Sveučilište u Zagrebu

Medicinski fakultet

Josip Sremec i Fran Seiwerth
UTJECAJ NON 3/3 VARIJANTE APOLIPOPROTEINA E I PRO12ALA POLIMORFIZMA PPAR-γ NA RIZIK RAZVOJA PRETILOSTI I METABOLIČKOG SINDROMA

                                                             Zagreb, 2011.

Ovaj rad izrađen je u Kliničkom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu, KBC Zagreb, te na Katedri za medicinsku kemiju, biokemiju i kliničku kemiju Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu pod vodstvom prof. dr. sc. Jasne Lovrić, u sklopu znanstvenog projekta „Funkcijska genomika i proteomika rizičnih čimbenika ateroskleroze“ (šifra projekta: 108-1080134-0136) čiji je voditelj prof. dr. sc. Jadranka Sertić i predan je na natječaj za dodjelu Rektorove nagrade u akademskoj godini 2010/2011.

POPIS KRATICA

A

adenozin

ApoE

apolipoprotein E

BMI

indeks tjelesne mase (prema engl. body mass indeks)
C

citozin

dNTP

deoksiribonukleotid-trifosfat 
DNA

deoksiribonukleinska kiselina (prema engl deoxiribonucleid acid)

EGIR 

Europska organizacija za istraživanje inzulinske rezistencije (prema engl. European Group for the Study of Insulin Resistance)

FMOC 
N-(9-Fluorenilmetoksikarbonil)
FRET
 prijenos energije rezonancijom fluorescencije (prema engl. fluorescence resonance energy transfer)
G

gvanin

GUK

glukoza u krvi

HDL

lipoprotein visoke gustoće (prema engl. high density lipoprotein)

LDL

lipoprotein niske gustoće (prema engl. low density lipoprotein) 
m-RNA

glasnička ribonukleinska kiselina (prema engl. Messenger ribonucleid acid)

Na-EDTA
natrij-etilendiamintetraoctena kiselina 
NCEP

Američki program za eduakciju o kolesterolu (prema engl. National cholesterol educational program)

PCR

lančana reakcija polimerazom (prema engl. polymerase chain reaction)

PPAR–γ
peroksisomskim proliferatorom aktivirani receptor gama (prema engl. peroxysome proliferator-activated receptor gamma)

RFLP

polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (prema engl. restriction fragment length polymorphism)

VLDL
lipoprotein vrlo male gustoće (prema engl. Very low density lipoprotein)
WHO

Svjetska zdravstvena organizacija (prema engl World health organization)
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1. UVOD

PPAR-γ
PPAR-γ je ligandom aktiviran nuklearni receptor koji sudjeluje u regulaciji ekspresije gena i u diferencijaciji adipocita (Chawla i sur.-1994).  Ligandi ovog receptora su masne kiseline, te se pretpostavlja da ima udjela u homeostazi lipida (Xu i sur.-1999, Rosado i sur.-2010). Jedan od prirodnih liganada je i FMOC-L-leucin (Rocchi i sur.-2001). Pokazalo se da se najviše koncentracije PPAR-γ mRNA nalaze u adipocitima i debelom crijevu; u bubrezima, jetri i  tankom crijevu su srednje koncentracije mRNA, dok su njezine razine u mišićnom tkivu jedva detektabilne (Fajas i sur.-1997). Postoje tri izoforme gena PPAR-γ: PPAR-γ 1 i PPAR-γ 2, koje se razlikuju u tome što PPAR-γ 2 ima 28 aminokiselina više na amino kraju (Elbrecht i sur.-1996), dok se transkripcija nedavno otkrivenog PPAR-γ 3 vrši s drugačijeg promotora smještenog prema 5' kraju u odnosu na egzon A2 (Fajas i sur.-1998). PPAR-γ 1 je mnogo zastupljeniji u tkivima od PPAR-γ 2 (Fajas i sur.- 1997). PPAR-γ 3 je zastupljen isključivo u masnom tkivu i debelom crijevu (Fajas i sur.-1998). Omjer PPAR-γ 1 i PPAR-γ 2 u adipocitima varira među pojedincima (Mukherjee i sur.- 1997). Genski polimorfizam na kodonu 12 egzona B PPAR-γ 2 (Pro12Ala, zamjena baze C>G što rezultira zamjenom aminokiseline prolin alaninom; CCA>GCA) (Yen i sur.- 1997) je odgovoran za smanjenu transkripcijsku aktivnost PPAR-γ 2 (Deeb i sur.- 1998, Masugi i sur-2000). Postoji nekoliko radova koji istražuju pavezanost ovog polimorfizma s pretilošću, ali do jasnih se zaključaka nije došlo (Ek i sur.-1999, Mori i sur.-1998, Beamer i sur.-1998, Hasstedt i sur.-2001). Također je istraživana i njegova povezanost s brzinom metaboliziranja masti (Rosado i sur.-2010), s dijabetesom tip 2 (Deeb i sur.-1998, Valve i sur.-1999, Altshuler i sur.-2000, Oh i sur.-2000), te s osjetljivošću na inzulin (Buzzetti i sur.-2004). Lijekovi koji moduliraju funkciju PPAR-γ spadaju u skupinu tiazolidinediona (Lehmann i sur.-1995, Lambe i sur.-1996). Ti lijekovi spadaju među oralne antidijabetičke lijekove. Pretpostavlja se da djeluju na inzulinsku osjetljivost potičući unos slobodnih masnih kiselina u masno tkivo, štiteći tako ostala tkiva od štetnog djelovanja njihove povećane koncentracije u krvi. Prvi, naknadno povučeni lijek iz te skupine bio je troglitazon, a sada su u upotrebi roziglitazon i pioglitazon (Yki-Jaervinen- 2004).
APOLIPOPROTEIN E

