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Abstract: Detection of polymorphisms rs429358 and rs7412 of APOE gene in patients with obesity
and selected cardiovascular and metabolic diseases in East Slovakia. APOE gene (rs429358 and
rs7412) was one of the first genes studied and associated with cardiovascular disease. APOE gene
influences lipoprotein metabolism and plasma concentration (LDL cholesterol, total cholesterol,
triacidglycerols) and its mutations can disrupted function of these mechanisms. The aim of our
study was to analyse polymorphisms rs429358 and r7412 of APOE gene in two groups: patients
with obesity and selected cardiovascular and metabolic diseases (N=147) and healthy controls
(N=152). We found significant difference in allele frequency (p=0.0000) and distribution of
genotypes (p=0.0000) of APOE gene. Frequency of alleles APOE gene was in controls £2=0.07,
€3=0.85, ¢4=0.08 and in patients ¢2=0.01, £3=0.80, £4=0.19. After comparison of selected
cardiovascular and metabolic diseases in sense of genotypes between patients we found significant
difference between arterial hypertension (p=0.0000). With respect to allele frequency of APOE gene
in our study, we can consider that the risk allele ¢4 may predispose individuals to developing
cardiovascular and metabolic diseases.
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Uvod

Moderna spolocnost, zmena spOsobu zivota spojena s urbanizdciou a industrializaciou
zapriitluje Coraz vo viacSej miere narast obezity as nou spojenych Kardiovaskularnych
a metabolickych ochoreni ako su napr. ateroskler6za, ischemicka choroba srdca, diabetes mellitus 2.
typu ¢i dyslipidémia.

Obezita vznika v dosledku narusenia energetickej homeostazy v interakcii s genetickymi
faktormi, faktormi prostredia a zivotnym $tylom, pri¢om je kI'a¢ovym ¢initelom rozvoja viacerych
kardiovaskularnych a metabolickych ochoreni (ESC 2012, ESH a ESC 2013, National Heart, Lung,
and Blood Institute 2016). V ramci tychto ochoreni dochadza k zmenam koncentracii
plazmatickych lipidov. V pripade mutécii vybranych génov, ktoré su zodpovedné za regulaciu
metabolizmu plazmatickych lipidov, dochadza k naruSeniu anespravnej funkcii tychto
mechanizmov. V nasej §tadii sme sa zamerali na polymorfizmy rs429358 a rs7412 APOE génu,
vramci ktorych st hladiny plazmatickych lipidov Specificky vysSie resp. nizSie v zavislosti
od genotypu APOE génu. APOE gén je lokalizovany na 19. chromozéme v oblasti 19q13.2 a sklada
sa z troch intronov a Styroch exonov (Allan et al. 1995). Obsahuje niekol’ko jednonukleotidovych
polymorfizmov (SNPs — single nucleotide polymorphisms), pricom najbeznej$imi z nich su
rs429358 (C3937—-T) a rs7412 (C4075—T), referenéna sekvencia podla dbSNP HGVS
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pre rs429358 (NM_000041,3:c.388T>C) ars7412 (NM_000041.3:c.526C>T) (Kim, Basak
a Holtzman, 2009, Panza et al. 2012, Ensembl 2019a, Ensembl 2019b). Polymorfizmy rs429358
ars7412 APOE génu davaja vznik trom izoformam APOE a to €2, €3 a €4 (Kim et al. 2009, Panza
et al. 2012). Jednotlivé izoformy sa liSia substiticiami baz v pozicii 112 a 158, teda v jednej alebo
v dvoch aminokyselinach (cystein/arginin), dosledkom ¢oho st odlisné charakteristiky na receptory,
a tym aj koncentracie triacylglycerolov a cholesterolu. Izoforma &2 obsahuje na oboch
polymorfnych miestach cystein, €3 obsahuje v pozicii 112 cystein a v pozicii 158 arginin a izoforma
€4 ma v oboch polymorfnych miestach arginin. Izoformy st kodované 3 alelami génu APOE a to
alelami €2, €3 a ¢4. Kombinaciou tychto alel vznika 6 moznych genotypov: €2/€2, €2/e3, €2/e4,
€3/€3, €3/e4, €4/e4 (Calero et al. 2009; Zhang, Wu a Wu 2011, Machal et al. 2012).

