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1. ROVIDITESEK

APOAS
APOAV
APOC3
APOCIII
APOE
ATGL
BMI

bp
CETP
CM
CMR
CVD
dNTP
EDTA
FA
GCKR
HDL
IDL
LCAT
LDL
LPL
LPL-HSPG
MS

OR
PCR
PLTP
PPAR
Rem
RFLP
SEM
SNP
UTR
VLDL
WHO

apolipoprotein AS (gén)

apolipoprotein AV (fehérje)

apolipoprotein C3 (gén)

apolipoprotein III (fehérje)

apolipoprotein E

TG lipaz

body mass index - testtomeg index

bazispar

koleszterin-észter transzfer protein
kilomikron

kilomikron remnant részecske
kardiovaszkularis megbetegedés
dezoxinukleotidtrifoszfat
etilén-diamin-tetra-acetat

zsirsavak

gliikokinaz regulator

high density lipoprotein

intermediate density lipoprotein
lecitin-koleszterin-aciltranszferaz

low density lipoprotein

lipoprotein-lipaz

lipoprotein-lipaz - heparin-szulfat-proteoglikan
metabolikus szindroma

odds ratio - esé¢lyhdnyados

polimerase chain reaction - polimerdz lancreakcio
foszfolipid transzfer protein

peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor
remnant részecske

restriction fragment length polymorphism
standard error of mean - standard hiba
single nucleotide polymorphism - egy nukleotidot érintd eltérés
untranslated region - nem transz1416do régio
very low density lipoprotein

World Health Organization



2. BEVEZETES

A metabolikus szindroma (MS) koncepcidja az 1988-ban Reaven altal leirt
X-szindrodma. Szénhidratanyagcsere-zavar, emelkedett vérnyomds, szérum triglicerid-
¢s alacsony HDL (High Density Lipoprotein)-koleszterin-szint mellett centralis obezitas
jellemzi (Reaven, 1988; Reaven and Chen, 1988). Ezen alkotéelemek akar kiilon-kiilon
is kardio- ¢és cerebrovaszkularis betegségek kockdzati tényezdi, de egyiittes
eléfordulasuk fokozott rizikot képvisel (Hergenc et al.,, 2008; Hoshino et al., 2008;
Teramoto et al.,, 2008). A MS a fejlett ipari orszdgokra jellemzd, akar a populacio
egyharmadat is érintheti. Emiatt kiilonds hangsulyt kapott a 2-es tipust diabétesz

mellett a MS genetikai hatterének vizsgalata.

2000-ben tettek kozz¢é a human genom elsé teljes szekvencidjat a Human
Genom Project keretében. Ez a lépés nagymértékben meggyorsitotta az 1) gének
azonositasat, illetve a genetikai varidnsok és mutaciok szerepének és hatdsainak
vizsgalatat. Emellett a technika fejlddésével nagy populacidkat érintd, széleskori
genetikai vizsgélatok is elérhetévé valtak, igy egyszerre tobbszazezer polimorfizmus
vizsgalhato kiilonbozd csoportokban. Ezek tették lehetdvé az elmult évtizedben a
jelentds progressziot kiilonb6zd, nagy populaciot érintd betegségek hatterében allo

genetikai variansok azonositasaban.

Az egyik, a kutatasok kozéppontjdba keriilt téma a lipidparamétereket
befolydsold genetikai eltérések. A magasabb szérum trigliceridszint és az LDL (Low
Density Lipoprotein)-koleszterin-szint emelkedése kardio- ¢és cerebrovaszkularis
betegség f0 rizikotényezdi (Austin, 1998; Gotto et al, 1977; Simons, 1986).
Tanulmanyomban az egyik ilyen triglicerid szintet befolyasoldé gén, az apolipoprotein
A5 (APOAS) variansainak szerepével foglalkozom. A gén 4ltal kodolt fehérje az
apolipoprotein csalad legutobb felfedezett tagja. A gén egyes varidnsainak erdteljes a
lipidparaméterekre gyakorolt hatdsa (Nabika et al., 2002; Pennacchio and Rubin, 2003a;
Talmud et al., 2002).



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A metabolikus szindroma

Ma mar minden hatodik eurdpai felndttet fenyeget a MS-nek nevezett
Leletmodbetegség", mely noveli a sziv- és érrendszeri betegségek, igy a stroke
kockézatat (Al et al., 2010; Khang et al., 2010; Vonbank et al., 2011; Wildman et al.,
2011). A MS mar Gordgorszagot €s Franciaorszagot is fenyegeti, ahol a lakossag eddig
viszonylag védettnek szamitott a kardiovaszkularis megbetegedésekkel szemben,
étrendjébdl és ¢€letmodjabol adoddan. A diagnozis 6t alapeleme az abdomindlis
obezitas, a magas vérnyomas, a koros HDL-koleszterin és trigliceridszint, valamint a
koéros eéhgyomri vércukorszint (Marchesini et al., 2004; Mertens and Van Gaal, 2006;

Reaven, 2004).

A szindromaval terheltek k6zott magasabb a kardiovaszkularis morbiditas ¢€s
mortalitas, beleértve a hirtelen halalt is (Al et al., 2010; Khang et al., 2010; Lin et al.,
2006; Nabipour et al., 2007). A megemelkedett triglicerid- és LDL-koleszterin-szint
fokozza az atherosclerotikus plakkok kialakulasat egy 1id6 utan, mely atherosclerotikus
szivérrendszeri  betegségek ~ formdajaban  (miokardidlis  infarktus,  stroke)
manifesztalodhat. (Gronholdt et al., 1996; Masuda and Ross, 1990; Wagenknecht et al.,
2011). Az inzulinrezisztencia, kovetkezményesen magas inzulin szint és gliikdz szint
egyarant fokozza az atherosclerotikus gyulladast, igy az ezzel kapcsolatos oxidativ
stresszt. A magas inzulinszint hozzdjarul a vese fokozott natrium visszatartasahoz

(Wehner and Petri, 1983), ami magas vérnyomashoz vezethet.

A mai elképzelések szerint a szindroma alapjat a viszceralis obezitds talajan
kialakulo koros zsirszoveti aktivitds képezi, ami hozzajarul a tobbi abnormités, igy az
inzulinrezisztencia €és a kovetkezményes hiperinzulinémia megjelenéséhez. Alacsony
HDL-koleszterin-, magas trigliceridszint ¢és kis denzitasi LDL-koleszterin-szint
jellemzi a lipidabnormalitast. A fokozott szimpatikus aktivitas is jelentds elem a
metabolikus szindroma patogenezisében ¢és a szovodmények kialakuldsaban. Az

aktivitasnovekedésben a leptin, az inzulin, a szabad zsirsavak, a citokinek, tovabba az



alvasi apnoe jatsszak a legfobb szerepet (Franks et al, 2005; McNicholas and
Bonsigore, 2007).

Az inzulinrezisztencia legfontosabb cellularis megnyilvanulasai: az inzulin 4ltal
stimulalt gliikoz felvétel, illetve glikogénszintézis elégtelen volta a vazizomzatban,
tovabba a méaj gliikoneogenezisének, illetve a zsirsejtek szabad zsirsav kibocsatasanak
nem megfeleld mértékli gatlasa. Az inzulinrezisztencia a béta-sejtek ,.tulterheléséhez”
vezetve, azok apoptozisan keresztiil hozzajarulhat a 2-es tipust diabetes mellitus
kialakulasahoz, amikor mar relativ €s késdbbiekben valos hipoinzulinémia all fenn

(Cerasi, 1991; DeFronzo, 1992).

3.1.1 WHO definicio

A metabolikus szindroma diagndzisanak felallitdsahoz az Egészségligyi
Vilagszervezet kritériumai alapjan 2-es tipusu diabétesz, karosodott glikoz
szabalyozas, emelkedett ¢hgyomri vércukor érték vagy inzulin rezisztencia egyiittese,

valamint a kovetkezd tiinetek kozil kettd jelenléte sziikséges:
1: vérnyomas: > 140/90 Hgmm.

2: diszlipidémia: trigliceridek: > 1,695 mmol / L valamint (HDL-C) < 0,9 mmol / L
(férfi), < 1,0 mmol / L (nd).

3: centralis elhizas: derék - csipé hanyados> 0.90 (férfi),> 0,85 (nd), €s / vagy
testtomeg-index> 30kg/m?2.

4: microalbuminuria: vizelet albuminiirités arany > 20 mg / min, vagy albumin /

kreatinin arany > 30 mg / g.



3.1.2 IDF definicio

Az International Diabetes Federation 2006-0s definicidja a centralis tipust
elhizas mellett a kovetkezOk koziil kettd meglétét teszi sziikségessé a diagndzis

kimondaséahoz:

I: emelkedett triglicerid érték: > 1.7 mmol/L, vagy az emelkedett lipid érték

gyogyszeres terapiaja.