Apo E (Apolipoprotein E) pripada grupi apolipoproteina, vrste proteina koji zajedno sa lipidima tvore lipoproteine i tako sudjeluju u njihovom metabolizmu. Funkcija ApoE je važna za metabolizam hilomikrona i VLDL – a (very low density lipoprotein, lipoprotein vrlo niske gustoće) jer omogućuje njihovo vezanje na receptore hepatocita i perifernih stanica. 
Gen koji kodira za Apolipoprotein E nalazi se u čovjeka na 19. kromosomu, u grupi sa apolipoproteinima C1 i C2.  (Entrez Gene: APOE apolipoprotein E).  

Gen za ApoE može imati tri varijante alela: ApoE2, ApoE3 i ApoE4 koji se translatiraju u tri alela: normalni ApoE- ε3 koji se pojavljuje u 60 % populacije .(Eichner JE.-2002)  te defektni  Apo-ε2 i Apo-ε4 koji se razlikuju u dvije aminokiseline, cisteinu i argininu na pozicijama 112 i 158 (Hong-liang Zhang i sur.-2010)  

 Apolipoprotein E se sintetizira u velikom broju organa ljudskog organizma, kao što je jetra, mozak, slezena i bubrezi, a velike količine ApoE – a nalaze se i u inersticijskoj tekućini. (Mahley RW, 1988) Najveću količinu ApoE-a sintetizira jetra, između 2/3 i 3/4 ukupnog ApoE-a. (Hong-liang Zhang i sur.-2010)
Pojavnost Apo-ε2 i Apo-ε4 alela povezuje se s učestalijom incidencijom kardiovaskularnih bolesti (Couderc R, Bailleul S., 1998), metaboličkih bolesti u smislu hiperlipoproteinemija (Breslow i sur.-1982) te velikog broja neuroloških bolesti uključujući Alzheimerovu demenciju (Zuo I sur.-2006), Guillian – Barreov sindrom autoimunosni neuritis (Zhang i sur. 2010), kompleksne parcijalne epilepsije i njihov odgovor na terapiju (Sporiš i sur.-2005), te multiplu sklerozu (Chapman I sur.-2001).
METABOLIČKI SINDROM

Metabolički sindrom je naziv za skup faktora koji nose najveći rizik za koronarni incident kod pacijenata. Karakteriziran je inzulinskom rezistencijom s povećanim koncentracijama glukoze u krvi natašte, abdominalnim tipom pretilosti, visokim vrijednostima kolesterola te visokim krvnim tlakom (International Diabetes Federation, 2006). 

Kroz povijest se definicija metaboličkog sidroma često mijenjala, počevši od 1922. godine kada je definiran kao kombinacija hipertenzije, hiperglikemije i podagre. (Kylin E., 1923). Do današnjih dana naglasak je stavljen na druge čimbenike pa su tako WHO  1999. , EGIR 1999. te NCEP 2001. izdali smjernice za dijagnozu metaboličkog sindroma uključivši u njih mjerenje inzulinske rezistencije, krvnog tlaka, koncentracije triacilglicerola, HDL kolesterola, opsega trbuha i/ili omjera opsega trbuha i kukova te mikroalbuminuriju. (K.Alberti, 2005). U našoj studiji koristili smo se kriterijima NCEP (Američkog programa za edukaciju o kolesterolu) iz 2001. godine koji uključuju sljedeće stavke:

Glavni kriterij je povećanje opsega struka koji kod muškaraca mora iznositi  ≥102cm, a kod žena ≥ 88cm. 
Uz to, barem tri dodatna kriterija od dolje navedenih moraju biti zadovoljena:
· Tlak ≥ 130/85 mmHg
· Koncentracija glukoze u krvi natašte ≥ 6,1 mmol/L

· Triacilglicerol ≥1,7 mmol/L

· HDL za  muškarce < 1,03 mmol/L;  HDL za  žene < 1,29 mmol/L (NCEP,2001.)

