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Santrauka. Pasaulyje vyksta atskiry Sirdies ir kraujagysliy ligy genetiniy Zymeny paieska. Nustatyti 35 bialelinés
zZmogaus genomo vietos su 15 geny, dalyvaujanciy aterosklerozés formavimesi ir vystymesi: lipidy, homocisteino
metabolizme, reguliuojant kraujo spaudima, trombozés procese, leukocity adhezijoje (Cheng et al., 1999). Istirtas
apolipoproteino E, angiotenzinogeno, angiotenzing konvertuojan¢io fermento, smegeny natriouretinio peptido ir kity
geny polimorfizmas bei jo koreliacija su Sirdies ir kraujagysliy ligomis. Per paskutinjji deSimtmet] ypac¢ susidométa
apolipoproteinio E (apoE) — baltymo, dalyvaujancio pernesant cholesterolj, geno tyrimais. [SaiSkintos trys pagrindinés
apoE izoformos - apoE2, apoE3 ir apoE4 — triju aleliy (g2, €3, &4) viename geno lokuse produktai. Mutantinés
apolipoproteino E formos negali jungtis arba silpniau jungiasi su mazo tankio lipoproteiny receptoriais, rianciais
cholesteroli. Siame straipsnyje apibiidinami pagrindiniai molekulinés biologijos metodai, pritaikyti zmoniy, sergané¢iuju
Sirdies ir kraujagysliy ligomis, apolipoproteino E geno polimorfizmo tyrimams vykdyti ir eksperimentiniai duomenys,
patvirtinantys $iy metody efektyvuma.

RaktaZodZiai: polimorfizmas, apolipoproteinas E, polimeraziné grandininé reakcija, restrikcija.

USING OF MOLECULAR BIOLOGY METHODS FOR DETECTION OF
APOLIPOROTEINE E GENE POLYMORPHISM

Summary. Apolipoprotein E (apo E) is a protein that plays an essential role in lipid metabolism and distribution.
The apo E gene is polymorphic, and has three alleles code for isoforms €2, €3, and €4, which differ by single-amino-acid
substitutions. In the common apo &3 polymorphism, TGC encodes for Cys''?, and CGC encodes for Arg'®. In the apo
&2 another TGC codon results in Cys'*®, whereas in the apo &4 a different CGC codon givesrise to Arg''%. The three apo
E alleles determine six genotypes, i.c., three homozygotes designated €4/e4, €3/e3, and €2/e2 and three heterozygotes
designated €3/e4, €2/e3, and €2/e4. Early methods for detection of apo E isoforms were based on protein
isoelectrofocusing. After the identification of the apo E gene molecular methods based on PCR amplification and Hhal
digestion were introduced and later somewhat improved. However, all PCR-based assays are difficult to interpret
because the Hhal enzyme yields several small fragments, not all of which are specific for the apo E genotypes. In this
study we used two restriction enzymes, i.e., AfIIII and Haell, that recognize the allele-specific nucleotide substitutions at
codons 112 and 158, respectively, and do not recognize additional sites.

As expected, simultaneous digestion of the 218-bp amplified product yielded on 3% agarose gel electrophoresis
145-bp, 168-bp, and 195-bp fragments that were specific for apo €3, €2, and &4, respectively. All six possible genotypes
for apo E, i.e., €2/e4, ed/ed, €3/e4, €3/e3, €2/€3, and €2/e2, were clearly discernible. In our study of patients with
cardiovascular and heart diseases the allele frequencies were 0,096, 0,692 and 0,212 for apoE €2, €3 ir 4, respectively.
The gene frequencies were: €2/e2 (0,038), €2/€3 (0,096), €2/e4 (0,019), €3/¢3 (0,52), €3/e4 (0,25), e4/e4 (0,077).

Keywords: polymorphism, PCR, apolipoproteinE, restriction.

