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BEVEZETES

Napjainkban az orvostudomdny egyik kihivdsa a tdrsadalom nagy
részét érintd betegségek etioldgiai kutatdsa. Ezek kozé tartoznak példdul a
sziv-és érrendszeri megbetegedések, a II. tipusi cukorbetegség, az elhizds és
az egyes pszichidtriai betegségek. Komplex betegségeknek is nevezziik dket,
jellemzd rdjuk a nem mendeli torvényszeriiségeket kovetd multifaktoridlis
oroklédésmenet: tobb gén hibas milkodése a kornyezeti hatdsokkal
kolcsonhatdsban alakitja ki manifesztici6jukat. A genetikai hatteriik
vizsgélatdnak lehetdsége a Humdn Genom Programmal kezdddott
modszertani djitdsoknak koszonhetd. A beteg és az egészséges populdcid
polimorfizmusainak 0Osszehasonlitdsa az asszociicids vizsgédlatokban a
betegség kialakuldsdhoz hozzdjarulé gének hajlamositd alléljeinek
azonositasat teszik lehet6vé a megfeleld statisztikai eljardsok hasznalataval.

Az altalunk vizsgdlt, a felndttkor elején valamely ismert ok nélkiil
kialakul6 gerincferdiilés (AIS), amely a gerincoszlop strukturdlis, oldalirdnyd
elhajldsa, szintén a komplex betegségekhez tartozik; genetikai hatterérdl a
kiterjedt kutatdsok ellenére nem tudunk sokat. Az AIS klinikai kérképe
véltozatos, eltérd lehet a kialakulds ideje, a gorbiilet progresszidjanak
mértéke, sebessége és nagysdga. Az esetek dontd tobbségében a
gerincferdiilés kezdete a serdiildkorra tehetd, ezért valdsziniisitik, hogy az
AIS pathomechanizmusidban a novekedéssel kapcsolatos hormondlis,
metabolikus és biomechanikai véltozdsok szerepet jatszhatnak. Az elmult 40
év alatt szdmos teriileten keresték a gerincdeformitds kialakuldsdnak okat,
vizsgaltdk: a csont- és a kotdszovet, valamint a harantcsikolt izmok
strukturdlis  eltéréseit; a  betegséggel egyiitt jar6  neuroldgiai
rendellenességeket; a hormonhdaztartds egyenstilyat; a genetikai tényezdket. A
feltart rendellenességek alapjdn méra mdr kozel 20 elmélet 1étezik, amely az
AIS kialakuldsara prébal magyardzatot adni, de egyetlen elmélet sem tudta a

megfigyelt eltérések mindegyikét beilleszteni az AIS korfejlédésébe, ami azt



sugallja, hogy a gerincferdiilés, mint a legtobb komplex betegség
pathomechanizmusa 0Osszetett. Az etiologiai kutatdsok kezdetén kevés
figyelem irdnyult a genetikai hattér felé, mivel a betegség tobbnyire
szorvanyosan lépett fel, és gyakran a csalddon beliill halmoz6dé esetek sem
mutattak egyértelm{l oroklédést. Az AIS-t ma mdr genetikai betegségnek
tekintik és a legtobbek altal elfogadott modell szerint a betegség kialakuldsa
két szakaszra oszthatd, egy inicidcidés és egy progresszids fazisra. A
feltételezések szerint mds-mds gének hibdi felelések az AlS-re vald
hajlamositasért és a gerincferdiilés silyosboddsdért. Annak ellenére, hogy
szdmos, az AIS-ben tapasztalt eltérésért esetleg feleldsnek tekinthetd gént
mir megvizsgiltak, eddig nem tudtak azonositani az AIS-re hajlamositd
géneket. A legtjabb kutatdsi eredmények alapjan egy amerikai cég
kifejlesztett olyan genetikai tesztet, amely alkalmas annak az eldontésére,

hogy mennyi a kockdzata a gorbiilet tovabbi stilyosbodasanak.

CELKITUZESEK

Célul thztiik ki, hogy molekuldris szintli vizsgdlatokban, két
megkozelitéssel az AlS-re jellemzd tovédbbi eltéréseket tdrjunk fel és az
eltérések hatterében 4ll6 genetikai tényezdket vizsgaljuk.