BMI 

BMI, odnosno indeks tjelesne mase, je naziv za izvedenu mjeru koja se u kliničkoj praksi koristi za brzo i jednostavno procjenjivanje količine masnog tkiva pojedinca. Račun se izvodi na način da se masa ispitanika u kilogramima podijeli s visinom ispitanika u metrima dignutom na drugu potenciju. 
S obzirom na izračunati BMI, osobe se dijele u 4 kategorije (WHO, BMI):

· Smanjena tjelesna masa (BMI < 18.5 kg/m2)

· Normalan raspon (BMI 18.5 – 24.99 kg/m2)

· Prekomjerna tjelesna masa (BMI 25 – 29.99 kg/m2)

· Pretilost (BMI ≥ 30 kg/m2)

2.HIPOTEZA
Nije još nedvosmisleno utvrđena uloga non 3/3 varijanti apolipoproteina E, kao i Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ na poremećaje metabolizma energije, uključujući pretilost centralnog tipa te metabolički sindrom. Naša je hipoteza da postojanje Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ kao i  non 3/3 varijante apolipoproteina E, zasebno ili u kombinaciji,  utječe na rizik za pojavu metaboličkog sindroma, centralnog tipa pretilosti i BMI većeg od 30. 

3. OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Opći cilj rada je utvrditi učestalost pojavljivanja non 3/3 varijanti ApoE i Pro12Ala polimorfizma u genomu ispitanika s metaboličkim sindromom, povišenim indeksom tjelesne mase (BMI>30) i povećanim opsegom struka.  

Specifični ciljevi:

1.Utvrditi pojavljuje li se non 3/3 varijanta ApoE češće u nekoj od ispitivanih   skupina

2.Utvrditi pojavljuje li se Pro12Ala polimorfizam češće u nekoj od promatranih skupina

3.Utvrditi postoji li eventualno međudjelovanje faktora pod točkom 1. i 2.

4. ISPITANICI I METODE
4.1 ISPITANICI
Kao materijal u ovom istraživanju korišteni su uzorci venske krvi dobrovoljnih ispitanika koja je izvađena nakon cjelonoćnog posta. Svaki ispitanik je prije davanja uzorka krvi bio upoznat s tematikom i ciljevima istraživanja te je potpisao informirani pristanak za sudjelovanje u znanstvenom istraživanju. Uzorci krvi korišteni su za genotipizaciju ApoE i PPARγ
Ciljna skupina ispitanika bile su osobe tzv. „srednje životne dobi“, između 40 i 70 godina. Odabrane su ove dobne granice jer su osobe te populacije, kako u svjetskim razmjerima, tako i kod nas, najčešće pogođene kardiovaskularnim tegobama kao posljedicom poremećaja metabolizma masti i glukoze, odnosno metaboličkog sindroma. 

U istraživanje su uključene 192 osobe, od čega 140 ženskih te 52 muška ispitanika. Uzorci krvi korišteni su za genotipizaciju ApoE i PPARγ postupcima opisanima u odjeljku „Metode“ no isto tako su korišteni u kategorizaciji ispitanika gdje su svim ispitanicima su rađeni sljedeći testovi: mjerenje visine i težine te iz dobivenih podataka računanje BMI, mjerenje opsega struka, mjerenje krvnog tlaka, te pretrage iz uzoraka venske krvi: triacilglicerol, kolesterol, HDL, LDL i  glukoza.

Tablica 1  Prosječne vrijednosti deskriptivnih parametara svih ispitanika 
	Dob (godine)

BMI (kg/m2)
	51,43 ± 5,48
28,4 ± 4,49 

	Opseg struka (cm)
	96,25  ± 11,95 

	Tlak sistolički (mmHg)

Tlak dijastolički (mmHg)
	136,97 ± 19,17

87,4 ± 10,18

	Triacilglicerol (mmol/L)
	1,96 ± 0,95

	Kolesterol (mmol/L)
	5,7 ± 0.84

	HDL (mmol/L)
	1,47 ± 0,28

	LDL (mmol/L)
	3,40 ± 0,69

	GUK (mmol/L)
	5,62 ± 0,93 


Na temelju dobivenih vrijednosti BMI, opsega struka, krvnog tlaka te koncentracije glukoze, kolesterola, triacilglicerola i lipoproteina u krvi formirane su ispitanička i kontrolna skupina po 3 različita kriterija: 

· opsegu struka,

· BMI 

· zadovoljavanju kriterija za metabolički sindrom.

Uz svaku podjelu napravili smo deskriptivnu statistiku kao dodatne opisne parametre pojedinih ispitaničkih i kontrolnih skupina.

U podjeli po opsegu struka kao kriterij uzete su granične vrijednosti centralnog tipa pretilosti,  ≥102 cm za muškarce te ≥ 88 cm za žene.  