Ivadas. Sirdies ir kraujagysliy ligos SKL (arterin¢  atitinkamai 45,7% ir 62,4% (Lietuvos sveikatos informa-
hipertenzija, koronariné¢ Sirdies liga, aterosklerozé, cijos centro duomenys, 2001). Nustatyta, kad daugiau nei
kardiomiopatijos) yra viena svarbiausiy ne tik medicinos, 5% visy iStirty geny yra susij¢ su Sirdies veikla (Keating
bet ir socialiniy niidienos problemy. 5,2 milijonai Zmoniy et Sanguinetti, 1996). Iki 50% pacienty, turin¢iy ypatingas
(14% visy mir¢iy pasaulyje arba trecdalis — industrijos  mutacijas ir aiSkius jas nulemianc¢ius genetinius pokycius,
Salyse) mirsta dél iSeminés Sirdies ligos SKL, 4,6 mln. — mir$ta nuo $irdies ir kraujagysliy ligy net nesulauke 40
dél smegeny kraujagysliy ligy. Pasaulinés sveikatos mety (Fackelmann, 1994). Jau seniai zinoma, kad Sirdies
organizacijos duomenimis, sergamumas ir mirtingumas ligy Seimos istorija laikoma ligos rizikos veiksniu:
dél sirdies ir kraujagysliy ligy Baltijos Salyse yra vienas tikimybé susirgti yra didesné, jei vienas i$§ paciento tévy,
didziausiy: vyry mirtingumas yra beveik 2 kartus didesnis  broliy ar sesery anksti (vyrai iki 55, moterys iki 65 mety)
negu Skandinavijos 3alyse. Sirdies ir kraujagysliy ligos susirgo panaSiomis ligomis arba nuo jy miré. Esant
sudaro apie pusg¢ visy miréiy Lietuvoje (1997 metais —net  dabartiniams pasiekimams genetikos ir molekulinés
55,3%), 1/3 invalidumo bei nulemia 15-20%  biologijos srityse, galima atkreipti démesi i tam tikrus
apsilankymy sveikatos priezitiros istaigose (Petrulioniené, aktualius ir specifinius Sirdies ir kraujagysliy ligoms
1999). Lietuvos  sveikatos informacijos centro genus (bei juy baltyminius produktus), suzinoti daugiau
duomenimis, 2001 metais gyventoju proporcinis apie minéty ligy pasireiSkimo bei molekulini vystymosi
mirtingumas nuo kraujo apytakos ligy Salyje sudaré mechanizmus ir taip palengvinti diagnoz¢ bei gydyma
44,9% tarp vyry ir 64,8% tarp motery, o 2002 metais (ypac jaunesniy pacienty) (Petrulioniené, 1999). Remian-
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tis panaSia struktiira ir funkcinémis savybémis galima
ieSkoti papildomy geny, susijusiy su $irdies ir kraujagys-
liy ligomis. Neretai tokie genai yra polimorfiski.
Polimorfinés genetinés sistemos biochemiskai ir patofi-
ziologiskai susijusios su tam tikra liga, yra tarsi ,,genetinis
fonas®, didinantis tam tikry individy tikimybg ja susirgti.
Tokiy polimorfizmy analizé iSryskina zZymeny, daranciy
itaka polinkiui i tam tikra susirgima, grupes (Kucinskas,
1998).

Jeigu tam tikro geno polimorfizmas yra Sirdies ir
kraujagysliy ligy zymuo, tai laiku nustatytas genotipas
(pvz., vaikystéje) gali apsaugoti individa nuo prieslaikinés
mirties, jei asmuo ims kuo anks€iau rlipintis sveikata ir
saugotis aplinkos rizikos veiksniy, turinéiy itakos Sirdies
bei kraujagysliy ligy patogenezei. Tokioms laboratorinés
diagnostikos analizéms atlikti taikomi pazangiis moléku-
linés biologijos metodai.

Vienas tokiy tyrimy objekty — apolipoproteinas E —
plazmos baltymas, sintetinamas jvairiuose organuose, taip
pat kepenyse, smegenyse, bluznyje bei inkstuose, ir
gausiai aptinkamas vidaus skysCiuose, kur veikdamas
kaip ligandas receptoriams, dalyvauja cholesterolio (CH)
pernaSoje tarp lasteliy, turinCiy jo pertekliy, ir lasteliy,
kurioms jo triksta (Mahley, 1988). ISaiskintos trys
pagrindinés apoE izoformos — apoE2, apoE3 ir apoE4 —
triju aleliy (€2, €3, €4) viename geno lokuse produktai.
Mutantinés apolipoproteino E formos negali jungtis arba
silpniau jungiasi su MTL receptoriais.

