimutatdsa - szintrdl az elsdodleges - a genetikai kdrosoddssal jelzett
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veszélyeztetettség kimutatdsa - szintre hozzék; 2.) s igy a betegség jelentkezése elott a
veszélyeztetetteket gondozédsba vonjak, mely sordn életviteli tandcsadassal, adekvat,

prevenciot célzo gyogyszeres kezeléssel a veszélyeztetettség csokkenése érheto el.

Morbiditdsi és mortalitdsi statisztikai adatok egybehangzdéan igazoljdk a
kardiovaszkularis €és daganatos megbetegedések sulyozott népegészségiigyi
jelentdségét a magyar népess€g vonatkozasaban [57]. Az orszdgon beliili tertileti
egyenlotlenségek elemzésével igazoldst nyert, hogy a keringési betegségek okozta
korai haldlozds az orszdgos 4tlagndl szignifikdnsan magasabb Eszakkelet-
Magyarorszagon [58, 59]. Az id0 elotti haldlozashoz vezetd népbetegségek esetében a
megeldzés €s a gyogyito ellatds szinvonaldnak emeléséhez nélkiilozhetetlenek azok az
adatok, melyek a hajlamositdé genetikai defektusokat és konstelliciokat, 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 kardiovaszkularis betegségek genetikai hétterére vonatkozdan. A
kozlések Oridsi szdma csak részben magyardzhaté az intenziv kutatdssal; az okok
kozott dontd sullyal szerepel az a tény, hogy a genetikai prediszpoziciot jelentd
eltérések geografiai, regiondlis, sot etnikai variabilitdst mutatnak. Kovetkezésképp
nem lehet egy orszdgos genetikai, molekuldris epidemioldgiai szlrSprogramot
nemzetkdzi  adatokra alapozva tervezni, alapfeltétel az adott orszag
régidiban/etnikumaiban jellegzetes eltérések feltdrasa, melyre a késObbiekben a
szarOprogram épithetd. Hazdnkban ezek az adatok teljesen hidnyoznak, igy a
kardiovaszkularis  betegségek primer prevencidjat célz6 hazai  genetikai

epidemioldgiai szlrOprogramokra, ill. a szlrési és a kovetkezményes gondozasi
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algoritmusok kidolgozdsara kell javaslatot tenni. A kadiovaszkuldris betegségek
genetikai  hatterének alaposabb megismerésével a betegségek prevencidja
koncepciondlisan Uj alapokra helyezhetd. Az egyének genetikai fogékonysdganak
kimutatasa lehetdséget ad a megbetegedések primer (preszimptomds) prevencidjanak
megvaldsitdsdra, mely az egyén esetében a betegségmentes életévek szdmdanak
novekedését, az egészségiigyi ellatds koltségvetésének szempontjdbol pedig a
kronikus kardiovaszkuldris betegségek kovetkeztében kialakult elldtdsi koltségek

csokkenését vonhatja maga utén.
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