2: magas vérnyomas: szisztolés vérnyomas > 130 vagy diasztolés vérnyomas

>85 Hgmm vagy kordbban diagnosztizalt magas vérnyomas gyogyszeres terapiaja.

3: alacsony HDL koleszterin szint: < 1.03 mmol/L férfiakban, < 1.29 mmol/L ndkben,

vagy a lipid eltérés gyogyszeres terapiaja.

4: emelkedett ¢hgyomri vércukor érték: > 5.6 mmol/L vagy kordbban diagnosztizalt 2-

es tipust diabétesz jelenléte.

3.1. 3 NCEP definicio

A US National Cholesterol Education Program kritériumok alapjan a kdvetkezd tiinetek

koziil legalabb haromnak teljesiilnie kell :

1: centralis elhizas: derék korfogat > 102 cm férfiak, > 88 ndk.
2: diszlipidémia: trigliceridek: > 1.7 mmol/L

3: HDL-C < 1.03 mmol/L férfiakban, < 1.29 mmol/L n6kben
4: vérnyomas: > 130/85 Hgmm

5: emelkedett éhgyomri vércukorérték: > 6.1 mmol/L



3.1.4 AHA definicio

Az American Heart Association kritériumok 1ényegében az NCEP
definiciojanak kiegészitett valtozatanak tekinthetdek. Ennek megfelelden a szervezet az

elozéeket egésziti ki a kovetkezokkel:

1: centralis elhizas: derék korfogat > 102 cm férfiak, > 88 ndk.

2: diszlipidémia: trigliceridek: > 1.7 mmol/L

3: diszlipidémia: HDL-C < 1.03 mmol/L férfiakban, < 1.29 mmol/L nékben.
4: vérnyomas: > 130/85 Hgmm vagy a magas vérnyomas gyogyszeres terapiaja

5: emelkedett éhgyomri vércukorérték: > 6.1 mmol/L vagy a magas vércukor értékek

gyogyszeres terapiaja.

3.2 A metabolikus szindroma terapiaja

A metabolikus szindroma egészének, sot a szindromat alkot6 egyes eltéréseknek
patofiziologiai hatterét elsOsorban az abdomindlis elhizas €s az inzulin-rezisztencia
alkotja, igy a terapia magjat a testsuly normalizaldsa kell, hogy jelentse. Az aktiv
¢letmod egyszerre csokkenti a szindroma kialakuldsdnak valoszinliségét, €s a
szindromat alkot6 egyes eltéréseket is pozitiv irdnyba mddositja. A metabolikus
szindroma primer prevencidjanak a WHO ¢s az IDF is a mérsékelt, 5-10 %-os egy éven
beliil bekovetkezd testsuly-csokkenést, az aktiv életmodot és az egészséges taplalkozast

tekinti.

A szekunder prevencidt a szindroma diagnozisat kovetden célszerti megkezdeni,
hiszen a szindroma CVD elérejelz6 képessége mara bizonyitott. A szindromat alkotd
komponensek sokfélesége azonban nem tesz lehetdveé egységes terapidt, a szindroéma
alkotéelemeit kiilon-kiilon vagyunk képesek gydgyszeres uton pozitiv iranyba
moddositani. A terdpia gerincét az atherogén diszlipidémia, a magas vérnyomas és az
inzulin-rezisztencia, azaz a magas vércukor értékek gyogyszeres kezelése kell, hogy

jelentse.



A lipid statusz normalizalasdnak célkitlizéseit a TG és a LDL szintnek
csokkentése, valamint a HDL frakci6 novelése jelenti. Az alkalmazhatd gyogyszerek
koziil a HMG- CoA kompetitiv gatloszerei, azaz a statinok elsd vonalbeli terdpianak
tekinthetoek. A gydgyszercsoport amellett, hogy ndéveli a HDL-szintet, valamint
egyszerre csokkenti a LDL- és TG-szinteket, csokkenti a szindroma progresszidjanak,
valamint CVD kialakuldsanak val6szinliségét (Heart Protection Study Collaborative

Group 2005).

A fibratok szintén LDL- és TG-szintcsokkentd, valamint HDL ndvel6 hatassal
birnak, azonban TG szintcsokkentd hatasuk erdsebb igy primer hyprtrigliceridémiaban
els6 vonalban valasztandok. CVD kialakulasat megeldz0 szerepiik szintén bizonyitott
(Robinson et al., 2003). A két csoport kombinacidja rhabdomiolizis fokozott kockazata
miatt csak Ovatossaggal alkalmazhatd (Pierce et al, 1990). A magas vérnyomas
terdpidja metabolikus szindroma esetén nem tér el az primer hypertonia terapidjatol,

azaz ebben az esetben is az ACE inhibitorok valamint az angiotenzin-receptor
blokkolok (Chobanian et al., 2003).

Az inzulin-rezisztencia gyogyszeres terapiaja metabolikus szindroma esetén
kitiintetett figyelmet érdemel, hiszen esetlegesen csokkentheté T2DM kialakulasa az
idoben elkezdett terapia hatasdra. Idoében megkezdett metformin terdpiaval
megeldzhetd a 2-es tipusti diabétesz metabolikus szindromas egyénekben (Knowler et

al.,2003).

3.3. A metabolikus szindroma genetikai hattere

Sok mas betegséghez hasonléan a MS egyes elemei is erdsen determinalt
genetikai hattérrel rendelkeznek. Mig egyes komponensek megjelenése 40%-ot
meghaladéan genetikailag determinalt; masok, mint az elhizds vagy a HDL
metabolizmus még ennél is magasabb mértékben, koriilbeliil 70%-ban fliggnek az
orokolt gén varidnsoktol. A sziv- és érrendszeri betegségek csalddi halmozddésa
szintén régbdta ismert, azonban a betegség okaként csak ritkdn nevezheté meg egy-egy,
nagy penetrancidval érvényesiilé monogénes elvaltozas, az ok legtobbszor tobb gént

érintd valamint kornyezeti koriilményektol is fliggd komplex eltérés. A MS genetikai
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hatterét vizsgalva az érintett gének négy nagy csoportja emelkedik ki: a lipid- és a
gliikdz-metabolizmust, az angiotenzin rendszert valamint a gyulladdsos folyamatokat

érintd génvariansok.

Az apoproteineket kodoldo APOAI/C3/A4 génklaszter a 11g23-as kromoszoma
l6kuszon taldlhatd. A génklaszterben tobb gén fordul eld, ezek koziil az apolipoprotein
C3 (APOC3) a mijban illetve a vékonybélben expresszalodik, transzkripcidjat a
klaszterben elhelyezkedd pozitiv és negativ regulatorok szabalyozzék (Antonarakis et
al.,, 1988). Az APOC3 gén altal kodolt 79 aminosavbol allo protein allando része a
trigliceridekben gazdag keringé kilomikron valamint VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) frakcionak. MS betegekben szignifikansan emelkedett apolipoprotein C3
fehérje (APOCIII) szintet talaltak, emellett a MS kialakulasanak valoszinlisége korrelal
a plazma APOCIII emelkedett szintjével. Az APOC3 gén egyes variansainak jelenléte
hipertrigliceridémiaval jarhat (Hegele et al., 1997; Lopez-Miranda et al., 1997). Olivieri
¢s munkatarsai mar ravilagitottak, hogy a MS betegek koziil azokban, akik az 4APOC3
promoter T-455C polimorfizmusanak (rs133049) minor alléljat hordozzak, nagyobb
val6szinliséggel alakul ki kardiovaszkularis megbetegedés (CVD); valamint az érintett
személyek esetében magasabb plazma ApoClIIl és triglicerid értékek is mérhetdek

(Olivieri et al., 2003a).