Podijelivši ispitanike po tim kriterijima dobili smo ispitaničku skupinu od 112 te kontrolnu skupinu od 80 osoba. Osnovni deskriptivni parametri obje skupine bili su sljedeći:

Tablica 2.  Prosječne vrijednosti deskriptivnih parametara nakon podjele po kriteriju opsega 

              struka
	
	Ispitanička skupina
	Kontrolna skupina

	Dob (godine)
	51,97 ± 5,72
	50,66 ± 5,83

	BMI (kg/ m2)
	31,72 ± 3,63 
	23,70 ± 1,69

	Opseg struka (cm)
	105,43 ± 8,79
	83,25 ± 5,99

	Tlak sistolički (mmHg)
	148,89 ± 20,1
	120,08 ± 1,13

	Tlak dijastolički (mmHg)
	92,91 ± 10,9
	79,62 ± 1,33

	Triacilglicerol (mmol/L)
	2,39 ± 1,08
	1,35 ± 0,57

	Kolesterol (mmol/L)
	5,89 ± 0,88
	5,45 ± 0,7

	HDL (mmol/L)
	1,37 ± 0,24
	1,61± 0,32

	LDL (mmol/L)
	3,49 ± 0, 73
	3,26 ± 0,62

	GUK (mmol/L)
	5,96 ± 0,88
	5,10 ± 0,64


Kao granični BMI uzeli smo vrijednost od 30 kg/m2 budući da je to granica koju je WHO označila kao prijelaz između povećane tjelesne mase i pretilosti kao medicinskog poremećaja. U ispitaničku skupinu su ušle osobe s BMI≥30 kg/m2.

Tablica 3.  Prosječne vrijednosti deskriptivnih parametara ispitanika nakon podjele po 

               kriteriju BMI
	
	Ispitanička skupina
	Kontrolna skupina

	Dob (godine)
	52.10 ± 5.8
	51.05 ± 5.76

	BMI (kg/m2)
	34.45 ± 2.58
	24.97 ± 2.28

	Opseg struka (cm)
	110.75 ± 7.85
	88.04 ± 8.25

	Tlak sistolički (mmHg)
	150.34 ± 20.4
	129.41 ± 14.02

	Tlak dijastolički (mmHg)
	93.07 ± 9.77
	84.21 ± 8.06

	Triacilglicerol (mmol/L)
	2.60 ± 1.26
	1.59 ± 0.70

	Kolesterol (mmol/L)
	5.91 ± 0.95
	5.59 ± 0.76

	HDL  (mmol/L)
	1.32 ± 0.22
	1.55 ± 0.30

	LDL (mmol/L)
	3.49 ± 0.77
	3.35 ± 0.64

	GUK (mmol/L)
	6.23 ± 1.28
	5.28 ± 0.70


Pri podjeli po kriteriju metaboličkog sindroma, uzete su smjernice iz 2001. godine (NCEP,2001.) koje uključuju sljedeće stavke:

Opseg struka kod muškaraca ≥102cm, kod žena ≥ 88cm, uz bar tri dodatna zadovoljena kriterija od dolje navedenih:
· Krvni tlak ≥ 130/85 mmHg
· GUK natašte ≥ 6,1 mmol/L
Ttriacilglicerol ≥1,7 mmol/L
· HDL za  muškarce < 1,03 mmol/L;  HDL za  žene < 1,29 mmol/L

Tablica 4. Prosječne vrijednosti deskriptivnih parametara ispitanika nakon podjele po 

               kriteriju metaboličkog sindroma
	
	Ispitanička skupina
	Kontrolna skupina

	Dob (godine)
	51.91 ± 5.83
	50.90 ± 5.66 

	BMI (kg/m2)
	32.08 ± 3.64
	24.35 ± 2.19

	Opseg struka (cm)
	106.5 ± 8.76
	84.98 ± 6. 87

	Tlak sistolički (mmHg)
	151.55 ± 20.19
	120. 95 ± 2.72

	Tlak dijastolički (mmHg)
	94.19 ± 10.84
	79.97 ± 1.42

	Trigliceridi (mmol/L)
	2.46 ± 1.14
	1.41 ± 0.59

	Kolesterol (mmol/L)
	5.98 ± 0.89
	5.41 ± 0.68

	HDL  (mmol/L)
	1.36 ± 0.24
	1.58 + 0.31

	LDL (mmol/L)
	3.58 ± 0.73
	3.21 ± 0.61

	GUK (mmol/L)
	6.10 ± 1.11
	5.11 ± 0.61


4.2 METODE

Za genotipizaciju PPAR i ApoE koriste se uzorci venske krvi ispitanika pohranjeni u epruvete s otopinom Na – EDTA za vensku krv

4.2.1 Genotipizacija PPAR-γ
PPAR-γ genotipizacija provodi se metodom PCR/RFLP i elektroforezom u gelu agaroze. Rezultatima se  evidentira  prisustvo mutacije Pro12Ala. 

Predanalitička faza sastoji se od izolacije DNA metodom isoljavanja, (Miller i sur., 1988.).

Sama reakcija umnožavanja izvodi se tubicama za PCR u ukupnom volumenu od 25 μL u kojem se izmiješaju: 

· 15,75 μL sterilne destilirane vode

· 2.5 μL  15 mM MgCl2
· 2.5 μL  dNTP mix 5μM (Roche®),

· 1.25 μL  1U Taq polimeraze (Roche®)

· 1 μL svake početnice (TibMolBiol®):

· PPARf: 5'- GCC AAT TCA AGC CCA GTC – 3'  (5 μM) te 

· PPAR r: 5' – GAT ATG TTT GCA GAC AGT GTA TCA GTG AAG GAA TCG CTT TCC – 3' (5 μM)

· 50 – 100 ng DNA ekstrahirane metodom isoljavanja

Nakon miješanja DNA s reakcijskom smjesom i tubice se vorteksiraju i stavljaju u PCR termoblok na program amplifikacije DNA za PPAR.