Molekuliniai apoE polimorfizmo pagrindai buvo
iSaiSkinti  iSanalizavus triju pagrindiniy izoformy
aminorugsciy sekas, kurios tarp Siy izoformy Siek tiek
skiriasi (Smit et al., 1990). ApoE4 skiriasi nuo apoE3 tuo,
kad apoE4 vietoj cisteino 112 AR pozicijoje yra argininas
(Arg); apoE2 158 AR pozicijoje vietoj arginino kaip
apoE3 yra cisteinas (Cys) (Utermann et al., 1980;
Weisgraber et al., 1981; Rall et al., 1982). Pavyzdziui,
apoE2 atveju aprasSytos 4 skirtingos mutacijos E2 (Argl58
— Cys), E2 (Lys 146 — Gln), E2 (Arg 145 — Cys) ir E2-
Christchurch (Arg 136 — Ser).

Norint issiaiskinti, ar apoE polimorfizmas tikrai
tiesiogiai susijes su Sirdies ir kraujagysliy ligomis
(aterosklerozés bei ankstyvos miokardo iSemijos tikimy-
be) (Davignon et al., 1988), ar apoE fenotipas turi itakos
CH bei kity lipidy koncentracijos lygiui kraujo serume ir
ju  metabolizmo efektyvumui (Smith, 2000), imtasi
i§samiy apoE polimorfizmo tyrimy populiacijy lygiui.

I§ pradziy apoE izoformoms nustatyti daugiausia
buvo taikomas fenotipavimas (Paik et al., 1985). Jis
pagristas baltymy izoelektrinio skirstymo metodu, kuris
paremtas baltymo izoformy kriivio skirtumais. Metodas
yra gana jautrus bet kokiam kriivio pokyciui, sukeliamam
potransliacinés modifikacijos (sialinimas, glikozilinimas)
ar bandinio saugojimo metu (Utermann et al., 1975;
Menzel et Utermann, 1986). Taciau retieji apoE variantai,
turintys tapaty bendraji kriivi kaip ir trys pagrindinés
izoformos, gali tapti klaidingos identifikacijos objektais.
J. E. Hixon ir D. T. Vernier sukiir¢ greita apoE
genotipavimo metodika (Hixon et Vernier, 1990), pagrista
polimerazine grandinine reakcija (PGR) (literatiroje
angluy kalba — polymerase chain reaction, PCR), kuri
sukélé tikra revoliucija, kai 1985 metais buvo pirma karta
apraSyta R. K. Saiki ir bendraautoriy (grupés vadovas
K.Mullis) (Saiki et al., 1985). Pagausinus apoE seka,
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apimancia 112 ir 158 aminorigsciy pozicijas, gautas
produktas paveikiamas restrikcijos enzimais. Kadangi
nukleotidy pakaitalai, lemiantys arginino arba cisteino
atsiradima 112 ir 158 pozicijose, keiCia ir restriktazés
kirpimo vietas, tai kiekvienas genotipas gali buti
nustatomas pagal unikalius restrikcijos fragmenty
derinius. Tuo blidu genotipo analizé tapo greitesniu ir
patikimesniu metodu apoE {vairovei nustatyti (Hixon et
Vernier, 1990; Kontula et al., 1990; Wenham et al., 1991;
Dallinga-Thie et al., 1995).

Daugumos epidemiologiniy—populiaciniy  studiju
duomenimis, apoE &4 alelis susijgs su didesnémis, o €2
alelis su mazesnémis bendro ir mazo tankio
lipoproteiny, cholesterolio (MTL-CH) bei apoB koncent-
racijomis plazmoje palyginti su €3 aleliu (Utermann et al.,
1979; Ehnholm et al.,, 1986; Schaefer et al., 1987;
Davignon et al., 1988; Hallman et al., 1991; Dallongeville
et al, 1992). Nors zymaus reliatyvaus apoE aleliy daznio
skirtumo tarp vyry ir motery nepastebéta, apoE aleliy
itaka motery lipidy kintamumui yra didesné (Schaefer et
al., 1994). Teigiama, kad apoE &4 alelio bendro CH
koncentracijos padidéjimo efektas sustipréja tuomet, kai
vartojama daug sociyjy riebaly riig§ciy bei cholesterolio
(CH) turin¢io maisto (Lewis et al., 1990; Lehtimaki et al.,
1995a). Neseniai Svedijos specialisty tyrimai parodé, kad
apoE4 izoforma nepalankiai veikia lipidy apykaita tik
tada, kai asmuo yra fiziSkai neaktyvus. Nuolat judanéiy ir
sportuojan¢iy zmoniy tarpe lipidy profilis nuo apoE
genotipo nepriklauso (Schaefer et al., 1994).