Az apolipoproteinek koziil az apolipoprotein E (APOE) szinte minden lipid
frakcioban megtalalhat6. Szerepe, hogy ligandként viselkedve kapcsolodik a majsejtek
felszinén 1évo lipoprotein receptorokhoz; igy lehetdvé téve a kilomikron reziduumok,
valamint VLDL maradvanyok hepatikus felvételét, ezzel csokkenve a keringd
lipoproteinek mennyiségét (Hui et al., 1980; Tan et al., 1980). A proteint kodold gén a
19. kromoszoman talalhatd, harom allélja az €2, €3 €s az €4 hat genotipust determinalja.
Az egyes allélok hordozoi jelentdsen eltérd lipid profilokkal rendelkeznek, hiszen mig
az €2 allél hordozoi alacsony Osszkoleszterin és LDL—koleszterin, valamint magas
triglicerid értékekkel rendelkeznek, addig a €4 genotipusu populacié szérum koleszterin
¢s LDL értéke magasabb az €3 all¢lt homozigdta formaban hordozokéhoz viszonyitva
(Moriwaki et al., 1995; Nordoy et al., 2000; Utermann et al., 1980). Egy 48 kiilonb6z6
tanulmanyt Osszefoglald cikk arra a kovetkeztetésre jutott, hogy az APOE &4

szignifikans rizikofaktornak tekinthet6 a MS megjelenésében (Song et al., 2004).
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A lipoprotein lipaz (LPL) a zsiranyagcsere bonyolult rendszerében
kulcsfontossagu szerepet tolt be , feladata a kilomikron valamint a VLDL frakciorol
torténd triglicerid hidrolizis katalizdlasa (Braun and Severson, 1992). Az enzim
mukodéséhez nélkiilozhetetlen kofaktor az APOCII, aminek miitkodését az elobbiekben
ismertetett APOCIII gatolja (Havel et al., 1973). Napjainkban a LPL gén szamos
mutacidja ismert, melyek tobbségének jelenléte csokkent enzimaktivitassal jar. A
N291S ¢és a D9N emelkedett TG- és csokkent HDL-koleszterin-szinttel jar (Huang et
al.,, 1997). A 447X varians alacsonyabb kockazatot jelent CVD ¢és MS kialakulasara.
Ebben az esetben, a génben egy korai stop kodonnak kdszonhetden egy afunkciondlis
fehérje keletkezik; ez alacsonyabb plazma triglicerid szintet, valamint magasabb HDL
varians erds kapcsoltsagot mutatott a DON polimorfizmussal. Kimutattak, hogy a -93G
¢s a 9D varidnsokat egyiitt hordozok alacsonyabb triglicerid értékkel rendelkeznek

(Hall et al., 1997).

A peroxiszéma proliferator—aktivalt receptor (PPAR) csaladnak ezidaig harom
szubtipusa ismert: a PPAR o, mely a majban, a vesékben, a szivben, a barna
zsirszOvetben valamint a harantcsikolt izomban expresszalodik; a PPAR vy, mely a
bélsejtekre, valamint a zsirszovetre jellemzd; valamint a PPAR 6 melyet az agy
valamint a bor sejtjei expresszalnak. A PPAR v ligand aktivalt transzkripcios faktorként
egyszerre szabalyozza a sejtek glikdéz ¢€s zsir anyagcseréjét, a szabad zsirsav
transzportot, az adipocita differencialédast valamint a mitokondridlis biogenezist
(Michalik and Wahli, 2008). A PPAR y 12Ala alléljének hordozasa magasabb
diasztolés vérnyomassal, alacsonyabb pulzusszdmmal mutatott 0sszefliggést, mint a
nem-hordozokban (12Pro) a hipertenziv, talstilyos MS diagnézisu egyének korében;

illetve protektiv hatastinak bizonyult 2-es tipust diabetes mellitusra (Gurnell, 2007).

A nemrégiben azonositott, zsirszovetben taldlhaté TG lipdz (ATGL) a
triacilglicerol molekuldk elbontdsanak elsd lépését katalizalja. Az emlds zsirszovetben
szelektiven hidrolizélja a primer észter kotéseket, nagy szubsztrat-specificitast mutat.
Schoenborn és mtsai szignifikdns kapcsolatot talaltak tobb A7GL varidns és a plazma
szabad zsirsav, illetve triglicerid koncentracioja kozott. Tovabbi két variacido pozitiv

korrelaciot mutatott magas gliikoz szint €s 2-es tipusu diabetes mellitus megléte kozott.
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Ezekbdl az eredményekbdl a szerzok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ATGL

fontos szerepet jatszik a MS kialakulasaban (Schoenborn et al., 2006).

A gliikokinaz regulator (GCKR) gén intronikus régidt érintd varidnsa
(rs780094) emelkedett plazma triglicerid értékkel jar (Saxena et al., 2007). A 2p33.3-
p23.2 kromoszoman taldlhato GCKR gén 19 exonbol épiil fel, és egy 625 aminosavbol
allo fehérjét kodol. A géntermék egy szabalyozé fehérje, amely gatolja a gliikokinazt a
majban ¢és a hasnyalmirigyben talalhat6 sejtekben azaltal, hogy mésodlagos kotéseken
keresztiil egy inaktiv komplexet képez az enzimmel. A GCKR ezaltal a gliikoz
metabolizmushoz kapcsolodik (Hayward et al., 1998; Warner et al., 1995). Tovabbi
vizsgalatok bizonyitottdk, hogy egy masik GCKR varians (P446L — rs1260326), mely
szoros kapcsoltsagot mutat az rs780094 eltéréssel — emelkedett gliikokinaz aktivitas
révén ellentétesen modulalja az ¢hgyomri vércukor ¢€s triglicerid értékeket. A GCKR
L446 hordozok relativ védelmet élveznek 2-es tipusti diabétesszel szemben, annak
ellenére, hogy az allél hordozasa magasabb triglicerid értékekkel jar, valamint
megnoveli a diszlipidémia kialakulasdnak valoszinliségét is (Vaxillaire et al., 2008).
Mindez felveti egyfajta molekularis mechanizmusnak a lehetdségét, mely disszocialja a

MS eme két alkotoelemét.

A plazma lipid transzfer proteinek a neutralis lipidek és foszfolipidek plazma
lipidek kozotti kicserélodését segitik eld. A koleszterin-észter transzfer protein (CETP)
a koleszterin észterek HDL-r6] torténd eltavolitasat facilitalja, csokkentve ezzel a HDL-
koleszterin szintet (Tzotzas et al., 2000). A foszfolipid transzfer protein (PLTP) ezzel
ellentétben a foszfolipidek TG gazdag lipoproteinekr6l HDL-re torténd transzferét
segiti eld, emelve ezéaltal a HDL-koleszterin szintet. Transzgenikus egereken ¢és
embereken végzett kisérletek kiemelték a gyakori genetikai varidnsok (CETP, PLTP) és
a ritka genetikai deficiencidk (CETP) kozponti szerepét a HDL-koleszterin-szint
szabalyozasaban (Samyn et al., 2009a; Samyn et al., 2009b). A CETP deficiencidk
Osszefliggésbe hozhatok a  HDL-koleszterin ¢s APOAI  szintek dramai
megemelkedésével, mig a PLTP variansok csak az emelkedett HDL-koleszterinszinttel
mutatnak kapcsolatot (Tzotzas et al., 2009). Elhizott egyének plazmajaban a PLTP és a
CETP megnovekedett szintjét talaltdk. A PLTP aktivitds abnormalisan emelkedett

voltat irtak le 2-es tipusu diabetes mellitusos €s inzulin rezisztens allapotokban (Schlitt
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et al.,, 2003). Az emelkedett PLTP szintet hipertrigliceridémiaval €s obezitassal is

Osszefliggésbe hoztak, igy valdszintisithetéen a MS kialakulaséban is riziké faktor.

3.4. Lipid metabolizmus

A lipidek meghatarozd szerepet jatszanak a sejtmembran felépitésében
(koleszterin) és az energiaraktarozasban (triglicerid). Szallitdsuk elkiiloniilt
kompartmentek, Un. lipoproteinek révén valosul meg. A lipoproteinek
foszfolipidekbdl és fehérjékbdl (apoproteinek) allnak. A kiilonboz6 lipoproteinek
eltérd lipid- és fehérjetartalommal birnak, denzitdsuk kiilonbozd. Csoportositasuk

denzitasuk alapjan torténik:

1) kilomikron, amelynek a legkisebb a fehérjetartalma és a denzitdsa, jobbara
trigliceridek szallitasat végzi tapladlkozas utdan a bélbol elsOsorban a

zsirszovetbe;

2) VLDL, amely elsdsorban a vazizomzatba iranyuld triglicerid transzportban

vesz részt;

3) intermediate density lipoprotein (IDL), amely részben a ma4; Aaltal

visszavételre kertil, részben az LDL képzés szubsztratuma;
4) LDL, mely a koleszterin-észterek transzportjaért felelds;

5) HDL, amelynek a legnagyobb a fehérjetartalma és a denzitdsa, a
koleszterin-észterek €s a foszfolipidek majba torténd visszaszallitasdban vesz

részt (Morrisett et al., 1975; Smith et al., 1978).

