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BEVEZETÉS 

 Napjainkban az orvostudomány egyik kihívása a társadalom nagy 

részét érintı betegségek etiológiai kutatása. Ezek közé tartoznak például a 

szív-és érrendszeri megbetegedések, a II. típusú cukorbetegség, az elhízás és 

az egyes pszichiátriai betegségek. Komplex betegségeknek is nevezzük ıket, 

jellemzı rájuk a nem mendeli törvényszerőségeket követı multifaktoriális 

öröklıdésmenet: több gén hibás mőködése a környezeti hatásokkal 

kölcsönhatásban alakítja ki manifesztációjukat. A genetikai hátterük 

vizsgálatának lehetısége a Humán Genom Programmal kezdıdött 

módszertani újításoknak köszönhetı. A beteg és az egészséges populáció 

polimorfizmusainak összehasonlítása az asszociációs vizsgálatokban a 

betegség kialakulásához hozzájáruló gének hajlamosító alléljeinek 

azonosítását teszik lehetıvé a megfelelı statisztikai eljárások használatával.  

 Az általunk vizsgált, a felnıttkor elején valamely ismert ok nélkül 

kialakuló gerincferdülés (AIS), amely a gerincoszlop strukturális, oldalirányú 

elhajlása, szintén a komplex betegségekhez tartozik; genetikai hátterérıl a 

kiterjedt kutatások ellenére nem tudunk sokat. Az AIS klinikai kórképe 

változatos, eltérı lehet a kialakulás ideje, a görbület progressziójának 

mértéke, sebessége és nagysága. Az esetek döntı többségében a 

gerincferdülés kezdete a serdülıkorra tehetı, ezért valószínősítik, hogy az 

AIS pathomechanizmusában a növekedéssel kapcsolatos hormonális, 

metabolikus és biomechanikai változások szerepet játszhatnak. Az elmúlt 40 

év alatt számos területen keresték a gerincdeformitás kialakulásának okát, 

vizsgálták: a csont- és a kötıszövet, valamint a harántcsíkolt izmok 

strukturális eltéréseit; a betegséggel együtt járó neurológiai 

rendellenességeket; a hormonháztartás egyensúlyát; a genetikai tényezıket. A 

feltárt rendellenességek alapján mára már közel 20 elmélet létezik, amely az 

AIS kialakulására próbál magyarázatot adni, de egyetlen elmélet sem tudta a 

megfigyelt eltérések mindegyikét beilleszteni az AIS kórfejlıdésébe, ami azt 
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sugallja, hogy a gerincferdülés, mint a legtöbb komplex betegség 

pathomechanizmusa összetett. Az etiológiai kutatások kezdetén kevés 

figyelem irányult a genetikai háttér felé, mivel a betegség többnyire 

szórványosan lépett fel, és gyakran a családon belül halmozódó esetek sem 

mutattak egyértelmő öröklıdést. Az AIS-t ma már genetikai betegségnek 

tekintik és a legtöbbek által elfogadott modell szerint a betegség kialakulása 

két szakaszra osztható, egy iniciációs és egy progressziós fázisra. A 

feltételezések szerint más-más gének hibái felelısek az AIS-re való 

hajlamosításért és a gerincferdülés súlyosbodásáért. Annak ellenére, hogy 

számos, az AIS-ben tapasztalt eltérésért esetleg felelısnek tekinthetı gént 

már megvizsgáltak, eddig nem tudtak azonosítani az AIS-re hajlamosító 

géneket. A legújabb kutatási eredmények alapján egy amerikai cég 

kifejlesztett olyan genetikai tesztet, amely alkalmas annak az eldöntésére, 

hogy mennyi a kockázata a görbület további súlyosbodásának.  

 

CÉLKITŐZÉSEK 

 Célul tőztük ki, hogy molekuláris szintő vizsgálatokban, két 

megközelítéssel az AIS-re jellemzı további eltéréseket tárjunk fel és az 

eltérések hátterében álló genetikai tényezıket vizsgáljuk.  