9 populiacijy lyginamojoje analizéje nustatyta, kad
turinciy €2 aleli asmeny plazmos CH ir MTL-CH kiekis
buvo mazesnis nei neturinéiy Sio alelio (Hallman et al.,
1991). Pirmasis miokardo infarktas (MI) asmenims,
turintiems apoE2/E3 fenotipa, iSsivysté véliau nei
turintiems kitus apoE fenotipus. Jauny vyry, turinciy €2
aleli ir mirusiy ne dél ligos, ateroskleroziniai aortos
pazeidimai buvo mazesni. Taciau vienam i§ penkiasde-
Simtties homozigoty apoE2/E2 i$sivysto III tipo hiperlipo-
proteinemija. Sergant Sia liga, plazmoje randamas labai
didelis CH (dél sutrikusios lipolizés proceso) kiekis. III
tipo hiperlipoproteinemija yra ankstyvosios ISL
prieZastis, sudaranti apie 5% visy ligos atveju.

ApoE4 izoforma paprastai siejama su hipercholes-
terolemija. ApoE4 gali normaliai jungtis su receptoriumi,
taciau yra susijgs su aukstais plazmos CH bei MTL
kiekiais, nes apoE4 turintys lipoproteinai greiciau
katabolizuojami kepenyse per MTL receptorius nei E3.
CH perteklius Iasteléje slopina MTL receptoriy
ekspresija, todél plazmoje ima kauptis MTL (Hallman et
al., et al., 1991; Chappel et al., 1994). Moksliniai darbai
patvirtina, kad &4 alelis yra susij¢s su santykinai didesne
rizika anksti susirgti ISL (Eto et al., 1989).

2000 metais Rusijoje atliktas atvejuy kontrolés
tyrimas rusy ir totoriy populiacijose. Jo metu €2/3
genotipo daznis buvo salyginai didesnis zmoniy, vyresniy
nei 45 metai, kontrolinéje grupéje. Iki 45 mety amziaus
zmoniy, iSgyvenusiy po MI, atveju grupéje €3/3 genotipo
daznis (50% palyginti su 75,47% sveikuyju to paties
amziaus asmeny kontroline grupe, OR = 0,33; p = 0,013)
ir €3 alelio daznis (72,12% vs. 85,85%, OR = 0,43; p =
0,020) buvo mazesnis, o €4 alelio daznis buvo atitinkamai
didesnis (22,12% vs. 10,38%, OR = 2,45; p = 0,030).
Asmeny, kurie patyré sunkesnés formos MI (lydima
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kardiogeninio $oko), patikimai — padidéjes €3/4 genotipo
daznis ir atitinkamai sumazéjgs €3/3 bei €3 alelio daznis
palyginti su asmenimis, kurie patyré MI be minétos
komplikacijos. Totoriy populiacijoje ligoniy po MI iki 45
mety genotipas €4/4 aptiktas 14,29% daznumu, o sveikyju
totoriy imtyje Sis genotipas iSvis neaptiktas (OR = 17,85;
p = 0,024). Padaryta iSvada, kad apoE polimorfizmas
reikSmingas MI rizikai (Jlo6opmxruanaze u ap., 2000).

Laiku nustatytas polipoproteino E geno polimorfiz-
mas (pvz., vaikystéje) gali apsaugoti individa nuo
prieslaikinés mirties, jei asmuo ims kuo anksciau riipintis
sveikata ir saugotis aplinkos rizikos veiksniy, turinciy
itakos Sirdies bei kraujagysliy ligy patogenezei. Lietuvoje
apoE genotipo nustatymo tyrimai Zmogaus genetikos
centre atlickami tik pavieniais atvejais, o duomeny apie
apoE aleliy daznius ir genotipy paplitima tiek visoje
Lietuvos populiacijoje, tiek atskirose zmoniy grupése
nesama. Zinant, kad 3alyje 2001 metais mirtingumas nuo
kraujo apytakos ligy sudaré 54,1% (Lietuvos sveikatos
informacijos centro duomenys), apoE geno polimorfizmo
tyrimai yra labai aktualis.

Dél S§iy priezas¢iy misy darbo tikslas buvo
perprasti, pritaikyti ir {vertinti genotipo nustatymo
metodikos efektyvuma apoE geno jvairovei, tirti ir istirti
Sirdies ir kraujagysliy ligomis serganciyjy asmeny apoE
polimorfizma. Tyrimo subjektai — Kauno medicinos
universiteto Kardiologijos klinikos pacientai, kuriems
buvo imamas kraujas DNR tyrimams. Buvo istirti 52
pacientai (bendras amziaus vidurkis 51,3145,86, interva-
las 41-60 m.) — 26 vyrai, kuriy amziaus vidurkis
49,61+5,75 metai; 26 moterys, kuriy amziaus vidurkis
53+5,58 metai.