A zsirsavak raktdrozasa az adipocitakban trigliceridek formajaban torténik. A
trigliceridek elsésorban a majban és a zsirszovetben szintetizalédnak. A méajban
képzodott triglicerid a VLDL-be épiil be, amely a keringés révén eljuttatja azt a
periférias szervekhez, f0ként a vazizomzathoz, ahol a kapillarisok endothel sejtjeinek
felszinén 1évo glikozaminoglikdnokhoz kotott LPL a trigliceridekrdl szabad zsirsavakat

hasit le, melyeket a sejtek képesek felvenni. A VLDL-b61 képzddott IDL a keringéssel
14



a majba keriil vissza, ahol a majsejtek a felsziniikkon 1évo apolipoprotein E
receptorokkal felismerik és endocitozissal felveszik azokat. A trigliceridek mellett a
foszfolipidek hidrolizisére is alkalmas hepatikus lipaz végzi, ami alapvetden fontos a
majsejtek felszinén zajlo katabolikus folyamatok - az IDL visszavétel, LDL képzés és
HDL eredetli koleszterin-észter felvétel - szempontjabol. A zsirszovetben szintetizalddo

trigliceridek alkotoelemei pedig a glilkdéz anyagcserébdl szarmaznak (1. abra)

(Robinson, 1973).

FA transporter

1. abra A trigliceridek és koleszterin transzportjianak egyszerisitett vazlata. (C:
koleszterin; FA: zsirsavak; LCAT: lecitin-koleszterin-aciltranszferaz; CM: kilomikron; CMR: kilomikron
remnant részecske) (Hegele, 2009)

A koleszterin tobbek kdzott a membranok fluiditasat szabalyozza. A szteroid
hormonok és az epesavak szintézisének kiinduldé molekuldja. A koleszterin a
szervezetben 70%-ban koleszterin-észterek formajaban van jelen; vagy a taplalékkal
keriil a szervezetbe, vagy de novo szintetizaldédik. Szintézise foként a majban, a
mellékvesekéregben, illetve a bélhamsejtekben folyik. A koleszterin-homeosztazis
fenntartasaban fontos szerepet jatszik a LDL és a HDL. A LDL lebomlasanak nagy

része a majban zajlik (Austin, 1998).
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A LDL B-100 apoproteint tartalmaz, amelyet a sejt felszinén taldlhato receptor
felismer és megkot. igy a LDL endocitdzis révén bejut a sejtbe majd disszocial a
receptorrol, amely ezutan visszakeriil a sejt felszinére, a LDL pedig lizoszomalis
enzimek hatdsara elbomlik. A HDL reverz koleszterin-transzporttal egyéb szervekbdl,
igy az artéridk falabol szallit koleszterint a majba, ahol a koleszterin-pool része lesz
(epesavakka alakul és az epébe valasztodik ki vagy a VLDL-be épiil be, stb.). (Myant,
1982; Packard et al., 2000; Tall and Small, 1980).

3.5. Az apolipoprotein AV fehérje szerepe a lipid metabolizmusban

A APOAV fehérje a majban expresszalodik, molekulasulya 39 kDa,
struktiraja 76%-ban a-helikalis (nagyobb foku affinitast feltételez lipid feliiletekhez), a
coiled-coil elemei két domént formalnak, mig N-termindlis régidja nagyfoku
homologiat mutat mas apolipoprotein doménekkel (Weinberg et al., 2003).
Koncentracidja a majban magas; HDL-hez és VLDL-hez kototten exportalodik a
plazmaba, ahol a koncentracidja rendkiviil alacsony lesz: 0,1-0,4 pg/ml (Ishihara et al.,
2005; O'Brien et al., 2005). Ez 2000-szer alacsonyabb, mint az APOAI és APOCIII
plazmabeli koncentracioja. A feltételezések szerint ez az alacsony plazmakoncentracio
az oka, hogy a fehérjecsalad tobbi tagjdhoz képest az APOAV fehérjét csak a
kozelmultban fedezték fel (Merkel et al., 2005).

£ Association with
new lipoprotein
—Full-length
APOA5
/A Rem
Dimeric LPL—, , . ]
\s

. \ g -
Proteoglycan— f j‘ f
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2. abra Az APOAS trigliceridcsokkentd hatasa (Rem: remnant részecske) (Merkel and
Heeren, 2005)
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A vizsgalt enzim a triglicerid metabolizmus szabalyozdja (Kluger et al., 2008;
Nabika et al., 2002; Pennacchio and Rubin, 2003b; Tai and Ordovas, 2008). A fehérjét
VLDL ¢és HDL partikulumokon taladltak meg, ezek kozott transzportalédik a
metabolizmus soran (Charlton-Menys and Durrington, 2005; O'Brien et al., 2005).
Egyes vizsgalatok alapjan az APOAYV a kilomikronok és a VLDL katabolizmusat segiti
eld, de a bél kilomikron és a maj VLDL termelését nem befolyasolja (Fruchart-Najib et
al., 2004; Merkel and Heeren, 2005; Schaap et al.,, 2004). A plazma trigliceridek
hidrolizise révén hozzéjarul a triglicerid-gazdag lipoproteinek eltavolitasdhoz. A pontos
mechanizmus, amelyen keresztiil az APOAV a lipid szintet csokkentheti, még nem
ismert. Egyes in vitro vizsgalatok direkt, masok indirekt kapcsolatot feltételeznek az
APOAV fehérje ¢és az LPL kozott. Egyik feltételezés szerint az APOAV a
proteoglikdnokhoz kotott LPL aktivalasaval (2. abra), masok szerint a lipoprotein-lipaz
- heparin-szulfat-proteoglikan (LPL-HSPG) komplex stabilizalasa révén fejti ki hatasat
(Lookene et al., 2005; Merkel et al., 2005). Nem kizart, hogy az APOAV mas
apolipoproteinek (APOCIII) funkcidjat modositva csokkenti a trigliceridszintet (Merkel
and Heeren, 2005; Pennacchio and Rubin, 2003a).

3.6. Az APOAS gén

A gént két egymastol fiiggetlen munkacsoport azonositotta: van der Vliet és
munkatdrsai a maj regeneralddasaban szerepet jatszo faktorok vizsgéalata kdzben,
Pennacchio és munkatérsai pedig a lipid-metabolizmus lehetséges szabalyoz6 génjeinek
kutatasakor fedezték fel (Pennacchio and Rubin, 2003a; van der Vliet et al., 2001). A
fehérjét kodolo gén a 11923 kromoszoéman talalhato, az APOAI1/C3/44 génklasztertdl
3’ iranyban, 27 kilobazis tavolsagra az apolipoprotein A4 géntdl, amellyel 27%-os
szekvencia-homologiat mutat (Pennacchio and Rubin, 2003b). Szdmos tanulmény
allasfoglalasa szerint a géncsalad tagjai génduplikacio révén keletkeztek, bar a pontos
mechanizmus, amely a génklaszter mai formajat kialakitotta, még nem ismert. Az a
tény, hogy a génklaszter négy tagja mind emberben, mind egér mintakban
megtalalhato, azt jelzi, hogy az evolucids génduplikacids esemény a két emldstaj kdzos
6sének idejére datalodik. Ujabb tanulmanyok azonban ezen géneket a csirke
genomjaban is azonositottdk, ami a génduplikacidés esemény még korabbi idopontban
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torténd, az emldsok €s a madarak evolicids szétvalasa eldtti bekdvetkezését tdmasztja

ala (Pennacchio and Rubin, 2003a).

Az APOAS gén 3 exonja 366 aminosavat kodol (3. dabra), alternativ
poliadenilacié eredményeként két transzkriptum keletkezik (1,3 és 1,9 kb hosszusagu),
amelyeknek a funkciondlis vonatkozasai még nem ismertek (Pennacchio and Rubin,
2003a). Az APOA5 gén polimorf természetli, felfedezése oOta mar 40 SNP-t
azonositottak a szekvencidjdban. Ezek koziil azonban csak néhanynak ismerjiik a
klinikai vonatkozasait. A strukturdlis valtozasokat okozo variansok koziil els6ként a
Q148X mutaciot talaltdk meg homozigéta formaban egy 9 éves fiaban. A gén 3-as
exonjat érintdé C442T nonszensz muticid hatdsara glutamin helyett egy korai stop
kodon keletkezik a 148-as pozicioban. A fehérje a muticio hatasara elveszitette a teljes
lipidkotd hidrofob régidjat, illetve a heparin-kotd régidjat is, igy a protein funkcidja is
karosodast szenvedhetett. A csaladtagok vizsgalatai alapjan a mutaci6 recessziv modon
oroklédott, ezen kiviill minden 148X varidnst hordozd egyénnél obligdt modon

megtaldlhato volt a trigliceridszint-emelé 19W mutans allél is (Priore et al., 2005).

| 1kb |
Start Stop
5° UTR codon codon 3’ UTR
Promoter
-1131T>C 3A>G IVS3+476G>A 1259T>C
(SNP3) 56C>G (SNP2) (SNP1)

3. abra Az APOAS5 gén szerkezete és gyakori természetes varidnsai. Az &bran a sotét
téglalapok a gén exonjainak kodolo, a fehér téglalapok az 5° vagy 3’ nem transzlalodo régiokat jelolik. A
vastag fekete vonal a nem kodold régidkat abrazolja. A variansokat sorrendben az érintett poziciot
mutato szam, a normal allél és a mutans allél jel6li (Lai et al., 2003).