Subor a metody

Analyzovany subor tvorilo 299 jedincov muzského a Zenského pohlavia, ktori boli na zaklade
zdravotného statusu rozdeleni do dvoch skupin. Prvii skupinu tvorilo 147 pacientov
s diagnostikovanou obezitou (BMI >30kg/m?) (a inymi metabolickymi a kardiovaskularnymi
ochoreniami — arterialna hypertenzia, ischemicka choroba srdca, dyslipidémia, diabetes mellitus 2.
typu). Druha skupina predstavovala kontrolny stbor zdravych jedincov bez vyskytu
kardiovaskularnych a metabolickych ochoreni, v celkovom pocte 152. Jedincom bola pre geneticku
analyzu odobrana vzorka vendznej krvi. Zber genetického materialu prebiechal v rokoch 2017 —
2018 v spolupraci so vSeobecnymi lekarmi PreSovského a KoSického kraja. Vyskum bol
realizovany anonymne, teda osobné udaje typu: krstné meno, priezvisko, adresa bydliska, rodné
¢islo neboli zaznamenavané. Kazdy jedinec sthlasil s odberom biologického materidlu (vzorky
DNA) as poskytnutim sledovanych parametrov pre vyskum, oboznamil sa s cielom vyskumu
asvoje stanovisko potvrdil vlastnoruénym podpisom. Vzorky vendznej krvi boli spracované
metodou izolacie DNA vyuzitim kitu NucleoSpin® Blood Macherey-Nagel podla predpisaného
protokolu. Detekcia SNP polymorfizmov rs429358 a rs7412 APOE génu bola realizovana vyuzitim
fluorescenéne znatenych TagMan sond metodou Real-time PCR (PCR v realnom &ase). Udaje boli
vyhodnotené chi-kvadrat testom s vyuzitim online softvéru (Preacher 2001). Realizovany vyskum
bol schvaleny Etickou komisiou PreSovskej univerzity (¢. 1/2013).

VysledKky a diskusia

Vo svetove] populacii je vramci polymorfizmov 1s429358 ars7412 APOE génu
najfrekventovanejSou alela &3 s frekvenciou priblizne 78%. Najmenej rozsSirenou alelou je &2
s alelovou frekvenciou priblizne 7% a alela €4 sa vyskytuje priblizne v 15% svetovej populacie.
Samotné frekvencie sa liSia v zavislosti od etnicity a konkrétnej populacie (Strittmatter a Roses
1995). Jedinci disponujuci alelou €2 maju vyssie hodnoty ApoE (apolipoprotein E) a nizke hodnoty
celkového cholesterolu, LDL cholesterolu, ApoB (apolipoprotein B) a v niektorych pripadoch aj Lp
(a) — lipoproteinu A. Nositelia alely €4 maju zase opacné charakteristiky, a teda nizSie hodnoty
ApoE, vysSie hodnoty celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a ApoB, priCom su z hl'adiska
rozvoja aterosklerozy rizikovejsi (Tiret et al. 1994, Haffner et al. 1996).

