Este necesar de accentuat cd succesele in profilaxia si micsorarea morbiditatii CI
depind complet de profilaxia primara a aterosclerozei. Sanatatea persoanelor tinere
depinde mult de respectarea de ei a modului san:tos de viata.
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ESTIMAREA IMPACTULUI MARKERILOR POLIMORFI Al GENELOR CE
DETERMINA METABOLISMUL APOLIPOPROTEINELOR B, E SI PERTURBARILE
LIPIDICE LA PACIENTII CU CPI
Natalia Capros, Valeriu Istrati, Victor Popescu, Cristina Butovscaia
Laboratorul de Genetica, Universitatea Stat Medicina si Farmacie ”N.Testemitanu”

Summary
Impact assessment of polymorphic markers of the genes that determine the B, E
apolipoproteins metabolism and lipid disturbances in patients with CAD
The impact of polymorphic markers of the genes that determine the B, E apolipoproteins
metabolism and lipid disturbances in patients with CAD was studied. Lipid profiles changes in
patients with CAD may be influenced by genotypic and allelic frequencies difference of ApoB
and ApoE gene.

Rezumat

A fost studiat impactul markerilor polimorfi ai genelor ce determina metabolismul
apolipoproteinelor B, E si perturbarile lipidice la pacientii cu CPI. Dereglarile profilului lipidic la
pacientii cu CPI s-ar putea atribui partial prin diferenta frecventelor genotipice si alelice ale
genelor APOB si APOE.
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Actualitate

Actualmente dislipidemia este un factor de risc recunoscut in dezvoltarea aterosclerozei
si CPI. Hipercolesterolemia si valoarea inaltd a lipoproteinelor aterogene constituie cea mai
importantd verigd in dislipidemie. In acest context, studierea genelor, implicate in reglarea
transportului si metabolismul lipidelor plasmatice, prezinta un mare interes.

La momentul actual, in Republica Moldova, nu sunt date exacte referitoare la aspectele
clinico-evolutive la coronarieni cu dislipidemie in relatie cu marcherii polimorfi ai genelor
apolipoproteinelor B, E. Analiza polimorfismului genetic sugereaza noi mecanisme patogenetice
pentru CPI si ne putem astepta ca studierea acestor factori de risc sd ne ajute la o mai buna
abordare terapeutica si de prevenire a acesteia.

Scopul
Estimarea impactului markerilor polimorfi ai genelor ce determina metabolismul
apolipoproteinelor B, E si perturbarile lipidice la pacientii cu CPL

Material si metode

On studiul dat au fost inclusi 70 de pacienti care au suportat un eveniment coronarian
acut, spitalizati on IMSP SCM ,,Sfanta Treime* in perioada anilor 2007-2012. Toti subiectii au
fost nativi rezidenti locuitorii republicii Moldova si au avut 0 compozitie socio-economica si
etnicd similara.

Criteriile de includere on studiu a fost diagnosticul clinic de infarct miocardic acut cu
unda Q si non-Q, angina instabila sau angind stabila stipulate prin recomandarile Societatii
Europene de Cardiologie, Colegiului American de Cardiologie, 2000, Protocolului clinic
national: Angina pectorala stabila, 2009 [1-3].

Criterii de excludere: pacientii cu hipercolesterolemii (colesterol total >8mmol/l) si
hipertrigliceridemii secundare, angina pectorald atipica si cu insuficienta cardiacd avansata (CF
IV NYHA), persoanele cu implant de stimulator cardiac, cei cu manifestari de pre-excitatie
ventriculara, subiectii cu blocuri de conducere atrioventriculare si intraventriculare (bloc
sinoatrial sau atrioventricular de gradul II-III, bloc de ram stang sau drept His), persoanele cu
maladii hepatice active, suferinte gastro-intestinale in acutizare, patologii renale grave, cu
maladii asociate care influenteaza durata vietii.

Lotul martor a fost format din 20 persoane fara antecedente de boala coronariana, boli
vasculare periferice, accident vascular cerebral ischemic sau hemoragic si alte complicatii
tromboembolice sau hemoragice. Cardiopatia ischemica a fost exclusa la prin interviul clinic,
examenul clinic si paraclinic: ecocardiograma, ECG de repaus si efort.