Az APOAS egy masik, Q139X mutéaciojat Marcais azonositotta heterozigota
formaban. A gén 415-6s pozicidjat érintd nonszensz mutacidé hatasara egy 15 kDa

molekulasulytl csonka fehérje képzddik, amely nem rendelkezik lipidk6té doménnel. A
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feltételezések szerint a mutacid kovetkeztében a fehérje nem tudja az LPL-HSPG
komplex stabilitasat biztositani, igy a plazmaban trigliceridszint-emelkedés figyelhetd

meg (Marcais et al., 2005).

2006-ban egy tovabbi ritka strukturalis valtozast okoz6 mutaciot (IVS3+G3C)
talaltak heterozigdta formaban. A mutéacio a 3. intron donor splice site-jat érinti, a 3.
exon kivagodasat okozza, amelynek kovetkeztében egy 18 aminosavbol 4llo fehérje
expresszalddik. Az APOAV szintje a mutdciot hordozd személyben a normal
hatarértéken beliili volt. Tovabbi vizsgélat soran kideriilt, hogy a beteg az IVS3+G3C

mutacion kiviil hordozza a -1131C allélvarianst (Priore et al., 2005).

Az APOAS5 gén felfedezésekor 4 gyakori polimorfizmust azonositottak,
amelyek mindegyike emelkedett trigliceridszinttel tarsult (Pennacchio and Rubin,
2003b). Azota ezek szamtalan tanulmany vizsgélati targyat képezték: a T-1131C a
promoter régioban; a T1259C a 3’ nem transzlalodo régioban (UTR); a C56G a 1.
exonban ¢és az IVS3+G476A pedig a 3. intronban taladlhatd (3. &bra). Elhelyezkedése
miatt kozvetlen funkcionalis kovetkezménye csak a C56G varidnsnak van. A 19-es
kodonban szerin - triptofan aminosav cserét eredményez. Mdas apolipoproteinekhez
hasonléan az APOAV is rendelkezik egy N-termindlis export szignalszekvencidval,
amelynek segitségével a fehérje a képzddés helyérdl a keringésbe jut. Az APOAV
esetében ez a szekvencia a 1-23 aminosavakat érinti. A 19-es pozicidban bekodvetkezd
aminosav csere soran egy nagyobb aminosav €piil be, igy az kdzvetlen hatassal lehet az
export folyamatra, az APOAV plazmabeli koncentracidja csokkenhet, magasabb

plazma trigliceridszintet eredményezve.
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4. CELKITUZESEK

A MS betegeken végzett vizsgalatainkkal a kdvetkezd céljaink voltak:

1. Megfigyelésiink targyava tettilk a nemzetkozi szakirodalomban mds betegségek,
mint példaul a hipertrigliceridémia, stroke és az ischémias szivbetegség kialakulasaval
Osszefliggésbe hozott, az APOAS5 gén gyakori természetes varidnsainak (T-1131C,
C56G, IVS3+G476A és T1259C) alléleloszlasat.

2. Megvizsgaltuk az APOAS5 gén -1131C, 56G, IVS3+476A és 1259C alléljeinek a
betegek ¢és az egészséges kontrollok triglicerid- €s koleszterinértékeire gyakorolt

hatasat.

3. Vizsgalataink tovabba az APOAS5 génben talalhatdé négy varidns minor alléljeinek a
MS kialakuldsaban betoltott esetleges hajlamositd, kockazati szerepének felderitésére

iranyultak.

4. Ezenkiviil megvizsgaltuk a variansok altal meghatarozott haplotipusok triglicerid- és

koleszterinértékeire gyakorolt hatasat €s a MS megjelenésre gyakorolt hatasukat.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A vizsgalatban résztvevé személyek

A vizsgélatainkba bevont 353 MS beteg és 284 kontroll egyén intézetiink
biobankjaban talalhato mintdkbol keriiltek ki, amely az orszagos biobank részét képezi
(www.biobanks.hu). A vérmintdk biobankba torténd gytjtése 2005 ota folyik a Pécsi
Tudomanyegyetem Il.sz. Belgydgyaszati Klinika €s Nephrologiai Centrum mellett a
Zala Megyei Korhaz II. Belgyogyaszati Osztalyan. Minden beteg részletes klinikai
vizsgélaton esett at, amely magaban foglalta a csaladi anamnézis felvételét, esetleges
rizikofaktorok és szovodmények felmérését, teljes korti fizikalis és laboratoriumi

vizsgalatot.

A MS diagnézisanak felallitasdhoz a WHO kritériumok alapjan a 2-es tipusu
diabétesz, a karosodott gliikoz szabalyozas, emelkedett ¢hgyomri gliikkdz vagy inzulin
rezisztencia egyiittese, valamint a kovetkezd tiinetek koziil kettd jelenléte sziikséges

(Marchesini et al., 2004):
1: vérnyomas: > 140/90 Hgmm;

2: dyslipidaemia: trigliceridek: > 1,695 mmol/L valamint (HDL-C) < 0,9
mmol/L (férfi), < 1,0 mmol/L (nd)

3: kdzponti elhizas: testtdmeg-index > 30 kg/m’

4: microalbuminuria: vizelet albuminiirités arany > 20 mg/min, vagy

albumin / kreatinin arany > 30 mg/g.

A beteg egyénekhez korban és nemben illeszkedd, egészséges személyeket

véletlenszerlien valasztottuk ki a tanulmanyhoz kontrollnak.
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5.2. Genetikai analizis

5.2.1. PCR reakcio

Vizsgalataink soran genomi DNS mintdkkal dolgoztunk, amelyeket EDTA-
val alvadasgatolt periférias vér fehérvérsejtjeibdl rutin kis6zasos modszerrel nyertiink
ki. A mintdkbol szadrmazo, vizsgdlni kivant DNS-szakaszokat sajat tervezésii
primerekkel, polimerdz lancreakcioval amplifikdltuk. A tervezéshez az AY422949

azonositoju (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=3749945

8) szekvenciat alkalmaztuk.

Minden vizsgalat esetében a reakcioelegyet 50 pl végtérfogatra allitottuk
Ossze, melynek Osszetétele a kovetkezd: 200 uM dNTP oldat, 1 U Taq polimerdz enzim
(5 U/ul), 5 pl pufter oldat (500 mM KCl, 14 mM MgCl, 10 mM Tris-HCI; pH 9,0), 0,2
mM megfeleld primerpar (Metabion International AG, Martinsried, Germany) valamint
100 ng DNS templat. A vizsgalatainkban alkalmazott primerek szekvenciait és a PCR

reakciok koriilményeit a 1. tablazat foglalja 6ssze.

5.2.2. RFLP modszer

A PCR reakciok termékeit restrikcidos endonukleazokkal hasitottuk. A
reakciohoz minden esetben 15 pl PCR terméket és 1 U megfeleld restrikcios
endonukleazt (Fermentas Inc., Burlington, ON, Canada), az enzim muikodéséhez
sziikséges 10x puffert és steril desztillalt vizet hasznaltunk. Ezutan a reakcidelegyet a
restrikcios enzimnek megfeleld homérsékleten inkubaltuk. A restrikcids enzimek
kivalasztasanal mindig arra torekedtiink, hogy az enzimnek a felsokszorozott DNS
szakaszban a genotipustdl fliggetleniil legyen egy obligat hasitasi helye, amelynek
segitségével meggyO6zOdhetiink az enzim megfeleld mikodésérdél. Az  altalunk
felhasznalt restrikcids endonukledzokat illetve azok felismerési €s hasitasi helyeit a 1.
tablazat mutatja. A hasitds soran keletkezett fragmenteket 3 %-os etidium-bromiddal
festett agaroz gélben analizaltuk (4. dbra), a kapott adatokat UVIdoc géldokumentécios

rendszer (Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire, UK) segitségével taroltuk.
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1. tablazat A vizsgalt polimorfizmusok PCR-RFLP koriilményei.