A.1 A gerincoszlop stabilitásáért felelıs paravertebrális izmok 

génexpressziós mintázatát CHIP microarray módszerrel kívántuk 

megvizsgálni a következı két aspektusból: 

 

I. Egészséges és scoliotikus paravertebrális izmok génkifejezıdési 

mintázatának összehasonlításával 

II. Scoliotikus izmokban a görbület konvex és konkáv oldali 

génkifejezıdésének összehasonlításával. 
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A további vizsgálatokhoz az alábbi szempontok alapján választottuk ki a 

jelölt géneket, melyek: 

1. Bioinformatikai módszerekkel meghatározott, a háttér eloszlástól 

eltérı génontológiai kategóriába esnek 

2. Közös, az AIS szempontjából érdekes biológiai, metabolikus 

folyamatban vesznek részt 

3. Az AIS vonatkozásában elvégzett kapcsoltsági analízisek által 

jelölt kromoszómaszakaszra lokalizálódnak 

4. Az általuk termelt fehérje a funkciója alapján beilleszthetı az 

AIS etiológiájába 

A.2 Valós idejő polimeráz láncreakció (QRT-PCR) felhasználásával kívántuk 

ellenırizzük, hogy valóban fennáll-e a megfigyelt génkifejezıdésbeli 

különbség. 

B.1 Az A. pont szerint kiválasztott gén/gének egypontos nukleotid-

polimorfizmusának (SNP) asszociációs analízisét eset-kontroll tanulmányban 

terveztük vizsgálni. 

B.2 A genotipizálás eredményeit különbözı, a gének közötti interakciók 

kimutatására alkalmas statisztikai módszerekkel szándékoztuk kiértékelni. A 

fenti adatok statisztikai analízise lehetıséget ad annak meghatározására, hogy 

a gén/gének adott allélja a gerincferdülés kialakulásához vagy 

súlyosbodásához köthetı-e. 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Kísérletbe bevont személyek adatai és mintái 

Az AIS-es betegek mintáit a PTE ÁOK Ortopédiai Klinikájáról kaptuk, ahol 

az ortopédiai vizsgálat és a gerincröntgen készült. Az AIS diagnózisát 

bizonyított genetikai szindróma, metabolikus, neurológiai-, kollagén- vagy 

izombetegség hiányában állapították meg. A DNS és az RNS mintákat a 

korrekciós mőtét során nyert bilaterális musculus latissimus dorsi 
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izombiopsziából preparáltuk. A betegeket minden esetben tájékoztattuk a 

kísérletbe történı bevonásukról és a beleegyezésükkel történtek a 

mintavételek. 

A kontroll személyek mintái egyrészrıl az SZTE Gyerekgyógyászati 

Klinikájáról származnak, másrészrıl az SZBK Genetika Intézet dolgozóitól. 

DNS mintáikat perifériás vérbıl kinyert fehérvérsejtekbıl, szájnyálkahártya 

kenetbıl és hajszálak végén lévı hajhagymákból készítettük. A kontroll 

személyek sem egymással, sem az AIS betegekkel nem állnak rokonságban. 

Alkalmazott módszerek 

1. DNS és RNS minták készítése különbözı forrásokból 

2. A minták minıségi ellenırzése agaróz gélelektroforézissel 

3. Az RNS minták reverz transzkripciója után fluoreszcensen jelölt 

próbák készítése a cDNS-bıl 

4. Microarray hibridizáció 

5. Microarray adatainak statisztikai kiértékelése  

6. Microarray adatainak gén annotációs feldolgozása  

7. Kvantitatív valós idejő reverz polimeráz láncreakció (QRT-PCR) 

8. Polimeráz láncreakciót követı restrikciós fragment 

hosszpolimorfizmus detektálása (PCR-RFLP)  

9. A genotipizálás adatainak statisztikai kiértékelése 

EREDMÉNYEK ÉS KÖVETKEZTETÉSEK 

A.1. 

A transzkriptoma szintő eltérések detektálására 95, korrekciós mőtéten átesett 

személy paravertebrális izombiopszájából teljes RNS preparátumot 

készítettünk. Az SZBK Funkcionális Genomika munkacsoportjával közösen 

két microarray analízist végeztünk el. Az elsıben AIS-es és egészséges, 

trauma miatt operált személyekbıl származó mintákban, a másodikban pedig 
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a gerincferdülésben szenvedı személyek gerincoszlopának két oldaláról 

(konvex és konkáv oldal) vett mintákban hasonlítottunk össze a 

génkifejezıdés mintázatát. A két microarray analízis eredményeként egy 187, 

illetve egy 63 tagból álló génlistát kaptunk, amelyekben a gének 

expressziós mintázatában különbséget találtunk. A génlista tagjait négy 

szempont alapján elemeztük annak eldöntésére, melyek azok a gének, 

amelyek számításba jöhetnek a további vizsgálatokban.  