Spectrul lipidic a fost determinat pe o proba de sange colectata dimineata dupa 12 ore de
post alimentar. Colesterolul si lipoproteinele de densitate onalta (HDL colesterolul) au fost
determinate prin metoda enzimaticd fotometrica. Nivelul trigliceridelor a fost determinat cu
ajutorul metodei colorimetrice enzimatice prin aplicarea glicerol 3-fosfatoxidazei.
LDLcolesterolul a fost calculat dupa formula lui Friedwald:

LDL-colesterol = colesterol total — HDL-colesterol — trigliceride/5;

Aprecierea cantitativa a apoproteinelor apoAl si apoB si lipoproteinei (a) [Lp(a)] prin
testul imunoturbidimetric. Valorile de referinta pentru cantitatea sumara de apoAl in plasma
sangvina au constituit 110-170 mg/dl (1100-1700 mg/l) pentru barbati si 120-190 mg/dl (1200-
1900 mg/l) pentru femeli, iar concentratia sumara de apoB la persoane sanatoase alcatuieste
80-155 mg/dl (800-1550 g/l) pentru barbati si 75-150 mg/dl (750-1500 mg/l) pentru femei.
Astfel, raportul apoB/apoA-l in norma echivaleaza cu 0.8. Cantitatea Lp(a) in plasma la
persoane practic sanatoase oscileaza pana sub 30 mg/dl (<300 mg/l).

Polimorfismul genelor candidate s-a identificat prin analiza lungimii fragmentelor
amplificate prin reactia de polimerizare in lant (polymerase chain reaction, PCR) in
Laboratorul de Genetica [4,5].
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Amplificarea probelor de ADN uman cu primerii pentru detectarea polimorfismului
genei apolipoproteinei B (3’VNTR) forward si revers:

APOB forward 5'- ATGGAAACGGAGAAATTATG -3'

APOB revers 5'- CCTTCTCACTTGGCAAATAC -3'

Reactia PCR se incepe cu tratarea termica programata a amestecului de reactie 5 min, 94
°C, dupa care se demareaza programul de 30 cicluri on regimul urmator: 40 s denaturare la 94
°C; 80 s alinierea primerilor la 58 °C si 1 min elongare la 72 °C; dupa decurgerea celor 30
cicluri, se asigurd etapa finala de elongare - 10 min la 72 °C. Produsele de amplificare se separa
in gel de agaroza de 2% Si se coloreaza cu etidiu bromid.

Amplificarea probelor de ADN uman cu primerii pentru detectarea polimorfismului
genei apolipoproteinei E forward si revers

APOE forward 5- AAGGAGTTGAAGGCCTACAAAT -3,

APOE revers 5- TACTGCACCAGGCGGCCTCA -3,

APOE revers 5'- GCCTGGTACACTGCCAGTCG -3,

APOE revers 5- TACTGCACCAGGCGGCCTCG -3,

APOE revers 5- GCCTGGTACACTGCCAGTCA -3'.

Produsele de amplificare se separd in gel de agaroza de 2% Si se coloreazd cu etidiu
bromid.

Polipeptida APOE din 229 aminoacizi se clasificdA In trei izoforme majore (Apo
E2/E3/E4) in functie de diferentele de aminoacizi in pozitiile 112 si 158. Identificarea celor 3
izoforme ale genei Apo E pentru stabilirea uneia din cele 6 variante genotipice posibile: E2/2,
E3/E3, E4/E4, E2/E3, E2/EA4 si respectiv E3/E4 se efectuaza prin analiza rezultatelor PCR.

Rezultate
Analiza variantelor genotipice Apo E2/E3/E4 ale genei APOE este prezentata in tabelul 1
si figura 1.

bp M 1 2 3 4 5 M
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Figura 1. Electroforegrama produselor amplificarii PCR- APOE.
M — Marker (100 bp, Fermentas); 1 — genotype E4, 2 — genotype E3/4, 3 —
genotype E2/3, 4 — genotype E 2/2, 5 —control negativ.