Vizsgalt varidns Az alkalmazott primerek szekvencidja Annealing
hémérséklet
°C)

APOAS

T-1131C f: 5’-CCCCAGGAACTGGAGCGACCTT-3’ 55
(rs662799) r: 5’>-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’

IVS3+G476A f: 5’-CTCAAGGCTGTCTTCAG-3’ 62

(rs2072560) r: 5’-CCTTTGATTCTGGGGACTGG-3’

T1259C f: 5’-TCAGTCCTTGAAAGTGGCCT-3’ 62
(rs2266788) r: 5’-ATGTAGTGGCACAGGCTTCC-3’

C56G f: 5’-AGAGCTAGCACCGCTCCTTT-3’ 62

(rs31355006) 1: 5’>-TAGTCCCTCTCCACAGCGTT-3’

f: forward primer; r: reverse primer
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PCR termék
hossza (bp)

398

280

287

256

A restrikcios enzim

Neve

Trul

Mnll

BseGIl

Cfr13l1

Felismerési €s
hasitési helye

5-T"TAA-3'
3-AAT T-5'
5'-CCTC(N);~-3'
3'-GGAG(N)"-5'
5'-GGATGNN"-3'
3'-CCTAC”NN-5'
5'-G"GNCC-3'

3'-CCNG"G-5'



T-1131C

T1259C

35 bp
—109 bp 87 bp
122 bp
— 165 bp
__267bp
—289 bp — 287 bp
—398 bp
12 3 pcr 1 2 3 PCR
C56G IVS3+G476A

73 bp
114 bp

141 bp
280 bp

1 2 3 PCRrR

4. abra A variansok kiilonbozo genotipusainak mintazata agaroz gélben. (1-normal, 2-
heterozigota, 3-homozigéta mutans, PCR-emésztetlen PCR termék)

5.3. DNS szekvencia meghatarozas és analizis

Eredményeinket DNS szekvenalassal ellendriztiik, a mintak koziil random
modon valasztottunk. A szekvencia meghatarozadst mindkét iranybol, direkt
szekvenalassal végeztiik, ABI Prism 3100 Avant tipust automata szekvenald késziilék
segitségével (Life Technologies Ltd., Foster City, CA, USA). Az igy kapott
szekvencidkat Osszevetettiik referencia-szekvencidval a Winstar genetikai program

segitségével (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA).

5.4. Az adatok statisztikai feldolgozasa

A klinikai adatokat minden esetben atlag = SEM értékkeént tiintettiik fel, a

valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. A normal eloszlast kovetd
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mintakra Gigynevezett paraméteres probakat; nem normal eloszlast kovetd valtozok
esetén nem paraméteres probakat alkalmaztunk. Az egyes csoportok értékei kozotti
kiilonbség meglétét vagy hidnyat Kruskal-Wallis-teszttel allapitottuk meg. A csoportok
klinikai  és  laboratériumi  paraméterei  kozotti  kiilonbségek — paronkénti
sszehasonlitasara normal eloszlasu, diszkrét valtozokra y° tesztet alkalmaztunk.
Normal eloszlasu, folytonos valtozok esetében a két csoport paramétereit Student-féle
paros t-teszttel vizsgaltuk. Nem normal eloszlasu valtozok elemzését pedig Mann-
Whitney teszttel végeztiik. A szignifikancia hatarértékét (p) minden esetben 0,05-nél
allapitottuk meg.

A korrelacid elemzéséhez és az esélyhdnyadosok megadasdhoz logisztikus
regresszios modellt hasznaltunk. A konfidencia intervallum minden esetben 95%-os
volt. A statisztikai analiziseket MS Excel valamint SPSS 11.5 programok segitségével
végeztik (SPSS Inc, Chicago, IL; USA). A haplotipusok meghatarozasahoz a
HAPSTAT 3.0 (University of North Carolina, Chabell Hill, NC, USA) szoftvert

hasznaltuk.
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6. EREDMENYEK

6.1. Az APOAS gén variansainak vizsgalata

2. tablazat A4 vizsgalt MS betegek és kontrollok fobb klinikai

paraméterei
Kontrollok MS betegek
n=284 n=343

nem (férfi/nd) 124/160 158/185
Kor (év) 58,8+15,2 60,5+10,8
BMI (kg/m?) 24,142,00 33,145,23*
Szérum triglicerid (mmol/l) 1,40+0,37 2,32+1,38*
Szérum 6sszkoleszterin (mmol/1) 5,39+1,00 5,35+1,08

"p<0,001

A vizsgadlt MS betegek és a kontrollcsoport klinikai €s laboratériumi
paramétereit a 2. tablazat mutatja be. A betegcsoport szérum triglicerid ¢s BMI

eredményei szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a kontrollcsoportban (p <0,001).

A 3. tablazat mutatja a beteg- és kontrollcsoport triglicerid, koleszterin és
BMI profiljat a genotipusok megoszlasdban. Mind a beteg-, mind a kontrollcsoportban
a C56G varians kivételével minden varians esetében szignifikdnsan emelkedett
trigliceridszintet talaltunk a minor allélt hordozé egyének alcsoportjaban azokhoz

képest, akik nem hordoztdk a variansokat. A tobbi vizsgalt klinikai paraméter

(6sszkoleszterin, HDL-C, BMI) nem mutatott hasonl6 6sszefliggést.
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3. tablazat A szérum triglicerid, osszkoleszterin, HDL-C szint és BMI az egyes genotipusokban.

T-1131C 1VS3+G476A4 T1259C C56G
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CC CG+GG
n=282 n=61 n=285 n=58 n=284 n=59 n=300 n=43
BMI
33,245,16  32,6+5,38 | 33,24+5,15 32,7+5,41 | 33,245,16 32,6+5,41 | 33,245,20 33,0+5,22
Z | (kg/m’)
»n
o
% Szérum triglicerid (mmol/I) 2,33+1,28 2,90£1,55% | 2,39+1,28 2,90+1,55* | 2,34+1,29 2,89+1,54* | 2,42+1,38 2,48+1,48
0
[¢)
o,
Szérum 6sszkoleszterin (mmol/l) | 5,30+1,06  5,51+1,11 | 5,38+1,06 5,46+1,10 | 5,31+1,08 5,47+1,06 | 5,34+1,05 5,31+£1,16
HDL-C
1,24+0,03  1,22+0,04 | 1,244+0,05 1,23+0,03 | 1,25+0,02 1,23+0,03 | 1,23+0,06 1,24+0,02
(mmol/l)
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CC CG+GG
n=256 n=28 n=262 n=22 n=251 n=33 n=257 n=27
= | BMI
% 24,1+£2,05 24,1+1,50 | 24,1£2,05 24,1+1,28 | 24,1+£2,08 24,2+1,25 | 24,1+2,03 24,2+1,68
2 | (kg/md)
=
Szérum triglicerid (mmol/I) 1,38+0,34 1,66+0,54* | 1,38+0,34 1,70+0,53* | 1,38+0,35 1,63+0,48* | 1,41+0,38 1,32+0,33
Szérum 6sszkoleszterin (mmol/l) | 5,42+1,00 5,18+1,06 | 5,42+0,99 5,10+1,07 | 5,41+0,98 5,30+1,17 | 5,39+1,02 5,40+0,81

*p <0,05 a normal genotipushoz képest
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4. tablazat Az egyes genotipusok logisztikus regresszios vizsgalata a MS

kialakuldsaban.
OR Korrigalt OR”
SNP MS betegek Kontrollok
(95% CI) (95% CI)
1,856 3,622
T-1131C 17,8% 9,85% (0,995-2,981)  (1,200-10,963)
p=0,004* p=0,002*
2,780 2,461
IVS3+G476A 16,9% 7,75% (1,567-5,292)  (1,297-5,066)
p=0,001* p=0,007*
1,856 1,971
T1259C 17,2% 11,6 % (0,598-2,941)  (0,912-2,764)
p=0,823 p=0,915
1,122 1,162
C56G 12,5% 9,5% (0,659-1,911)  (0,645-2,092)
p=0,672 p=0,617

*p <0,05; "Korra, nemre, BMI-re, szérum 6sszkoleszterinre, ischémias szivbetegségre, stroke-ra
fennall¢ kiilonbségekre korrigalva

A vizsgalat soran a logisztikus regresszids analizis segitségével kapott

es¢lyhanyadosokat (odds ratio, OR) a 4. tablazatban tiintettilk fel. Az OR értékeket

minden esetben a csoportok kozott fennallé - kor, nem, BMI, szérum 6sszkoleszterin

szint, magas vérnyomas, ischémias szivbetegség, €s stroke kiilonbségekkel korrigaltuk.

A tablazatbol kitlinik, hogy az APOAS5 gén vizsgalt varidnsai koziil a -1131C ¢és az
1VS3+476A4 allél hordozasa hajlamosit a MS kialakulésara.

6.2. Az APOAS gén haplotipusainak vizsgalata

Az 5. tablazat tartalmazza az altalunk vizsgélt populacioban talalt haplotipusokat

¢s az ezeket meghatdrozd genotipusokat.
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5. tablazat Az APOAS5 gén haplotipusai.

Haplotipus T-1131C 1VS3 G+4764 T1259C C56G
APOAS5*1 T G T C
APOA5*2 C A C C
APOA5*3 T G T G
APOA5*4 C G T C
APOA5*5 T G C C

6. tablazat A szérum triglicerid, osszkoleszterin, HDL-C szint és BMI haplotipusonként.