Distribucia alel APOE génu je celosvetovo rozdielna. V ramci vSetkych populacii je najviac
zastipenou alela €3, ktora napriklad v oblasti Stredomoria dosahuje frekvenciu takmer 90 % (f =
0,849 — 0,898). V eurdpskej populacii vyskyt alely €4 klesa so zemepisnou Sirkou od severu k juhu,
konkrétne 20 — 30 % v severoeurdpskej a5 — 10 % v juhoeurdpskej populacii (v niektorych
pripadoch menej ako 1 %; Takeda et al. 2010). Vysoké zastipenie alely &4 je napriklad
v subsaharskej Afrike a v australo-melanézskych populaciach (Corbo a Scacchi 1999). Alela €4 sa
ako ancestralna, povodna alela vyskytuje hlavne v populacii Pygmejov (f = 0,407), Khoi San (f =
0,370), Papuancov (f = 0,368), Laponcov (f = 0,310), niektorych Indianov (f = 0,280), australskych
domorodcov (f = 0,260) a povodnych obyvatelov Malajzie (f = 0,240; Corbo a Scacchi 1999,
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Takeda et al. 2010). Vyskyt alely €2 v eurdpskej populacii nie je zavisly na zemepisnej Sirke
a dosahuje hodnoty 5 — 10 %. Vyssi vyskyt alela €2 dosahuje v juhoazijskej populacii, no naopak
vel'mi vzacne sa vyskytuje na Sibiri u americkych Indianov (Corbo a Scacchi 1999).

Percentualne zastupenie a frekvencie jednotlivych alel polymorfizmov rs429358 a rs7412 APOE
génu v nami analyzovanom subore su zobrazené v tab. 1 avlastna distribucia Siestich genotypov
APOE génu v ramci oboch porovnavanych suborov sa nachadza v tab. 2. Zastpenie alel v naSom
stbore koreSpondovalo so zastiipenim vo svetovej populacii a najviac vyskytujucou sa alelou bola
v ramci oboch porovnavanych suborov alela €3 (kontroly: 84,54 %, pacienti: 80,27 %) a najmenej
alela €2 (kontroly: 7,24 %, pacienti: 1,02 %). V ramci oboch porovnavanych siborov bola vyssia
frekvencia alely €2 pritomna v skupine kontrol (kontroly €2: 7,24 %, pacienti €2: 1,02 %) a alely &4
v skupine pacientov (kontroly €4: 8,22 %, pacienti €4: 18,71 %). V ramci porovnania bol potvrdeny
Statisticky signifikantny rozdiel p = 0,0000. Nakolko st nositelia alely €4 z hladiska rozvoja
aterosklerdzy rizikovejsi, je mozné brat do uvahy charakter alely aj v naSom pripade vyssieho
zastupenia alely €4 v skupine pacientov s obezitou a kardiovaskularnymi a metabolickymi
ochoreniami. Mnohé stidie pritom oznacili polymorfizmy rs429358 a rs7412 APOE génu za mozny
rizikovy faktor rozvoja kardiovaskularnych ochoreni (Tiret et al. 1994, Haffner et al. 1996, Zeljko
et al. 2011).

Tab. 1: Frekvencia APOE alel v kontrolnom stbore a sibore pacientov
Table 1: Frequence of APOE alleles in controls and patients

Alely Kontroly Pacienti chi? p-hodnota
n % f n % f
g2 22 7,24 0,07 3 1,02 0,01 26,425 0,0000*%**
€3 257 84,54 0,85 236 80,27 0,80
e4 25 8,22 0,08 55 18,71 0,19
Spolu 304 100,00 1,00 294 100,00 1,00

n — podetnost’ alely, % — podetnost’ alely v percentach, f — frekvencia alely, chi® — chi-kvadrat test,
*-p<0,05 **-p<0,01, ***-p<0,001

n — allele frequency, % — allele frequence in percentage, f — allele frequency, chi®— chi-squared
test, * —p<0.05, *** — p<0.01, *** — p<0.001

Tab. 2: Distribucia genotypov génu APOE v kontrolnej skupine a skupine pacientov
Table 2: Distribution of genotypes of APOE gene in controls and patients