Distributia subiectilor in functie de alelele genei APOE a fost, dupa cum urmeaza:
45.7%- cu portajul E3/E3, 30.0%- E3/E4, iar 24.3%- E2/E3. Rezultatele au aratat ca apo E3/3 a
fost cel mai frecvent genotip (E 3/3-45.7% vs 10.0%, p<0.01) depistat la pacientii cu CPI, fara
diferente de sex, varsta fatd de persoanele din lotul martor, la care genotipurile E 3/4 si E 4/4 s-
au depistat mai rar (30.0% vs 20.0 %, p>0.05). Frecventa alelei E4 a fost de 30.0%, cu tendinta
de acumulare la barbatii in grupul de varsta 50-59 (p>0.05). Remarcam existenta legaturii
semnificative statistic intre susceptibilitatea de CPI si polimorfismul genei APOE (OR=1.21,
Cl:0.36- 4.04, x*= 3.4, p<0.05).
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Frecventa polimorfismului APOE la pacientii cu CPI si martori

Tabelul 1

Genotip | Lot CPI, | Lotl, Lot I1, Lot OR p Cl
APOE n(%o) n(%o) n(%o) martor,

n(%o)
E2/2,E2/3 |17 |243 |2 6.6 15 | 375 |14 | 700|121 | LT-LM>0.05 | 0.36-
E3/3 32 | 457 [15 |[50.0 |17 |425 [2 [10.0 t:;'—L'\K'/IiO(-)OOlS 4.04
E3/4+ 21 [30.0 |13 |433 |8 |20.0 20.0 ) '
E4/4

De remarcat, ca la pacientii cu CPI repartizati in baza genotipurilor genei APOE nu au
existat diferente semnificative statistic privitor la mediile de varsta, IMC>30, ereditate colaterala
cu manifestare agravata, depistarea primara a CPl, cu anamnestic pozitiv de tabagism, HTA,
angina pectorald, diabet zaharat, infarct miocardic vechi, insuficienta cardiaca congestiva, TAS
si TAD (p>0.05), in acecaSi comparatie.

Tabelul 2
Repartizarea pacientilor cu CPI in functie de alelele genei apolipoproteinei E

Variabile E2/3(n=17) | E3/3(n=32) | E 3/4 (n=21) p
IMC>30, n(%) 7 (41.17%) 14(43.75%) 8 (38.09%) >0.05
Ereditate colaterala agravata, 4 (23.53%) 7 (21.88%) 7 (33.33%) >0.05
n(%)

Depistarea primara a BCV, n(%) | 47.52+0.44 50.82+0.56 52.24+0.32 >0.05
HTA, n(%) 12 (70.59%) | 24 (75.00%) 15 (71.42%) >0.05
Tabacism, n(%) 6(35.29%) 14 (43.75%) 9(42.85 %) >0.05
Infarct miocardic vechi, n(%) 6(35.29%) 6 (18.75%) 8 (38.09%) >0.05
Insuficienta cardiaca congestiva, | 4 (23.53%) 5 (15.63%) 4 (19.05%) >0.05
n(%)

Dislipidemie, n(%) 12 (70.59%) | 24 (75.00%) 16 (76.19%) <0.05
Colesterol, mmol/I 5.56:0.08 5.48+0.09 5.32+0.29 >0.05
LDL-C, mmol/l 3.14+0.15 3.88+0.11 4.86+0.13 <0.05
HDL-C, mmol/Il 1.13+0.14 1.26+0.12 0.86+0.22 <0.05
Trigliceride, mmol/I 1.72+0.17 1.83+0.16 2.04+0.13 >0.05
ApoAl,g/l 1.08 +£0.14 1.05+0.15 1.06+0.10 | >0.05
ApoB,g/l 0.79+0.16 0.93+0.19 0.98 £0.21 >0.05
Raport ApoB/Al 0.78 0.88 0.92 >0.05

De notat, diferenta semnificativa intre procentajul pacientilor cu dislipidemie mixta
(76.19% vs 70.59%, p<0.05), valoarea medie a nivelurilor de LDL-C (4.86+0.13 vs 3.16+0.15
mmol/l) si HDL-C (0.86+0.22 vs 1.26+0.12 mmol/l, p<0.05, respectiv) la pacientii cu portajul
alelei de risc E3/4 fata de persoanele cu portajul alelei E2. Pe de alta parte, nu a fost nici o
diferenta semnificativa statistic intre mediile nivelului de colesterol si TG la pacientii cu diferite
genotipuri ale genei APOE (p>0.05).