Uvjeti  na PCR su: 

početna denaturacija:  94°C 10 min ;

amplifikacija: 30 ciklusa: 1 min 94°C, 35 sec 60°C, 1 min 72°C; 

elongacija: 10 min na 72°C.

Elektroforeza

Analiza PCR produkta provodi se elektroforezom. Za elektroforezu se pripremi 50 mL 2% agaroznog gela Agaroza GellyPhor LE (EuroClone®). U svaku jažicu se nanese po 10 μL PCR produkta pomiješanog sa po 2μL „loading buffera“. U jednu se jažicu nanese 2 μL molekularnog markera XII (Roche®) sa 2μL „loading buffera“ i 6 μL destilirane vode. Elektroforeza traje oko 30 minuta pri naponu od 110 V.

Određivanje fragmenata DNA vrši se na G-box uređaju za snimanje gelova. Ako se nakon elektroforeze vide fragmenti DNA, to je znak da se DNA umnožio te se provodi digestija PCR produkta.

Digestija 

Digestija PCR produkta izvodi se u volumenu 10 μL u kojem se izmiješaju:

· 5 μL PCR produkta 

· 1 μL NE2 buffer-a (BioLabs®)

· 0.5 μL BSTU1 (BioLabs®)

· 3.5 μL destilirane vode 

Digestija se obavlja u vodenoj kupelji na 60°C preko noći.

Daljnja analiza PCR produkta nakon digestije provodi se na način kako je opisano u odlomku Elektroforeza.

Genotipizacija

Genotipizacija se provodi na način da se na uređaju za snimanje i analizu gelova pomoću specijaliziranog kompjuterskog programa obrađuje fotografija elektroforetskih traka te se uspoređuje s odgovarajućim molekularnim markerom pomoću kompjuterskog programa Gene Tools. Očitavamo prisutnost fragmenata od 270 i 227 parova baza i njihove kombinacije te analogno tome zaključujemo o kojem se genotipu PPAR radi (Slika 1.). Očitavanje se vrši po sljedećem modelu:

Tablica 5. Usporedba genotipova i pripadajućih restrikcijskih fragmenata za PPAR  
	Genotip:
	Broj parova baza:

	CC
	270

	CG
	270 i 227

	GG
	227
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Slika 1: izgled elektroforetskog gela nakon provedene elektroforeze, CC = zdravi homozigot, CG = heterozigot,  GG = bolesni homozigot

4.2.2 Genotipizacija ApoE
Genotipizacija ApoE provodi se umnažanjem DNA fragmenata od interesa lančanom reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (real-time PCR) i njihovom detekcijom po principu prijenosa energije fluoerescentnom rezonancijom (FRET, engl. fluorescence resonance energy transfer). 

Rezultatom se evidentira postojanje točkastih mutacija u kodonu 112 i 158 gena ApoE.

Pri analizi koristi se DNA dobivena metodom isoljavanja (isti načina kao za genotipizaciju PPAR) te standardizirani komercijalni PCR set LightCycler ApoE Mutation Detection komplet reagensa za kodon 112 i 158 (Roche®) koji se sastoji od:

1) LightCycler – Apo E Mutation detekcijska smjesa sastavljena od: 

a. Neobilježene početnice 

b. Hibridizacijske probe 1 specifične za mutaciju kodona 112 obilježene LC Red 640' na 5' kraju i fosforilirane na 3' kraju

c. Hibridizacijske probe 2 specifične za mutaciju kodona 158  obilježene LC Red 705' na 5' kraju i obilježene fluorosceinom na 3' kraju

d. Hibridizacijskih proba 3 i 4 (anchor proba specifičnih za kodon 112 i 158) obilježenih fluorosceinom na 3' kraju

2) LightCycler – Apo E  reakcijska smjesa sastavljena od:

a. Taq polimeraze 

b. Reakcijskog pufera 

c. dNTP mješavine ( sa dUTP umjesto dTTP)

3) Kontrolni DNA kalup s heterozigotnom plazmidnom DNA kodon 112 i kodon 158 (0.5ng/L)

PCR reakcija izvodi se u posebnim LC (LightCycler) kapilarama u koje se izmiješa 20 μL reakcijske smjese koja sadrži: 

· 12 μL sterilne destilirane vode  

· 2 μL ApoE  reakcijska smjesa

· 4 μL ApoE Mutation detekcijske smjese 

· 2 μL DNA dobivene metodom isoljavanja
Sama se reakcija odvija pod sljedećim uvjetima:


Početna denaturacija:  60 sek na 95°C 


Amplifikacija (45 ciklusa): 0 sek na 95°C; 20sek na 60°C; 20 sek na 72°C


Analiza krivulje taljenja (1 ciklus): 30 sek na 95°C; 240 sek na 42 °C; 0 sek na 80°C