APOAS*1/  APOA5*1/2 APOA5*1/3-

APOAS5*1/4-

APOAS5*1/5-

Haplotipus ] 20 3/3 /4 5/5 Egyéb
73.1% 13,1% 9,50% 1,40% 1,00% 1,90%
BMI
3324525 3344585  33,5+4.40 31,6+5,37 30,542,33  27,242,07
(kg/m’)
S Szérum triglicerid 2294129  2,95+1,63*%  2,57+1,43 2.84+1,51 2,68£1,50  2,43+1,87
o (mmol/l)
g
@ Szérum
~  ssszkoleszterin 520+1,09 537+1,10  5.33+1,09 6,02::0,90 550+1,36  5,34+0,87
(mmol/l)
HDL-C
124£0,03  1,23+0,04  1,24+0,02 1.26+0,11 1,29+15 1,22+0,09
(mmol/l)
76,5% 4,90% 8,40% 3,50% 5,30% 1,40%
BMI
i 2414213 23,9129  243+1,69 24,142,02 2424135  24,7+0.43
k
7 (kg/m”)
S Szérum triglicerid
g g 1,38£0,35 1,7740,61*  1,32+0,33 1,46+0,49 1,39£0,25  1,45+0,21
= (mmol/l)
Szérum
osszkoleszterin 541£1,00  5.16£1,07  5,42+0,85 534+1,17 551+1,19  4,85+0,90
(mmol/l)

*p <0,05 az APOA*1 haplotipussal 6sszehasonlitva
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A 6. tdblazat mutatja a beteg és kontrollcsoport triglicerid, koleszterin ¢s BMI
profiljat a haplotipusok megoszlasaban. Mind a beteg-, mind a kontrollcsoportban
szignifikdnsan emelkedett trigliceridszintet talaltunk az APOAS5*2 alcsoportjaban az
APOAS*1 haplotipust hordozokhoz képest. A tobbi vizsgalt klinikai paraméter

(6sszkoleszterin, HDL-C, BMI) nem mutatott hasonl6 6sszefliggést.

7. tablazat Az egyes haplotipusok logisztikus regresszios vizsgalata a MS

kialakulasaban.
OR Korrigalt OR”
Haplotipus MS betegek Kontrollok
(95% CI) (95% CI)
0,837 0,878
APOA5*1/1 73,1% 76,5% (0,590-1,187) (0,594-1,299)
p=0,318 p=0,515
2,880 2,561
APOA5*1/2-2/2 13,1% 4,90% (1,567-5,292) (1,295-5,066)
p=0,001* p=0,007*
1,122 1,162
APOAS*1/3-3/3 9,50% 8,40% (0,659-1,911) (0,645-2,092)
p=0,672 p=0,617
0,401 0,539
APOAS5*1/4-4/4 1,40% 3,50% (0,114-1,117) (0,183-1,591)
p=0,081 p=0,263
0,174 0,182
APOAS*1/5-5/5 1,00% 5,30% (0,057-0,531) (0,058-0,565)
p=0,002* p=0,003*
0,374 1,388
Egyéb 1,90% 1,40% (0,410-4,606) (0,395-4,876)

p=0,607

p=0,609

*p <0,05; "Korra, nemre, BMI-re, szérum 6sszkoleszterinre, ischémias szivbetegségre, stroke-ra
fennall¢ kiilonbségekre korrigalva.
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A haplotipusok logisztikus regresszios analizisével kapott
es¢lyhanyadosokat a 7. tdblazatban demonstraljuk. Az OR értékeket minden esetben a
csoportok kozott fennalld - kor, nem, BMI, szérum Osszkoleszterin szint, magas
vérnyomas, ischémias szivbetegség, ¢s stroke - kiilonbségekkel korrigaltuk. A
tablazatbol kitlinik, hogy az APOAS5 gén vizsgélt haplotipusai koziil Az APOAS*2
hordozasa hajlamositd, viszont az APOAS5*5 haplotipusa védd hatasu a MS

kialakulasara a normal APOAS5*1 haplotipussal 6sszehasonlitva.
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7. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

7.1. Az APOAS gén promoter régiojaban talalhaté T-1131C varians szerepe

Az APOAS gén természetes varidnsai koziil a legtobbet vizsgalt eltérés a gén
promoter régidjat érintd T-1131C tranzicid. Ezt a varianst az egészséges eurdpai
populacid 6%-aban talaltak meg. Az azsiai populacidk koziil a japan populdcidban
35%-0s, a kinai populacidban 29%-0s, az indiai populacioban pedig 20%-os
gyakorisagot mutatott (Chandak et al., 2006; Lai et al., 2003). Tanulményunkban a
varians vizsgalata soran az eddig eurdpai populacidra leirtaknal enyhén magasabb
9,89%-o0s all¢lfrekvenciat talaltunk a vizsgalt magyar kontrollcsoportban. A plazma
lipidszintek fontos determindld faktorai a kardio- €s cerebrovaszkularis betegségekre
valo hajlamositasnak (Dawber et al., 1951). A trigliceridszint 1 mmol/l-es emelkedése
férfiakban 14%-kal, ndékben 37%-kal emeli a kockazatot koronaria-betegség

kialakulasara (Austin, 1998).

Az APOAS T-1131C variansat - felfedezése 6ta - kiilonb6zd populaciokban,
szamos  betegségcsoportban  vizsgaltak.  Familidris  hiperlipidémiaban  és
hipertrigliceridémiaban szenvedd kinai, cseh, ir €s magyar populaciokbdl szarmazo
betegekben egyértelmii hajlamosité tényezOként azonositottak az adott betegség
kialakulasara (Hadarits et al., 2010; Horinek et al., 2003; Ong et al., 2011; Wright et al.,
2006). Egy nemzetkdzi kooperacid (Framingham Heart Study) kritériumai szerint
kardiovaszkularis betegségben szenvedd egyéneken elvégzett genotipizalas ¢&s
statisztikai vizsgalat a -1131C mutans allél hordozasat a betegség kockazati
tényezdjeként definidlja, ugyanakkor koronaria betegségben betoltott szerepe még
vitatott (Corella et al., 2007). Magyar ¢€s kinai betegcsoportban a mutans allél hordozéasa
emelkedett rizikot jelentett miokardidlis infarktus kialakuldsaban (Hubacek et al., 2004;
Szalai et al., 2004).

Vizsgéalatainkban kimutattuk, hogy a mutins C allél hordozéasa
szignifikansan emelkedett trigliceridszintet eredményez minden vizsgalt csoportban. A
—1131C allél trigliceridemeld hatasat szamos kutatdcsoport vizsgélta mind felndttekben,

mind gyermekekben (Charlton-Menys and Durrington, 2005; Hadarits et al., 2010;
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Horinek et al.,, 2003; Hubacek, 2005; Lai et al., 2003; Martinelli et al., 2007;
Pennacchio and Rubin, 2003b; Wright et al., 2006). Eredményeik a trigliceridszint
tekintetében egységesek ¢és eredményeinkkel megegyeznek: a mutans allél a vizsgalt

populacioktol fiiggetlentil 6sszefliggést mutat emelkedett trigliceridszinttel.

A —1131C allél trigliceridemeld hatdsa hatterében all6 pontos folyamat még
nem ismert. Az egyik feltételezés szerint a promoter régiot érintd eltérés a gén
transzkripciojara gyakorolhat hatdst. Talmud és munkatarsai sejtvonalakon végzett
kisérletei sordn a —1131C allél transzkripciot €és transzlaciot befolyasold hatasat nem

tudtak bizonyitani (Talmud et al., 2005).

Vu-Dac €és munkatarsai bioinformatikai modszerekkel sok mas szabalyozo
szekvencia kozott egy peroxiszoma proliferator reszponziv elemet (PPRE) azonositottak
ebben a promoéter régioban (-272, -260), amely az APOA5 gén expresszidjanak
szabalyozasahoz sziikséges. A —1131C allél a feltételezések értelmében
megvaltoztathatja az affinitast illetve a kotddést ehhez vagy mas hasonlo szabalyozo
régiokhoz, csokkentve ezzel az APOAS5 gén expressziojat, igy emelve a trigliceridszintet

(Vu-Dac et al., 2003).

Valoszintileg a T-1131C mas génen beliili funkciondlis varidnsokkal erds
kapcsoltsagban van, igy ezen a kapcsolaton keresztiil fejtheti ki hatasat a
trigliceridszintre. Ilyen kapcsolatot az APOAS5 T-1131C és A-3G variansok kozott
talaltak (Antonarakis et al., 1988; Pennacchio and Rubin, 2003b; Talmud et al., 2002;
Wright et al., 2006). Ez az eltérés a start kodontdl 3 bp tdvolsagra van 5’ iranyban
(Kozak et al., 1987). Ez a baziscsere az APOA5 mRNS transzlacio csokkenését, igy
alacsonyabb plazma APOAYV szintet, és ezaltal emelkedett trigliceridszintet von maga

utan.