Al A gerincoszlop stabilitdsdért felelés paravertebrdlis izmok
génexpressziés mintdzatdit CHIP microarray mddszerrel kivantuk

megvizsgalni a kovetkezd két aspektusbol:

I. Egészséges és scoliotikus paravertebralis izmok génkifejezodési
mintazatanak osszehasonlitasaval
II. Scoliotikus izmokban a gorbiilet konvex és konkav oldali

génkifejezodésének osszehasonlitasaval.



A tovabbi vizsgdlatokhoz az aldbbi szempontok alapjadn valasztottuk ki a
jelolt géneket, melyek:
1. Bioinformatikai médszerekkel meghatdrozott, a hattér eloszlastol
eltérd génontoldgiai kategéridba esnek
2. Kozds, az AIS szempontjabdl érdekes bioldgiai, metabolikus
folyamatban vesznek részt
3. Az AIS vonatkozasdban elvégzett kapcsoltsagi analizisek 4ltal
jelolt kromoszédmaszakaszra lokalizalédnak
4. Az éltaluk termelt fehérje a funkcidja alapjan beilleszthetd az
AIS etiolégidjaba
A.2 Val6s idejli polimeraz lancreakcié (QRT-PCR) felhasznélasaval kivantuk
ellendrizziik, hogy valéban fenndll-e a megfigyelt génkifejezddésbeli
kiilonbség.
B.1 Az A. pont szerint kivélasztott gén/gének egypontos nukleotid-
polimorfizmusdnak (SNP) asszocidcids analizisét eset-kontroll tanulmanyban
terveztiik vizsgélni.
B.2 A genotipizdlds eredményeit kiillonbozd, a gének kozotti interakcidk
kimutatdsdra alkalmas statisztikai médszerekkel szandékoztuk kiértékelni. A
fenti adatok statisztikai analizise lehetdséget ad annak meghatdrozaséra, hogy
a gén/gének adott allélja a gerincferdiilés kialakuldsdhoz vagy

stlyosbodasahoz kothetd-e.
ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérletbe bevont személyek adatai és mintai

Az AlS-es betegek mintdit a PTE AOK Ortopédiai Klinikdjarél kaptuk, ahol
az ortopédiai vizsgilat és a gerincrontgen késziilt. Az AIS diagndzisat
bizonyitott genetikai szindréma, metabolikus, neurolégiai-, kollagén- vagy
izombetegség hidnydban dllapitottdk meg. A DNS és az RNS mintdkat a

korrekciés miitét sordn nyert bilaterdlis musculus latissimus dorsi



izombiopszidbdl prepardltuk. A betegeket minden esetben tdjékoztattuk a
kisérletbe torténd bevondsukrél és a beleegyezésiikkel torténtek a
mintavételek.

A kontroll személyek mintdi egyrészr6l az SZTE Gyerekgydgydszati
Klinik4jar6l szdrmaznak, mésrészrdl az SZBK Genetika Intézet dolgozditdl.
DNS mintéikat periférids vérbol kinyert fehérvérsejtekbdl, szdjnyalkahdrtya
kenetb6l és hajszdlak végén 1évé hajhagymdakbdl készitettik. A kontroll

személyek sem egymdssal, sem az AIS betegekkel nem éllnak rokonsdgban.

Alkalmazott médszerek

1. DNS és RNS mintak készitése kiillonb6z6 forrasokbol

2. A mintdk mindségi ellendrzése agardz gélelektroforézissel

W

Az RNS mintdk reverz transzkripciéja utdn fluoreszcensen jelolt
probék készitése a cDNS-bol

Microarray hibridizacié

Microarray adatainak statisztikai kiértékelése

Microarray adatainak gén annotacids feldolgozasa

Kvantitativ val6s idejli reverz polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

® N s

Polimeraz lancreakciot kovetd restrikcids fragment
hosszpolimorfizmus detektalasa (PCR-RFLP)

9. A genotipizdlds adatainak statisztikai kiértékelése
EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A.l.

A transzkriptoma szintli eltérések detektdldsdra 95, korrekciés miitéten atesett
személy paravertebrdlis izombiopszdjabdl teljes RNS prepardtumot
készitettiink. Az SZBK Funkciondlis Genomika munkacsoportjdval kdozdsen
két microarray analizist végeztiink el. Az elsében AIS-es és egészséges,

trauma miatt operdlt személyekbdl szarmazé mintdkban, a masodikban pedig



a gerincferdiilésben szenvedd személyek gerincoszlopanak két oldalardl

(konvex és konkav oldal) vett mintdkban hasonlitottunk Ossze a

génkifejezddés mintazatat. A két microarray analizis eredményeként egy 187,

illetve egy 63 tagbdl allé génmlistat kaptunk, amelyekben a gének

expressziés mintdzatdban kiillonbséget taldltunk. A génlista tagjait négy

szempont alapjan elemeztiik annak eldontésére, melyek azok a gének,

amelyek szamitdsba johetnek a tovabbi vizsgalatokban.