Hlađenje( 1 ciklus): 30 sek na 40°C 

Genotipizacija

Genotipizacija se provodi na na način da se rezultati analize krivulje taljenja (3. korak u PCR reakciji) u kompjuterskom programu automatski uspoređuju sa unaprijed poznatim temperaturama taljenja pojedinih alelnih genotipova (Slika 2., Tablica 6)
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Slika 2: Krivulje taljenja iz kojih se isčitavaju kodoni pomoću karakterističnih temperatura taljenja

Tablica 6 Temperature taljenja pojedinih tripleta kodona 112 i 158
	Kodon 112
	CGC
	62.5°C
	Kodon 158 
	CGC
	66°C

	
	CGC/TGC
	62.5°C/56°C
	
	CGC/TGC
	66°C/57°C

	
	TGC
	56°C
	
	TGC
	57.5°C


Nakon što se odrede genotipovi pojedinog alela određuje se njihova kombinacija, odnosno ApoE genotip ispitanika po principu sparivanja podataka za kodon 112 i kodon 158 

(Tablica 7)
Tablica 7 Princip analitičkog povezivanja tripleta kodona 112 i 158 u genomski zapis
	Kodon 112 
	Kodon 158 
	Rezultat

	TGC
	TGC
	E 2 / 2

	TGC
	CGC
	E 3 / 3

	CGC
	CGC
	E 4 / 4

	TGC
	CGC / TGC
	E 2 / 3

	CGC / TGC
	CGC / TGC
	E 2 / 4

	CGC / TGC 
	CGC
	E 3 / 4


Statistička obrada podataka

U statističkoj analizi podataka koristi se χ2 test i Fisherov egzaktni test u sklopu programa koji se nalazi na javno dostupnoj stranici www.graphpad.com/quickcalcs. Testovima se utvrđuje postoji li između dvije skupine od interesa statistički značajna razlika u pojavnosti i/ili iznosu ispitivanog parametra. Rezultat se izražava kao vrijednost standardne pogreške (p), koja mora udovoljavati kriteriju da je p<0.05 kako bi statistička razlika bila značajna.
5. REZULTATI
5.1 Metabolički sindrom:

Od 192 ispitanika, njih 100 je udovoljavalo kriterijima za metabolički sindrom. Ostalih 92 je uvršteno u kontrolnu skupinu. Kao kriterij statističke značajnosti korištena je vrijednost p<0.05. Koristeći dvosmjerni χ2 test, nismo uspjeli dokazati statistički značajnu razliku u učestalosti pojavljivanja non 3/3 varijante ApoE kod osoba s metaboličkim sindromom u odnosu na kontrolnu skupinu (χ2=1.002, p=0.316). Ni Pro12Ala varijanta PPAR-γ 2 nije se statistički značajno učestalije pojavljivala ni u jednoj skupini (χ2=0.948, p=0.330). Kad se usporedi učestalost pojave obje mutacije istodobno u ove dvije skupine u odnosu na učestalost ne pojavljivanja ni jedne od njih, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=0.561, p=0.454). 
Ako se promatra samo osobe s non 3/3 varijantom ApoE (ukupno n=48, metabolički sindrom n=22, kontrole n=26), i promatra se učestalost istovremene mutacije PPAR-γ 2 s obzirom na pripadnost promatranoj ili kontrolnoj skupini, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=2.711, p=0.099). 
Ako se promatra samo osobe s mutacijom PPAR-γ 2 (ukupno n=50, metabolički sindrom n=29, kontrole n=21) i promatra se učestalost istovremene mutacije ApoE s obzirom na pripadnost promatranoj ili kontrolnoj skupini, također se ne nalazi statistička značajnost (χ2=0.315, p=0.574).
5.2 BMI:
Od 192 ispitanika, BMI njih 68 je iznosio preko ili jednako 30. Ostalih 124 je uvršteno u kontrolnu skupinu. Kao kriterij statističke značajnosti korištena je vrijednost p<0.05. Koristeći dvosmjerni χ2 test, nismo uspjeli dokazati statistički značajnu razliku u učestalosti pojavljivanja non 3/3 varijante ApoE kod osoba s BMI jednakim ili većim od 30 u odnosu na kontrolnu skupinu (χ2=3.036, p=0.081). Pro12Ala varijanta PPAR-γ 2 se također nije statistički značajno učestalije pojavljivala ni u jednoj skupini (χ2=2.178, p=0.140). Kad se usporedi učestalost pojave obje mutacije istodobno u ove dvije skupine u odnosu na učestalost pojave ispitanika bez ijedne od tih mutacija, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=0.800, p=0.371). 

Ako se promatra samo osobe s non 3/3 varijantom ApoE (ukupno n=48, BMI 30 i više n=12, kontrole n=36), i promatra koliko u kojoj skupini ima osoba koje su istovremeno nosioci Pro12Ala polimorfizma, nalaze se statistički značajne razlike (χ2=6.588, p=0.010, Fisherov egzaktni test p=0.023). (Tablica 8)
Ako se promatra samo osobe s Pro12Ala polimorfizmom PPAR-γ 2 (ukupno n=50, BMI 30 i više n=22, kontrole n=28) i promatra se učestalost istovremene non 3/3 varijante ApoE s obzirom na pripadnost promatranoj ili kontrolnoj skupini, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=0.284, p=0.594).