Metodai.

1. Bandinio paruosimas. Kraujas i§ pacienty ir
sveiky asmeny buvo paimtas | EDTA (etilendiamintetraa-
cetatas) antikoaguliantu apdorota mégintuvélj, kad
nekreséty ir DNR buty apsaugota nuo degradavimo.
Kraujo pavyzdziai buvo iSdalinti i atskirus mégintuvélius
po 200 pl ir saugojami — 20°C temperatiiroje ne ilgiau nei
2 ménesius.

2. Genominés DNR skyrimas i§ kraujo. DNR
skyrimui buvo naudojamas genominés DNR valymo
rinkinys (Genomic DNA Purification Kit #K0512, AB
»~Fermentas®, Lietuva). Paprastai i§ 200 pl Sviezio kraujo
po 20-25 minuciy gaunama 2-10 pg vidutiniSskai 50kb
DNR. Kiek DNR iSgaunama, priklauso nuo leukocity
kiekio kraujo bandinyje (Paulauskas ir Tubelyté—
Kirdiené, 2002). Skyrimo metu vadovautasi AB
»Fermentas® rekomenduojamu protokolu.

3. DNR svarumo ir koncentracijos nustatymas.
DNR koncentracija ir §varumas vertinamas spektrofoto-
metriSkai. DNR tirpalai sugeria 260 nm ultravioletinius
spindulius. Nustatyta, kad kai tirpalo sluoksnio storis yra
1 cm (kiuvetés storis), o optinis tankis A = 1, dvigrandés
DNR koncentracija tirpale atitinka 50 pl/ml. Optiniy
tankiy 260nm/280nm santykis rodo DNR tirpaly §varuma.
Jis turi bati lygus arba didesnis uz 1,8. Jei tirpale yra
baltymy ar fenolio priemaisy, Sis santykis bus mazesnis
nei nurodyta. Baltymy koncentracija neturi virSyti 0,5
mg/ml. Jei tirpale priemaiSy yra daugiau, atliekamas
pakartotinis genominés DNR valymas. Spektrofotometras
i§ karto nustato ir apskaiciuoja DNR koncentracijg tirpale.
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4. Apolipoproteino E geno amplifikacija. Amplifi-
kuojamas zmogaus apolipoproteino E geno 4 egzono 218
bp fragmentas, apimantis abi polimorfines apoE sritis.
PGR procediira sudaro PGR méginiy bei PGR reakcijos
misinio paruo$imas, amplifikacija ir PGR reakcijos
produkty detekcija bei analizé. Pagrindiniai PGR
komponentai: DNR, PGR buferis, deoksiribonukeozidtri-
fosfatai (ANTP), pradmenys, DNR 7aq polimerazé. PGR
buvo atlickama tokiais ciklais: 94°C*4 min. — 1 ciklas,
94°C*30s, 55°C*30s, 72°C*1 min. 30s — kartojama po 38
ciklus, 72°C*5min. — 1 ciklas, 4°C — laikymas.

5. PGR produkto karpymas restrikcijos endonuklea-
zémis — restrikcija. Daugeliu atvejy apoE genotipuoti
naudojamas restrikcijos enzimas — Hhal. Taciau daugelis
mokslininky skundZziasi, kad tokias PGR pagristas
analizes sunku interpretuoti, kadangi Hhal restrikcijos
enzimas duoda keliy smulkiy fragmenty, kurie ne
visuomet yra specifiski apoE genotipams, iSeiga. Taigi
dalinis karpymas Hhal gali salygoti dviprasmiskus ir
neapibréztus rezultatus. Misy laboratorijoje apoE geno
polimorfizmo eksperimentiniuose tyrimuose, pagausinus
apoE seka, apimancia 112 ir 158 aminortigsciy pozicijas,
gautas produktas paveikiamas dviem restrikcijos
enzimais, kurie atpazista aleliams specifiniy nukleotidu
pakeitimus atitinkamai 112 bei 158 kodonuose ir
neatpazjsta papildomy DNR fragmento viety.