1.

Elészor a bioldgiai folyamatokat jeloldé génontoldgiai (GO)
kategéridkhoz rendeltik a génlista tagjait és olyan kategdridkat
kerestiink, amelyekben a vizsgdlt gének a humdin genom éatlagos GO
eloszldsdhoz képest magasabb ardnyban vannak jelen és szerepiik lehet
az AIS kialakitdsdban. A gerincferdiiléses betegek gerincoszlopanak
konvex és konkdv oldaldn génkifejez8désbeli kiilonbséget mutatdé gének
két GO kategdridban, a lipid anyagcserében (G0:0006629) és a
morfogenezisben (GO:0007275) nagyobb aranyban jelentek meg,
ezekbe a kategdridkba a 63 génbdl 6sszesen 18-at tudtunk besorolni.

A génlistdk tagjainak kozOs bioldgiai, metabolikus ttvonalban vald
részvétele és egyiittes génexpresszids valtozdsuk jelzi az adott folyamat
fontossdgit. Ilyen jellegli vizsgdlatokban tobb gén is génkifejez6désbeli
véltozdst mutatott az adipocitadk jelatviteli mechanizmusaban
(KEGG_Pathway: hsa04920), ami a lipid anyagcsere érintettségét az
AIS-ben aldtdmasztja.

Meghatdroztuk a génlistdinkon 1év6 gének kromoszéma lokalizaciéjat és
kivalogattuk azokat a géneket, amelyek olyan kromoszéma szakaszra
esnek, amit csalddokon kapcsoltsdgi analizissel a szakirodalom az AIS-
hez kotottnek tekint. Nyole megfelelé Kkromoszémarégiora
térképezido gént talaltunk.

Irodalmi kutatdsokat végeztiink és a vonatkozé GeneCards lefrdsok és

szamos publikdcié alapjan Osszefiiggést kerestiink a gének jelenleg



ismert funkcidja és az AIS pathomechanizmusdra vonatkozé jelenleg
ismert modellek kozott. Az érdekesnek taldlt gének koziil kettdt
emelhetiink ki: az izomeré meghatarozasaban szereplé a disztonint
(DST) és a sériilt izmok regeneraloddsaban fontos tenzint.
A2,
A microarray kisérletek alapjan tovabbi vizsgalatra kivalasztott 13 gén koziil
egyediil a leptin (LEP) esetén tudtunk kimutatni eltérést a QRT-PCR-rel
is. A scoliosisos betegekben a gorbiilt gerincoszlop konvex oldaldn a leptin
relativ. mRNS mennyisége 2,5-szerese a konkdv oldalénak és ennek az
eredménynek kapcsan kezdtiik el vizsgdlni a LEP gént.
B.1.
A leptin szerepe az AIS kialakitdsdban napjainkban meriilt fel a
szakirodalomban és eddig egyetlen kozlemény jelent meg, amelyben az AIS-
es lanyokban alacsonyabb leptin szérumszintet taldltak az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva. Egy eset-kontroll tanulmdnyban asszocidcids
analizissel a leptin gén prométer régidjdban vizsgdltuk annak az
egynukleotidos polimorfikus helynek (SNP) az el6forduldsi gyakorisdgit,
amelynek szerepe lehet a leptin gén szabdlyozdsdban. Az asszociicids
vizsgdlatba bevontuk az interleukin-6 (IL6) szabdlyozd régidjdban 1évo
polimorfizmust is, mivel egy kozlemény szerint a gerincferdiiléssel
asszociaciét mutatott. A két SNP, a LEP G-2548A és a IL6 G-174C
kimutatasara a PCR-RFLP médszert hasznaltuk és 126 idiopathias
scoliosisos beteg és 197 egészséges, egymassal nem rokon személy
esetében hataroztuk meg a jelenlévé allélokat. Mindkét populaciéban
valamennyi genotipus Hardy-Weinberg egyensilyban volt. Egyik SNP esetén
sem taldltunk szignifikdns kiilonbséget sem az allélgyakorisdgban, sem a
genotipus gyakorisdgban az AIS-es és a kontroll csoport kozott. A kiilonbzd
genotipusok esélyhdnyadosainak (OR) meghatdrozdsa, amely egy adott allél