Tablica 8 Udjeli ispitanika s Pro12Ala polimorfizmom PPAR-γ 2 kod ispitanika s non 3/3 ApoE s obzirom na BMI
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5.3. Opseg struka:

Od 192 ispitanika, njih 112 je udovoljavalo kriterijima za centralni tip pretilosti (opseg struka 88 i više za žene, 102 i više za muškarce). Ostalih 80 je uvršteno u kontrolnu skupinu. Kao kriterij statističke značajnosti korištena je vrijednost p<0.05. Koristeći dvosmjerni χ2 test, nismo uspjeli dokazati statistički značajnu razliku u učestalosti pojavljivanja non 3/3 varijante ApoE kod osoba s centralnim tipom pretilosti u odnosu na kontrolnu skupinu (χ2=1.029, p=0.310). Ni Pro12Ala varijanta PPAR-γ 2 nije se statistički značajno učestalije pojavljivala ni u jednoj skupini (χ2=1.635, p=0.201). Kad se usporedi učestalost pojave obje mutacije istodobno u ove dvije skupine u odnosu na učestalost ne pojavljivanja ni jedne od njih, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=0.182, p=0.670). 

Ako se promatra samo osobe s non 3/3 varijantom ApoE (ukupno n=48, centralni tip pretilosti n=25, kontrole n=23), i promatra se učestalost istovremene pojavnosti Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 s obzirom na pripadnost promatranoj ili kontrolnoj skupini, ne nalazi se statistička značajnost (χ2=1.179, p=0.277). 

Ako se promatra samo osobe s Pro12Ala polimorfizmom PPAR-γ 2 (ukupno n=50, centralni tip pretilosti n=33, kontrole n=17) i promatra se učestalost istovremene non 3/3 varijante ApoE s obzirom na pripadnost promatranoj ili kontrolnoj skupini, također se ne nalazi statistička značajnost (χ2=0.025, p=0.873).
6. RASPRAVA

Istražujući učestalost pojavljivanja non 3/3 varijante ApoE u osoba s metaboličkim sindromom u odnosu na kontrolnu skupinu, nismo uspjeli naći statistički značajnu povezanost, kako te mutacije samostalno, tako i udružene s Pro12Ala polimorfizmom PPAR-γ 2. Što se Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 tiče, također se nije našlo učestalije pojavljivanje u nekoj od skupina. Obje mutacije udružene ne pojavljuju se, prema našim istraživanjima, učestalije ni u jednoj skupini, niti kad se uspoređuje s ispitanicima koji nemaju ni jednu od tih mutacija, niti kad se uspoređuje s onima koje nose samo jednu od tih mutacija. Mora se, međutim napomenuti da se u slučaju kad se promatra samo ispitanike s non 3/3 varijantom ApoE, razlika u raspodjeli onih kod kojih je uz to pridružen i Pro12Ala polimorfizam PPAR-γ 2 približava odabranoj granici statističke značajnosti, pa ukazujemo na mogućnost potvrđivanja iste u nekom drugom istraživanju s većim uzorkom.
Dijeleći ispitanike na pretile (BMI veći ili jednak 30), i kontrolnu skupinu, pokušali smo smanjiti broj varijabli koje neminovno dolaze uz definiciju metaboličkog sindroma (krvni tlak, koncentracija glukoze u krvi, triacilglicerol, HDL), te tako uvidjeti utjecaj non 3/3 varijante ApoE i Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 na pretilost kao takvu. Statističkom obradom utvrdili smo slične rezultate kao i za metabolički sindrom, što se nastavlja na određeni broj radova s kontradiktornim rezultatima po pitanju PPAR-γ 2 i pretilosti (Ek i sur.-1999, Mori i sur.-1998, Beamer i sur.-1998, Hasstedt i sur.-2001). Statistička je obrada dala dvije, po našem mišljenju bitne, iznimke: prva je učestalije pojavljivanje non 3/3 varijante ApoE u kontrolnoj skupini, no bez statističke značajnosti. U slučaju kad bi neko istraživanje na većem ili drugačijem uzorku utvrdilo našu pretpostavku, moglo bi se raspravljati o mogućoj zaštitnoj ulozi non 3/3 varijante ApoE u odnosu na pretilost, što se donekle kosi s određenim ranije provedenim istraživanjima (Sertić i sur., 2009). Međutim, druga bitna razlika nastaje uzmu li se kao uzorak samo ti ispitanici s non 3/3 varijantom ApoE, i istraži se raspodjela onih od njih koji istovremeno imaju i Pro12Ala polimorfizam PPAR-γ 2: njihov je broj znatno veći u skupini pretilih. Njihova je usporedba provedena i statistička značajnost potvrđena dvjema različitim statističkim metodama, standardnim dvosmjernim χ2 testom, kao i dvosmjernim Fisherovim egzaktnim testom da bi se otklonila mogućnost pogreške zbog moguće nepreciznosti χ2 testa kod malog uzorka. Trebalo bi, po našem mišljenju, provesti daljnja istraživanja koja bi razjasnila vezu između ovih dviju mutacija, da bi se odredilo poništava li Pro12Ala polimorfizam PPAR-γ 2 na neki način eventualni pozitivni učinak non 3/3 varijante ApoE na pretilost, ili, u slučaju da su naše pretpostavke pogrešne i mutacije ApoE ne utječu ili utječu na drugi način na pretilost, da se odredi na koji način njihovo međudjelovanje utječe na pojavu pretilosti među osobama koje već imaju non 3/3 varijantu ApoE, ali prema našem istraživanju ne i u odnosu na populaciju koja nema nijednu od tih mutacija.
Na poslijetku smo željeli vidjeti utjecaj non 3/3 varijante ApoE i Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 na opseg struka kao odrednicu centralne pretilosti, međutim nismo našli statistički značajnu povezanost ni u jednoj od usporedbi provedenih na način kao i u istraživanju metaboličkog sindroma i pretilosti. S obzirom da smo našli neke razlike u istraživanju pretilosti, a u istraživanju opsega struka kao jedne od odrednica centralne pretilosti nismo, predlažemo daljnja istraživanja u vezi s tipom pretilosti pod utjecajem ove dvije mutacije. 
7. ZAKLJUČCI:

1. Postoji povezanost između Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 i pretilosti kod ljudi s non 3/3 varijantom ApoE

2. Budući da Pro12Ala polimorfizam djeluje na pretilost samo kod ljudi s non 3/3 ApoE, a ne i u općoj populaciji, treba istražiti međusobni odnos ovih dvaju gena.
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SAŽETAK

Josip Sremec i Fran Seiwerth 

UTJECAJ NON 3/3 VARIJANTE APOLIPOPROTEINA E I PRO12ALA POLIMORFIZMA PPAR-γ NA RIZIK RAZVOJA PRETILOSTI I METABOLIČKOG SINDROMA


PPAR-γ 2 je nuklearni receptor koji sudjeluje u metabolizmu masti i šećera, kao i u diferencijaciji adipocita. Meta je djelovanja oralnih antidijabetičkih lijekova iz skupine tijazolidinediona. Njegov polimorfizam Pro12Ala je u zadnje vrijeme istraživan u vezi s raznim poremećajima metabolizma. Apolipoprotein E je protein iz klase apolipoproteina, sastavni dio hilomikrona i VLDL čestica. Njegove su alelne varijante, različite od 3/3 istraživane u sklopu mnogih bolesti, uključujući i neke neurološke bolesti. Cilj našeg rada bio je otkriti postoji li povezanost navedenih promjena PPAR-γ 2 i ApoE samostalno ili u kombinaciji, s razvojem metaboličkog sindroma i pretilosti. Genotip PPAR-γ 2 je analiziran metodom PCR/RFLP, a ApoE PCR reakcijom u stvarnom vremenu uz LightCycler aparaturu. Usporedivši učestalost ovih varijanti među ispitanicima s metaboličkim sindromom i pretilošću, dokazali smo da postoji statistički značajno (p<0.05) učestalije pojavljivanje Pro12Ala polimorfizma PPAR-γ 2 među ispitanicima s pretilošću koji također imaju i non 3/3 varijantu ApoE. Za nijedan od ostalih odnosa nismo pronašli značajnu razliku, makar ne isključujemo dokazivanje razlike u nekim od tih odnosa kod većeg uzorka, iz razloga što su se neki odnosi približili statistički značajnoj razlici. 
KLJUČNE RIJEČI: ApoE, PPAR-γ, metabolički sindrom, BMI

SUMMARY

Josip Sremec and Fran Seiwerth

INFLUENCE OF NON 3/3 VERSION OF APOLIPOPROTEIN E AND PRO12ALA POLYMORPHISM OF PPAR-γ ON THE RISK OF DEVELOPING OBESITY AND METABOLIC SYNDROME
PPAR-γ 2 is a nuclear receptor that participates in both fats and sugar metabolism and differentiation of the adipocytes. It is a target for medications of the thiazolidinedione group. Its polymorphism Pro12Ala has been in research for the past few years concerning various metabolic disorders. Apolipoprotein E is a protein of the lipoprotein class, and is a part of the chylomicron and VLDL particles. Its allele variants differing from 3/3 have been in research in connection with many diseases, including some neurological diseases. The goal of our research was to determine if there was a correlation between said changes in PPAR-γ 2 and Apo E, whether on their own or together, and development of metabolic syndrome and obesity. The PPAR-γ 2 genotype was analyzed using PCR/RFLP method, and Apo E was analyzed using real-time PCR on the Lightcycler machine. Having compared the frequency of said variants in subjects with metabolic syndrome and obesity, we proved that there was a statistically significantly (p<0.05) higher occurence of the Pro12Ala polymorphism in subjects with obesity having a non 3/3 version of Apo E as well. We found statistically significant differences for no other relations, though we can not rule out the possibility for proving a certain difference in a study with a larger number of participants, considering that some relations came close to being statistically significant.
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