Optimalios karpymo reakcijos salygos kiekvienam
fermentui labai skiriasi, todél DNR karpoma laikantis
restrikcijos endonukleaziy gamintojo pateikty rekomenda-
ciju. Naudojant 10x NEBuffer 2 (#B7002S, NEBuffer 2,
MEDINOVA  Scientific A/S, Vokietija), pritaikyta
sudétiniam  kirpimui, pasirinktos restriktazés Haell
aktyvumas yra 100%, o AfIIIl — 75%. Haell kirpimo
atpazinimo seka ir specifiné kirpimo vieta (R — purinai; Y
— pirimidinai).

6. Pagausinto DNR fragmento elektroforezinis
frakcionavimas ir vizualizavimas. ApoE amplifikuoty
208bp fragmenty analizé vyksta 3% agarozés gelyje
(fragmenty atskyrimo ribos 40-1600 bp), naudojant
¢X174 DNR-Hae III Digest, kuris isryskina 11 fragme-
nty, tinkamy naudoti kaip molekulinés masés zymenis
elektroforezés agarozés gelyje metu).

Kadangi DNR fragmenty masé¢ yra mazesné, jie
frakcionuojami didesnés koncentracijos agarozés gelyje.

7. Matematiné analizé. Matematiné duomeny analizé
buvo atlikta statistinémis programomis Epi Info 6.04d
(stratifikacija; santykiné rizika; etiologiné populiacijos
frakcija, Pearson'o y” kriterijaus (goodness-to-fit) testas;
tikslusis Fiserio testas, Stjudento t-kriterijaus testas)
versija (2001 metai) ir Statistica 5.0 versija (dispersiné
analizé/FiSerio testas (Anova); koreliaciné analizé).

Rezultatai. ApoE genotipo nustatymo efektyvumas.
Kaip ir tikétasi, po vienalaikio 218 bp amplifikuoto
produkto karpymo dvejomis restriktazémis ir po elektro-
forezés 3% agarozés gelyje iSryskéja 145 bp, 168 bp ir
195 bp fragmentai, specifiski apoE3, E2 ir E4 izoformoms
(1 pav.).

l-ame takelyje matomas nekirptas 218bp fragmen-
tas. 2-ame takelyje matome dél Af/III kirpimo atsiradusi
bei iSryskéjusi 168bp fragmenta ir dél Haell kirpimo
atsiradusi bei iSryskéjusi 195bp fragmenta. Taigi galima
teigti, kad individo genotipas yra €2/e4, lemiantis E2/E4
apoE izoforma. 3, 5 ir 7 takeliuose matomi tik dvigubi
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195bp, 145bp ir 168bp fragmentai, atitinkamai specifiski
e4/e4, €3/€3 ir €2/€2 genotipams (baltymo E4/E4, E3/E3 ir
E2/E2 izoformoms). 4 takelyje matome 145bp ir 195bp
fragmentus — tai €3/e4 genotipas (E3/E4 izoforma), o 6

takelyje iSryskéje 145bp ir 168bp fragmentai — £2/€3
genotipas (E2/E3 izoforma). Po 7 takelio uz markerio
ribos yra kontrolé — vietoj DNR piltas distiliuotas vanduo

(1 pav.)
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1 pav. Bendra apoE elektroforegrama, vaizduojanti visus 6 galimus skirtingy pacienty apolipoproteino

E genotipus

ApoE genotipy ir aleliy dazniai. Tiriamojoje
populiacijoje (n = 52) buvo nustatyti visi $eSi i§ SeSiy
galimy apolipoproteino E genotipai: €2/e2 (3,846 %,
n = 2), €2/€3 (9,615 %, n =5), €2/e4 (1,923 %, n = 1),
€3/e3 (51,923 %, n = 27), €3/e4 (25 %, n = 13), d/ed
(7,692 %, n =4) (1 grafikas).

Labai reikSmingas ir statistiskai patikimas skirtumas

tarp dazniau pasitaikan¢iy genotipy tiriamoje populiacijo-
je yra tarp €2/3 ir €3/e3 (x> = 21,85, p <0,001), £2/e4 ir
€3/e4 (x* = 11,89; p < 0.001), €3/e3 ir e4/e4 (y* = 24,31;
p <0.001), gana reik§mingas — €3/¢€3 ir €3/e4 (x* = 7,96; p
< 0,01), reiksmingas — tarp €2/e3 ir €3/e4 (3* = 4.,30;
p < 0,05) ir tarp €3/e4 bei 4/e4 genotipu (x> = 5,70,
p <0.05) (1 grafikas).
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£3/e4 ed/e4 e2/e4

1 grafikas. Apolipoproteino E genotipy dazZnis tiriamoje populiacijoje (Kauno m. vyrai ir moterys, n = 52)

Visy istirty individy aleliy dazniy reik§més (%)
pateiktos 2 grafike. Skirtumas tarp aleliy dazniy pasiskirs-
tymo statistiskai labai patikimas tarp €2 ir €3 bei €4 ir €3
(p <0,001) ir Siek tiek maZzesnis tarp €2 ir €4 (p < 0,05).