1. Elıször a biológiai folyamatokat jelölı génontológiai (GO) 

kategóriákhoz rendeltük a génlista tagjait és olyan kategóriákat 

kerestünk, amelyekben a vizsgált gének a humán genom átlagos GO 

eloszlásához képest magasabb arányban vannak jelen és szerepük lehet 

az AIS kialakításában. A gerincferdüléses betegek gerincoszlopának 

konvex és konkáv oldalán génkifejezıdésbeli különbséget mutató gének 

két GO kategóriában, a lipid anyagcserében (GO:0006629) és a 

morfogenezisben (GO:0007275) nagyobb arányban jelentek meg, 

ezekbe a  kategóriákba a 63 génbıl összesen 18-at tudtunk besorolni. 

2. A génlisták tagjainak közös biológiai, metabolikus útvonalban való 

részvétele és együttes génexpressziós változásuk jelzi az adott folyamat 

fontosságát. Ilyen jellegő vizsgálatokban több gén is génkifejezıdésbeli 

változást mutatott az adipociták jelátviteli mechanizmusában 

(KEGG_Pathway: hsa04920), ami a lipid anyagcsere érintettségét az 

AIS-ben alátámasztja. 

3. Meghatároztuk a génlistáinkon lévı gének kromoszóma lokalizációját és 

kiválogattuk azokat a géneket, amelyek olyan kromoszóma szakaszra 

esnek, amit családokon kapcsoltsági analízissel a szakirodalom az AIS-

hez kötöttnek tekint. Nyolc megfelelı kromoszómarégióra 

térképezıdı gént találtunk. 

4. Irodalmi kutatásokat végeztünk és a vonatkozó GeneCards leírások és 

számos publikáció alapján összefüggést kerestünk a gének jelenleg 
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ismert funkciója és az AIS pathomechanizmusára vonatkozó jelenleg 

ismert modellek között. Az érdekesnek talált gének közül kettıt 

emelhetünk ki: az izomerı meghatározásában szereplı a disztonint 

(DST) és a sérült izmok regenerálódásában fontos tenzint.  

A.2. 

A microarray kísérletek alapján további vizsgálatra kiválasztott 13 gén közül 

egyedül a leptin (LEP) esetén tudtunk kimutatni eltérést a QRT-PCR-rel 

is. A scoliosisos betegekben a görbült gerincoszlop konvex oldalán a leptin 

relatív mRNS mennyisége 2,5-szerese a konkáv oldalénak és ennek az 

eredménynek kapcsán kezdtük el vizsgálni a LEP gént. 

B.1. 

A leptin szerepe az AIS kialakításában napjainkban merült fel a 

szakirodalomban és eddig egyetlen közlemény jelent meg, amelyben az AIS-

es lányokban alacsonyabb leptin szérumszintet találtak az egészséges 

kontrollokhoz viszonyítva. Egy eset-kontroll tanulmányban asszociációs 

analízissel a leptin gén promóter régiójában vizsgáltuk annak az 

egynukleotidos polimorfikus helynek (SNP) az elıfordulási gyakoriságát, 

amelynek szerepe lehet a leptin gén szabályozásában. Az asszociációs 

vizsgálatba bevontuk az interleukin-6 (IL6) szabályozó régiójában lévı 

polimorfizmust is, mivel egy közlemény szerint a gerincferdüléssel 

asszociációt mutatott. A két SNP, a LEP G-2548A és a IL6 G-174C 

kimutatására a PCR-RFLP módszert használtuk és 126 idiopathiás 

scoliosisos beteg és 197 egészséges, egymással nem rokon személy 

esetében határoztuk meg a jelenlévı allélokat. Mindkét populációban 

valamennyi genotípus Hardy-Weinberg egyensúlyban volt. Egyik SNP esetén 

sem találtunk szignifikáns különbséget sem az allélgyakoriságban, sem a 

genotípus gyakoriságban az AIS-es és a kontroll csoport között. A különbözı 

genotípusok esélyhányadosainak (OR) meghatározása, amely egy adott allél 

hordozásának relatív kockázatbecslésére szolgáló statisztikai módszer, 
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alkalmas arra, hogy a hajlamosító allélokat kimutassa, eszerint a LEP-2548A 