Rezultatele estimarii relatiilor de corelatie intre indicii clinici ai pacientilor Si
polimorfismul genei APOE sunt prezentate in tabelul 2. Astfel, privind spectrul factorilor de risc
Si prezentarea clinica in functie de polimorfismul genei APOE, inregistrate in prezentul studiu,
se atestd, cd portajul alelei E %, a fost asociat cu prezenta dislipidemiei [rxy =0.67+0.13, p(g %- e
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23)<0.05] si procentaj mai mare al pacientilor cu nivel crescut de LDL-C [ryy= 0.44+0.14, p(ga3-

£ 23)<0.01].
Tabelul 3
Corelatia intre indicii clinici ai pacientilor si polimorfismul genei APOE

Variabile/Genotip E 2/3, n=17 E 3/3, n=32 E %, n=21
Dislipidemie Fxy £My 0.51+0.44 0.69+0.33 0.67+0.13

p >0.05 <0.05 <0.05
LDL-C My =My 0.42+0.46 0.44+0.14 0.35+0.21

p >0.05 <0.05 >0.05
HDL-C My £My 0.15+0.50 0.19+0.45 0.32+0.49

p >0.05 >0.05 >0.05

Legenda: ryy — coeficient de variafie, m,—eroarea coef. de variafie, p — pragul de semnificafe.

Analiza polimorfismului genetic al minisatelitului hipervariabil 3'VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) al genei apolipoproteinei B

Reactia de polimerizare in lant a fost utilizata pentru a determina alelele din regiunea
minisatelitului hipervariabil 3'VNTR a genei apolipoproteinei B (APOB) la pacientii cu boala
coronariana (tabelul 4). Produsele au fost obtinute dupa amplificare si apoi observate direct dupa
electroforeza in gel de agaroza 2%. Drept rezultat al analizei polimorfismului numarului variabil
al repetarilor on tandem (VNTR) al microsatelitului 3'VNTR al genei APOB s-au identificat
produsele de ampificare cu dimensiunile 29,30,31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42 si
43bp (figura 2.), care corespund unitatilor repetitive ale locusului polimorf 3'VNTR si au fost
descrise pentru populatiile Europei si Asiei [6].

M 1 2 3 4a 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 M
| —— —
> - 771
— so 659 O 698 ax 720 > —

OO0 : 660 . 715
P— 640 620 618
— — - — > ——— o
— 659 690 $ - - —
628 598 880 640 642 > 624 o620 616 614 620 620 620
616 616 553 55

Figura 2. Rezultatul produselor electroforetice din PCR a Apolipoproteinei B (3’VNTR), formate
din repetarea a 15 pb la pacientii coronarieni. M — Marker (100 bp, Fermantas); 1-3, 5, 8-10,
12-14, 17, si 18 — heterozigoti; 4, 6, 7, 11, 15, si 16 — homozigoti.

Au fost identificate cincisprezece tipuri de alele hipervariabile (HVE) de apoB 3'VNTR,
ce au fost repartizate in trei grupe potrivit lui Ludwig E. [7], la care frecventa heterozigotilor a
fost mai mare in comparatie cu cea a homozigotilor. Distributia frecventelor a avut caracter
similar descris pentru populatia europeana [6].

Tabelul 4
Frecventa polimorfismului APOB la pacientii cu CPI si martori
Genotip Lot CPI, | Lotl, Lot I, Lot OR P Cl
APOB n(%) n(%) n(%) martor,
n(%)

HVE<35 |[32|457 |12 |40.0|20 |50.0 |12 429 |1.60 | 7..m>0.05 | 0.9-2.86
HVE36-37 |30 |429 |14 |46.7|18 |[450 |4 |321 L-Lm>0.05
HVE>37 |8 |114 |4 |[133|2 |55 |4 |250 Lim>0.05
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Alelele HVE36-37 s-au depistat cu o frecventa maximald, suma lor fiind 42.9%.
Ampliconii obtinuti s-au caracterizat prin dimensiuni de 100-1500pb. Comparand frecventele
alelelor genei APOB s-a constatat o tendinta de acumulare a alelelor HVE36-37 la pacientii cu
CPI vs subiectii din lotul martor (p=0.1) cu predilectie la barbatii in intervalul de varsta 50-59
ani (p>0.05). Frecventele alelice au fost neomogene intre pacientii loturilor I si Il, alelele
HVE40 si HVE42 inregistrandu-se doar la persoanele din lotul martor.