Alelio €2 pasiskirstymas tirtoje populiacijoje sudaré 10%,
e4 — 21%, o didziausias populiacijoje buvo €3 alelio
daznis — 69%.

100



ISSN 1392-2130. VETERINARIJA IR ZOOTECHNIKA. T. 26 (48). 2004

g2

€3
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2 grafikas. Apolipoproteino E aleliy dazZnis tiriamoje populiacijoje (Kauno m., vyrai ir moterys, n = 52)

ApoE genotipas ir Iytis. Tarp pacienty buvo 26 vyrai
ir 26 moterys. Nors esama nemazai tyrimy, kur
stratifikacija pagal lytis néra atlickama, Zinoma, kad
Sirdies ir kraujagysliy ligos progresuoja sulig amziumi,
taciau Sis procesas tarp lyCiy skiriasi. Dauguma autoriy,
tirdami apoE polimorfizma, pateikia bendrus ir atskirai
ly¢iy rezultatus.

Moterys dazniau serga po 45 mety, tuo tarpu vyrams
sen¢jimas néra toks reikSmingas ligos progresavimui: A
amziaus grupéje yra tik 8 moterys (45,87+2,9), o B
grupéje — 18 (56,16£2,79) — 32%; vs. = 66,67%; tuo tarpu
A grupéje yra 17 (45,94+2,7), o B grupéje — 9 vyrai
(55,66+2,4) — 33,33% vs. 68% (y° = 6,24; df = 1; p =
0,012).

Skirtumai tarp lyc¢iy kaip aleliy neSiotojyu buvo
minimaliis: 57,7% motery €3 alelio neSiotojy palyginti su
46,15% vyruy (p = 0,405); 15,38% vyry €2 alelio neSiotoju
palyginti su 11,53% motery populiacijos (p = 1,00) ir
pagaliau 34,61% vyry €4 alelio neSiotoju palyginti su
30,77% motery (p = 0,76). Taciau motery — €4 alelio
nesiotoju santykinis pasiskirstymo daznis amziaus grupéje
iki 50 mety buvo 2,25 karto didesnis negu motery, kurios
nebuvo Sio alelio nesiotojos (RR = 2,25; 95% PI [1,59-
3,19]; p = 0,003), o tiriamos vyry populiacijos santykinis
daznis buvo mazesnis ir tesudaré 1,42 (RR = 1,42; 95%
PI[1,20-1,68]; p = 0,007).

Rezultaty aptarimas. Analizuojant aleliy ir
genotipy daznio, susijusio su apolipoproteino E
polimorfizmu, rezultatus, reikia atminti, kad Sie dydziai
priklauso nuo tiriamos populiacijos ir net imties (pvz.,
vienoks pasiskirstymo daznis gali biiti zemaiciy, kitoks —
aukstaiciy). Daugelis apzvalginiy straipsniy mini, kad
apoE aleliy dazniai yra ypac kintami: turimas omenyje €4
alelio daznis (Mahley, 1988; Curtiss, 2000). Europoje Sis
genas turi gradientinj pasiskirstyma: €4 alelis daznesnis
Siaurés regionuose ir retesnis piety (Lucotte et al., 1997).

Bendru atveju apoE genotipy bei aleliy dazniai,
nustatyti §io eksperimento metu, i§ dalies atitinka kity
mokslininky rezultatus. €3/e3 genotipas daugumoje tirty
populiaciju yra dazniausias (4090 %), po jo seka €3/e4
(26%) (Rall et Mahley, 1992; Siest et al., 1995), o Stai
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pasaulyje €4/e4 ir €2/e2 genotipai yra reti (atitinkamai
1-3% ir 2% kiekvienos populiacijos) (Corbo ir Scacchi,
1999). Misy atveju €3/e3 genotipo tiriamos imties daznis
sudaré beveik 52%, €3/e4 — 25%, €2/e2 — 3,85%, o €4/e4
— 7,7%. Nors imtis buvo nedidelé, daZniai tenkino
Kastlo-Hardy—Weinbergo désni.