allél jelenléte lehet hajlamosító faktor az AIS-ben. Vizsgálatainkban az 

AA vs GG: OR=1.513(CI:0.894-2.562), ami a komplex betegségek esetén a 

hajlamosító allélokra jellemzı értéknek tekinthetı. Az esélyhányados értéke 

megnıtt akkor, ha külön vizsgáltuk a lányokat (AA vs GG: 

OR=2.02(CI:0.824-4.961)), ami azt jelzi, hogy a lányokban nagyobb szerepe 

lehet az AIS kialakításában a LEP-2548A allélnak, mint a fiúkban. 

Ugyanakkor nem találtunk összefüggést a görbület mértéke (Cobb˚) és az 

SNP által meghatározott allélok között. Az IL6 G-174C polimorfizmusát 

vizsgálva nem tudtuk megerısíteni a korábban, mások által leírt asszociációt. 

A reprodukálhatóság hiánya egyáltalán nem egyedi, sıt a komplex 

betegségekre jellemzınek tartja a szakirodalom, ezért szükséges több, 

megfelelı statisztikai erıvel rendelkezı, független populáción elvégezni az 

asszociációs vizsgálatokat.  

B.2. 

Mivel multifaktoriális öröklıdéső betegségekben a gének nem önmagukban 

hatnak, hanem egymással kölcsönhatásban, ezért megvizsgáltuk létezik-e 

episztatikus kapcsolat az általunk vizsgált két gén alléljei között. A gén-gén 

kölcsönhatás feltárásához két eljárást is használtunk, az elsı az MDR 

analízis, amely kisszámú mintaelem esetén is kimutatja az episztázist és 

alkalmas a gének közötti szinergizmus kimutatására akkor is, ha az allél 

eloszlásban nem mutatkozik eltérés a beteg és a kontroll csoport között. Az 

analízis eredményeként megkaptuk azokat a genotípus kombinációkat, 

amelyek elıfordulása esetén nagyobb a kockázata az AIS kialakulásának. A 

másik statisztikai módszer, ami a génkombinációk hatásának maximum 

likelihood becslését alkalmazva megadja, hogy egy adott génkombináció 

milyen mértékben emeli meg a betegség kialakulásának esélyét egy másik 

génkombinációhoz viszonyítva. Az elemzés után a leginkább hajlamosító 

allélkombináció (IL6 CC-LEP AA) hordozójának 4.667-szor nagyobb az 
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esélye az AIS kialakulására, mint az (IL6 GG-LEP GG) kombináció 

hordozójának. Az esélyhányados értéke még magasabb a lányok esetén, 

tehát a hajlamosító allélkombináció (IL6 CC-LEP AA) hordozása még 

nagyobb kockázatot jelent náluk (OR= 6.667 (CI:0.597-74.506). Statisztikai 

módszerrel megvizsgálva nem találtunk semmiféle összefüggést a genotípus 

kombinációk és a Cobb˚ között. A vizsgálati eredményeink alapján úgy 

gondoljuk, hogy a LEP AA-IL6 CC genotípus kombináció az AIS 

kialakulására hajlamosít, nem pedig a progressziójában játszhat szerepet.  

 Jelen dolgozatban az AIS kutatásában újszerő megközelítést 

használva a paravertebrális izmok génexpressziós mintázatát vizsgáltuk és 

sikerült transzkriptoma szinten megjelenı eltéréseket feltárni és független 

módszerrel visszaigazolni a leptin gén esetén. A további genetikai és 

statisztikai elemzések az AIS kialakításában szerepet játszható gén-gén 

kölcsönhatás felderítéséhez vezetett és elsıként sikerült kimutatnunk, hogy 

két adipokint (leptint, interleukin-6-ot) termelı gén szabályozását befolyásoló 

polimorfizmus együttes jelenléte szóba jöhet, mint hajlamosító faktor az AIS 

etiológiájában.  
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