hordozasdnak relativ kockdzatbecslésére szolgdlé statisztikai modszer,



alkalmas arra, hogy a hajlamosité allélokat kimutassa, eszerint a LEP-2548A
allél jelenléte lehet hajlamosité faktor az AIS-ben. Vizsgélatainkban az
AA vs GG: OR=1.513(CI:0.894-2.562), ami a komplex betegségek esetén a
hajlamosité allélokra jellemzé értéknek tekinthetd. Az esélyhdnyados értéke
megndtt akkor, ha kiilon vizsgdltuk a linyokat (AA vs GG:
OR=2.02(CI:0.824-4.961)), ami azt jelzi, hogy a lanyokban nagyobb szerepe
lehet az AIS kialakitisaban a LEP-2548A allélnak, mint a fidkban.
Ugyanakkor nem taldltunk osszefiiggést a gorbiilet mértéke (Cobb®) és az
SNP dltal meghatdrozott allélok kozott. Az IL6 G-174C polimorfizmusat
vizsgélva nem tudtuk megerdsiteni a kordbban, masok 4ltal leirt asszocidciot.
A reprodukdlhatésdg hidnya egydltalin nem egyedi, s6t a komplex
betegségekre jellemzonek tartja a szakirodalom, ezért sziikséges tobb,
megfeleld statisztikai erdvel rendelkezd, fiiggetlen populdcién elvégezni az
asszociacios vizsgélatokat.

B.2.

Mivel multifaktoridlis 6roklddésti betegségekben a gének nem onmagukban
hatnak, hanem egymadssal kolcsonhatdsban, ezért megvizsgaltuk létezik-e
episztatikus kapcsolat az dltalunk vizsgélt két gén alléljei kozott. A gén-gén
kolcsonhatds feltardsdhoz két eljardst is haszndltunk, az els6 az MDR
analizis, amely kisszdmi mintaelem esetén is kimutatja az episztdzist és
alkalmas a gének kozotti szinergizmus kimutatdsara akkor is, ha az allél
eloszlasban nem mutatkozik eltérés a beteg és a kontroll csoport kozott. Az
analizis eredményeként megkaptuk azokat a genotipus kombindcidkat,
amelyek eléforduldsa esetén nagyobb a kockdzata az AIS kialakuldsdnak. A
madsik statisztikai modszer, ami a génkombindcidk hatdsdnak maximum
likelihood becslését alkalmazva megadja, hogy egy adott génkombindcid
milyen mértékben emeli meg a betegség kialakuldsdnak esélyét egy madsik
génkombinaciéhoz viszonyitva. Az elemzés utdn a leginkabb hajlamosité

allélkombinacié (IL6 CC-LEP AA) hordozdéjanak 4.667-szor nagyobb az



esélye az AIS kialakulasara, mint az (IL6 GG-LEP GG) kombinacio
hordozdjanak. Az esélyhdnyados értéke még magasabb a lianyok esetén,
tehdt a hajlamosité allélkombinicié (IL6 CC-LEP AA) hordozdsa még
nagyobb kockdzatot jelent ndluk (OR= 6.667 (CI:0.597-74.506). Statisztikai
mobdszerrel megvizsgdlva nem taldltunk semmiféle 6sszefliggést a genotipus
kombinaciok és a Cobb® kozott. A vizsgélati eredményeink alapjan dgy
gondoljuk, hogy a LEP AA-IL6 CC genotipus kombinicié az AIS
kialakuldsara hajlamosit, nem pedig a progresszidjdban jatszhat szerepet.
Jelen dolgozatban az AIS kutatdsdban tjszerli megkozelitést
haszndlva a paravertebrdlis izmok génexpresszids mintdzatat vizsgéltuk és
sikeriilt transzkriptoma szinten megjelend eltéréseket feltarni és fiiggetlen
moédszerrel visszaigazolni a leptin gén esetén. A tovdbbi genetikai és
statisztikai elemzések az AIS kialakitdsdban szerepet jatszhaté gén-gén
kolcsonhatés felderitéséhez vezetett és elsdként sikeriilt kimutatnunk, hogy
két adipokint (leptint, interleukin-6-ot) termeld gén szabdlyozasat befolydsold
polimorfizmus egyiittes jelenléte széba johet, mint hajlamosit6 faktor az AIS
etiolégidjaban.
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