Manoma, kad €3 alelio daznis populiacijose sudaro
77-78%, €2 — 7T-8% ir €4 — 14-16% (Weisgraber et al.,
1981; Zannis et al., 1982; Mahley et Rall, 1999; Fullerton
et al., 2000). Misy atveju €3 daznis buvo 69,23%, g4 —
21,15%, o €2 — 9,61%. Taciau reikia turéti omenyje, kad
buvo tiriama specifiné zmoniy grupé (Sirdies ir
kraujagysliy ligoniai), kurioje tikétinas didesnis apoE &4
alelio daznis. Deja, turime labai nedaug informacijos apie
kaimyniniy Saliy atliktas populiacines—pjiivio studijas
Sirdies ir kraujagysliy ligomis serganciyjy, norint istirti
apoE polimorfizma. Artimiausi kaimynai, kuriy darbuose
minima apoE polimorfizmo ir kraujo plazmos lipidy
saveika, yra Cekai. Jy duomenimis, apoE aleliy dazniai
buvo €3 — 82% , €4 — 10,9%, o €2 — 7,1% (populiacijos
n = 287; vyrai n = 136; moterys = 151) ir reikSmémis yra
panasis i kitas Vidurio Europos populiacijas (Hubacek et
al., 2003).

Miisy eksperimento atveju tik &4 alelio daznis
patikimai skiriasi tarp amZiaus grupiy (x> = 6,79;
p = 0,015), kiti dazniai buvo mazdaug vienodi. Individy,
kuriy genotipas €4/4, amziaus vidurkis yra patikimai
didesnis nei kity, o tarp vyresniy nei 50 mety pacienty
neaptikta e4/e4 genotipo, kai tuo tarpu 40-50 mety
amziaus grupéje jo pasiskirstymo daznis siekia net 16%.
Faktas, jog vyresniy negu 50 mety zmoniy apoE &4 alelio
daznis sudaré tik 11% (ir né vienos homozigotos) o iki 50
m. amziaus grupéje — 32% rodo, kad apoE &4 alelis
susijgs su ankstyvesne ligos patologija ir galbiit ankstyvu
mirtingumu — tokia hipotezg kelia daugelis gerontologijos
studijy (Robine et al., 1999).

Kai kurie tyrimai teigé, kad moteris nuo KSL saugo
€2/e3 genotipas (Hixson, 1991). IS tikryjy sergancios
€2/€3 genotipo moterys (50 ir 59 mety) sudare 7,7% visy
populiacijos motery.
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Nustatyta, kad €4 alelis padidina koronarinés Sirdies
ligos rizika 26% (OR = 1,26, 95% PI [1,13-1,41])
palyginti su €3 aleliu (Wilson et al., 1996). Deja, mes
neatlikome atvejo—kontrolés studijos, todél negalime
pasakyti, kiek karty 4 alelis didina tikimybe susirgti KSL
ja nesirgus. Taciau eksperimente pabrézta, kad individy
Sirdies ir kraujagysliy ligy sergamumas pagal amziy ir
apoE polimorfizmas susij¢ (p = 0,015). Miisy iSvada —
santykiné rizika iki 50 mety susirgti KSL apoE &4 alelio
nesiotojams buvo beveik dukart didesné nei kitiems
aleliy neSiotojams: atitinkamai 1,61 karto didesné negu
apoE €3 alelio neSiotojy ir 2,30 karto didesné negu €2
alelio neSiotoju, paremia ankstesnj teigini ir neprieStarauja
daugumos kity tyréju rezultatams (Dallongeville, 1994;
Wilson, 1996).

ISvados.

1. Metodas, kai PGR metu pagausintas apolipopro-
teino E geno segmentas, apimantis polimorfing 112—158
AR sriti, karpomas AfIIII ir Haell restrikcijos endonuk-
leazémis ir frakcionuojamas 3% agarozés gelyje, yra
tinkamas visiems apoE genotipams nustatyti, lengvai
atlickamas ir gali buti naudojamas didelio kiekio
pavyzdziy analizei atlikti per trumpa laika.

2. Nustatyti tiriamos populiacijos apoE €2, €3 ir &4
aleliy dazniai atitinkamai yra 0,096, 0,692 ir 0,212, o
genotipy dazniai — €2/e2 (0,038), €2/e3 (0,096), 2/e4
(0,019), €3/€3 (0,52), €3/e4 (0,25), €4/e4 (0,077).
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