De notat, ca la pacientii cu CPI repartizati in functie de frecventa genotipurilor genei
APOB (tabelul 5) nu au existat diferente semnificative statistic privitor la mediile de varsta,
IMC>30, antecedente familiale de BCV premature, depistarea primard a CPIl, cu anamnestic
pozitiv de tabagism, HTA, angina pectorala, diabet zaharat, infarct miocardic vechi, insuficienta
cardiaca congestiva, procentajul pacientilor cu dislipidemie mixta (p>0.05).

Tabelul 5

Repartizarea pacientilor cu CPI in functie de frecventa genotipurilor genei apolipoproteinei B
Variabile HVE <35 HVE 36-37 HVE >37 p

(n=32) (n=30) (n=8)
IMC>30, n(%) 12 (37.75%) 12(40.00%) 3 (37.50%) >0.05
Antecedente familiale de BCV 8 (25.00%) 7 (23.33%) 2 (25.00%) >0.05
premature, n(%)
Depistarea primard a BCV 47.524+0.44 50.82+0.56 52.24+0.32 >0.05
HTA, n(%) 24 (75.00%) 24 (80.00%) 6 (75.00%) >0.05
Tabacism, n(%) 12(37.75%) 14 (46.67%) 3(37.50 %) >0.05
Angina pectoralad , n(%) 14 (43.75%) 15 (50.00%) 4(50.00%) >0.05
Diabet zaharat, n(%) 7 (21.88%) 8 (26.67%) 2 (25.00%) >0.05
Infarct miocardic vechi, n(%) 11 (34.38%) 9 (33.33%) 3(37.50 %) >0.05
Insuficienta cardiaca congestiva, 6(18.75%) 5 (16.67%) 2 (18.18%) >0.05
n(%)
LDL-C, n(%) 23 (71.87%) 26 (86.67%) 6 (75.00%) <0.05
LDL-C, mmol/l 3.16+0.15 3.87+0.11 3.66+0.13 <0.05
HDL-C, mmol/I 1.14+0.14 0.92+0.12 1.16+0.16 >0.05
Trigliceride, mmol/Il 1.73+0.17 2.02+0.16 2.124+0.12 >0.05
ApoAl,g/l 1.43+0.15 1.04£0.11 1.30+0.14 >0.05
ApoB,g/l 0.78 +0.20 1.12+0.23 0.76 £ 0.22 <0.05
Raport ApoB/Al 0.54 0. 96 0.58 <0.05

Nu a fost nici o diferenta semnificativa statistic intre mediile nivelului de colesterol si TG
la pacientii cu diferite genotipuri ale genei APOB (p>0.05). Pe de alta parte, au existat diferente
semnificative intre valoarea medie a nivelurilor de LDL-C (3.87+0.11 mmol/l vs 3.16+0.15
mmol/l), HDL-C (0.92+0.12 mmol/l vs 1.14+0.14 mmol/l), ApoB (1.12+0.23g/1 vs 0.78+ 0.20
o/l) si raportul ApoB/Al (0. 96 vs 0.54) la pacientii cu portajul alelei HVE 36-37 fata de cei cu
HVE<35 (p<0.05).

Rezultatele estimarii relatiilor de corelatie intre determinantele clinice ale pacientilor Si
polimorfismul genei APOB sunt prezentate in tabelul 6.