Genotyp Kontroly Pacienti chi® p-hodnota
n % n %
£2/g2 1 0,66 0 0,00 30,055 0,0000***
£2/€3 13 8,55 2 1,36
£2/¢4 7 4,61 1 0,68
€3/€3 113 74,34 97 65,99
€3/¢4 18 11,84 40 27,21
ed/e4 0 0,00 7 4,76
Spolu 152 100,00 147 100,00

n — pocet, chi — chi-kvadrat test, * — p <0,05, **-p<0,01, ***—-p<0,001
n — number, chi?— chi-squared test, * — p<0.05, *** — p<0.01, *** — p<0.001

V ramci porovnania distribucie jednotlivych genotypov APOE génu Vv oboch skupinach bol
potvrdeny Statisticky signifikantny rozdiel, pri¢om najviac zastipenym bol genotyp &3/e3.
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V kontrolnej skupine sa alela €4 vyskytovala v konstiticii €2/e4 a €3/e4 a v skupine pacientov
V ramci genotypov €2/e4, €3/e4 a ed/ed. Alela €2 bola pritomna v skupine pacientov u 3 probandov
V ramci genotypov €2/e4 a €2/€3, v pripade kontrol v ramci 3 genotypov €2/e2, €2/e4 a €2/€3 (tab.
2). V skupine pacientov bola taktiez zistovana prevalencia vybranych ochoreni (ischemicka
choroba srdca, arteridlna hypertenzia, diabetes mellitus 2. typu, dyslipidémia) vzh'adom na genotyp
APOE (tab. 3). Statisticky signifikantny rozdiel bol preukazany v ramci arterialnej hypertenzie (p =
0,0000).

Tab. 3: Prevalencia vybranych kardiovaskularnych a metabolickych ochoreni v skupine pacientov
Table 3: Prevalence of selected cardiovascular and metabolic diseases in patients

Genotyp
Ochorenie g2/l €2/e3 €3/e3 £3/ed glled chi? p-hodnota
(N=1) (N=2) (N=97) (N=40) (N=7)
n % n % n % n % n %
ICHS 0 0 2 100 46 4742 13 325 3 4286 1,983 0,7388
AH 1 100 2 100 97 100 37 925 3 42,86 31,014 0,0000***
DM2 1 100 1 50 25 25,77 7 175 2 28,57 1,033 0,9047

DLP 0 0 2 100 28 28,87 18 45 1 1429 2,318 0,6774

ICHS — ischemicka choroba srdca, AH — arterialna hypertenzia, DM2 — diabetes mellitus 2. typu,
DLP — dyslipidémia, N — celkovy pocet pacientov S danym genotypom, n — pocet (vyskyt ochorenia
v skupine), chi® — chi-kvadrat test, * — p < 0,05, *** —p < 0,01, *** — p < 0,001

ICHS — ischemic heart disease, AH — arterial hypertension, DM2 — diabetes mellitus type 2, DLP —
dyslipidemia, N — the total number of patients with selected genotype, n — number (incidence of
disease in the group), chi?— chi-squared test, * — p<0.05, *** — p<0.01, *** — p<0.001

Zaver

V ramci naSej $tadie bol potvrdeny Statisticky vyznamny rozdiel vo vyskyte jednotlivych alel
a v distribucii genotypov APOE génu v ramci porovnavanych skupin. Jedinci, ktori vo svojom
genotype disponuju alelou €4, su z hl'adiska rozvoja aterosklerdzy rizikovejsi. Zastupenie alely €4
bolo vyssie v skupine pacientov s obezitou a kardiovaskularnymi a metabolickymi ochoreniami
oproti skupine kontrolnej, v ktorej bol naopak vyssi vyskyt alely €2. Z danych vysledkov je mozné
predpokladat’, ze by pritomnost” alely ¢4 mohla vo vyssej miere predisponovat’ jedincov k rozvoju
kardiovaskularnych a metabolickych ochoreni, preto ma detekcia genetickych markerov potencial
vyuzitia v klinickej praxi v ramci prevencie a terapie tychto ochoreni.
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