Tabelul 6
Corelatia intre indicii clinici ai pacientilor si polimorfismul genei APOB

Variabile/Genotip HVE<35, n=32 HVE 36-37, n=30 HVE>37, n=8
LDL-C fxy TM; | 0.64+0.14 0.73+0.13 0.67+0.30

p <0.05 <0.05 >0.05
ApoB Iy £M; | 0.55+0.15 0.42+0.17 0.51+0.35

p <0.05 <0.05 >0.05

Legenda: ryy— coeficient de variafie, m, — eroarea coef. de variafie, p — pragul de semnificafie.
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A fost estimatd o asociere intre polimorfismul 3'VNTR al genei APOB si variatiile
spectrului lipidic si anume valorilor de: LDL-C [rx=0.73, pve 36-37- Hve<ss)<0.05], apoB
plasmativ [ry, =0.42, pve 36-37- HvE<35)<0.05], la fel si raportului ApoB/Al. Determinantele
concrete de risc au fost: prezenta HVE 36-37 si lipsa HVE 34 cu impact pe dinamica clasica,
potential aterogena, a spectrului lipidic.

Discutii

Exista mai multe studii populationale prospective ca bratul "descendent” al studiului
Framingham in Statele Unite ale Americii [8], studiu PROCAM in Germania [9], ARIC si
Northwick Park Heart Study (ENT-II) in Marea Britanie [10-12], care au publicat asociatii
genetice ale factorilor conventionali de risc si CPI, dintre care mai frecvent genele
metabolismului lipidic: apolipoproteinelor, receptorilor de legare alipoproteinelor si enzimelor
metabolismului lipidic.

Polimorfismul variantelor alelice ale genei apolipoproteinei B

ApoB este o proteind multifunctionald Si ocupa rolul principal in sistemul
apolipoproteinelor. Functia de baza a apo B este culegerea Si secretia lipoproteinelor, ce contin
colesterol si trigliceride. Polimorfismul insertional-deletional al genei apo B este situat in
regiunea hipervariabild terminala 5' (VNTR - variable number of tandem repeats). A fost
remarcat, ca dezvoltarea CPI in populatia taiwaneza este legatd de prezenta alelei D, iar in
populatia Saint-Petersburgului si la reprezentantii rasei europene in SUA astfel de asociere cu
alela D nu s-a gasit [13]. Analiza asocierii CPI si polimorfismul 3VNTR al genei APOB in
populatia moscovit a relatat creSterea variantelor alelice cu copii de 32, 36 si mai multe [14]. In
populatia austriaca au fost identificate 7 variante alelice ale APOB cu repetari de la 12 pana la 18
si lipsa asocierii CPI cu aceste variante [7].

Polimorfismul variantelor alelice ale genei apolipoproteinei E

Apolipoproteina E umana este o proteina polimorfa, care interactioneaza cu receptorii
hepatici pentru LDL Si transportd colesterolul din VLDL in celule. Sunt cunoscute 3 alele ale
genei APOE - ¢2, ¢3, e4, care se deosebesc prin resturile aminoacizilor in pozitia 112 si 158.
Alela e3 are in pozitia 112 - cistein, dar in 158 - arginin. Alela e2 are in ambele pozitii cistein,
iar alela e4- arginin. Aceste resturi aminoacidice se gasesc in apropierea regiunii cuplarii cu
receptorii hepatici pentru LDL, alela e2 legandu-se cu receptorii hepatici pentru LDL mai bine
decat alela e4. Alela e3 se intalneSte la majoritatea rasei europene. Raspandirea alelei e4 variaza
de la 5% in populatia sudica (Italia, Spania) pana la 30% in cea nordicad (Finlanda). Alela e2 se
intalneste aproximativ la 5% din reprezentantii populatiei europene [15].

Legatura alelei e4 cu riscul crescut de dezvoltare a aterosclerozei si BCV a fost relatata
in multe studii. Alela e4 este un factor recunoscut al dezvoltarii bolii Alzheimer la pacientii de
varsta inaintatd [16]. Mare interes prezinta studiile [17-20], in care a fost relatat nu numai
impactul alelei apoE, dar si a fost analizata interactiunea ei cu factorii de risc cardiovascular si a
mediului inconjurator. Urmarirea barbatilor din Anglia in varsta de 51-60 ani timp de 6 ani a
depistat, ca riscul dezvoltarii IM la fumatori, care aveau macar o aleld e4 a fost crescut
comparativ cu nefumatorii (OR=2.8, 1.59-4.91, p=0.007).

Concluzioniam, ca diferentele dintre profilurile lipidice la pacientii cu CPI s-ar putea
atribui partial prin diferenta de frecventele genotipice si alelice ale genelor APOB si APOE.
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