A T-1131C nemcsak az APOAS5 gén varidnsaival allhat erds kapcsoltsagban,
hanem az apolipoprotein génklaszter - APOAS5 génhez kozel lokalizalodo - tobbi
tagjanak varidnsaival is. Erds kapcsoltsdgot mutattak ki az altalunk vizsgalt varians €s
az APOC3 gén C-482T vagy C—455T variansai kozott (Antonarakis et al., 1988; Ruiz-
Narvaez et al., 2005; Talmud et al., 2002; Wright et al., 2006). Az APOC3 gén promoter
régidjaban egy inzulin reszponziv elemet azonositottak, amely az APOC3 inzulin altal

torténd szabdlyozasdnak kulcseleme. A gén promoter régiojaban bekdvetkezett
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mutacidk ezt a fontos szabdlyozd régiot megvaltoztatjdk, ennek kdvetkeztében
megsziinik az inzulin 4POC3-ra kifejtett represszioja, igy emelkedik az APOCIII
szintje, ami a trigliceridszint sziikségszerli emelkedésével jar (Li et al., 2004; Olivieri et

al., 2003b).

7.2. Az APOAS gén intronikus régiojaban talalhaté IVS3+G476A varians szerepe

Az APOAS gén intronikus régiojat érintd variansokrol az elézdéekben targyalt
varianshoz viszonyitva csekély ismeretanyaggal rendelkeziink. Az altalunk végzett
vizsgalatokbdl és mas eurdpai populdciokon végzett tanulmanyokbol is vildgosan
latszik, hogy ez az SNP emeli a trigliceridszintet (Lai et al., 2003; Ruiz-Narvaez et al.,
2005; Talmud et al., 2002). Egy vizsgalt costa ricai populdcidoban azonban nem talaltak
triglicerid-emelkedést a minor allélt hordozé egyénekben (Ruiz-Narvaez et al., 2005). A
mechanizmus, amelyen keresztiil befolyasoljak a trigliceridszintet, még ismeretlen; a
feltételezések szerint mas variansokkal valo szoros kapcsoltsag jatszhat ebben szerepet.
Euro6pai populaciokban teljes kapcsoltsagot allapitottak meg az APOAS varidnsai kozott.
A costa ricai populacidban a kapcsoltsdg csak részleges volt, ami magyarazatot
szolgaltathat arra, miért nem talaltak Osszefliggést a mutans allélok és emelkedett

trigliceridszint k6zott.

7.3. Az APOAS gén 3’ UTR régiojaban talalhato T1259C varians szerepe

T1259C varians trigliceridszint-emelé hatasa ellenére a mutans C allél
hordozasat nem talaltuk hajlamositd tényezének a MS kialakuldsara. Ezzel ellentétben
az IVS3+G476A eltéréssel 3-4-szeresére emelheti MS kialakuldasanak esélyét. A
legfdbb hatasat a vele kapcsoltan eléforduld varidnsok altal eldidézett
funkciovaltozasban fejezi ki. Ezt tamasztja ala, hogy az APOAS5*5 haplotipus esetén,
mikor a 1259C allél csak onmagaban talalhato, nem emeli a trigliceridszintet, sét véd a

MS kialakulasa ellen.
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7.4. Az APOAS gén 1. exonjaban talalhaté C56G varians szerepe

A vizsgalt SNP a gén harmadik exonjanak 56-os nukleotid poziciéjaban
talalhato C/G tranzicid. A baziscsere a 19-es aminosavat, a szerint €rinti, helyette a
mutans allél egy triptofin aminosavat kodol. Az 56G allél populacionként eltérd
el6forduldst mutat. A kinai és japan populdciokban rendkiviil alacsony aranyban fordul
eld (<0,1%), az indiai populacid 3%-aban taldlhaté meg, afro-amerikai és francia
populaciokban 4,8%, spanyol populacioban ~15% az eléforduldsi aranya.
Vizsgalatainkban tobb vizsgalt eurdpai populacional (spanyol, francia, német, osztrak)
magasabb (Grallert et al., 2007; Lai et al., 2003; Pennacchio and Rubin, 2003b), 9,5%-

os a mutans allélt hordozok aranya a kontrollcsoportban.

Talmud €és munkatérsai a trigliceridszint 8-16%-o0s emelkedését tapasztaltak
egy kaukazusi populacidban az 56G allél jelenlétekor (Talmud et al., 2005). Torok
populacidban pedig 18-26%-o0s volt az emelkedés mértéke a mutdns all¢l hatisara
(Hodoglugil et al., 2006). A populdciovizsgalatok eredményei alapjan hordozasa
miokardialis infarktus, koronaria betegség, metabolikus szindroma kialakulaséara jelent
magasabb kockdzatot. Talmud és munkatdrsai a mutans allél jelenlétében gyorsabb
atherogenezist mutattak ki. A mutdns allélt homo-, vagy heterozigota formaban
hordozdk korében sem talaltunk emelkedett triglicerid atlagértékeket illetve a varidns
hordozasa nem novelte a MS kialakuladsanak esélyét (Talmud et al., 2002; Talmud et al.,

2005).

A varidns lipidparaméterekre gyakorolt hatdsa ¢s a mechanizmus, amelyen
keresztiil trigliceridszint-emelkedést képes kivaltani, szamos tanulmany kdzéppontjaba
keriilt. A vizsgélatok alapjan az APOAS5 varidnsok kozil a C56G az egyetlen
,funkcionalis” varidns, amely nem mas SNP-kel valéo kapcsolatan keresztiil fejti ki
hatasat, hanem direkt modon emeli a trigliceridszintet. A varidns hatdsara ugyanis a
hidrofil szerin aminosav helyett hidrofob triptofan épiil be az APOAV szignalfehérje
hidrofil doménjében, amely drasztikusan befolyasolhatja a fehérje endoplazmatikus
APOAYV fehérje mennyisége, €s igy trigliceridszint-emelkedés detektalhatd (Talmud et
al., 2005).
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Természetesen az sem zarhato ki, hogy a C56G varidns esetleg mas
polimorfizmusokkal egyiitt, egymas hatasat felerdsitve jatszik szerepet betegségek
kialakulasaban. Schaefer €és munkatarsai 170 hipertrigliceridémids beteg vizsgalata
soran a betegek APOE ¢s APOAS5 C56G genotipusat hataroztdk meg. Az APOE 2/2
genotipussal rendelkezd betegek majdnem mindannyian hordoztdk az 56G allélt is
(Schaefer et al., 2004). Normal lipidparaméterekkel rendelkezé egyénekben azonban
ezek egyiittesen nem voltak kimutathatok. Hipotézisiik szerint, a C56G kofaktorként
miitkodve vezet hypertrigliceridemia kialakuldsdhoz. Ezt a hatasmechanizmust

val6szintsitik a vizsgalati eredményeink is (Evans et al., 2005; Schaefer et al., 2004).

7.5. Az APOAS gén leggyakoribb haplotipusainak lehetséges szerepe

Pennacchio és munkatarsai az APOA5 gén természetes variansainak
tanulmanyozéasa soran erds kapcsoltsagot igazoltak a leggyakoribb variansok kozott,
amelyek igy harom f6 haplotipust determinalnak. A két haplotipus (APOAS*2 €s*3) a
vad tipusu (APOAS5*1) haplotipussal egylitt a populacio ~98%-at lefedi (Pennacchio
and Rubin, 2003b). Vizsgalatainkban hasonldé adatokat kaptunk, kivéve hogy a
kontrollcsoportban magas ardnyban talalhat6 az APOAS*5 haplotipus.

Az APOAS*2 haplotipus egyértelmll rizikotényezd hipertrigliceridémia,
kiilonb6zd kardio-, cerebrovaszkularis megbetegedések kialakulasaban. Az APOAS*2
haplotipus roman, osztrdk és német felndtt populaciok mellett magyar gyermekeknél is
egyértelmiien hajlamosit a MS kialakulasara (Grallert et al., 2007; Horvatovich et al.,
2010; Niculescu et al., 2007). Az APOAS5*3 haplotipus tobb tanulmanyban kockazati
faktora a MS-nek, de tanulmanyunk illetve egy magyar gyermek populacion végzett

kutatds sem igazolta ezt (Horvatovich et al., 2010).

A haplotipusok analizise alapjan feltételezhetd, hogy a C56G varidns
kivételével a vizsgalt variansok nem 6nmagukban, hanem az APOC3 gén valtozataival
kapcsoltan fejthetik ki hatasukat. Ha a -1131C varians 6nmagaban fordul eld
(APOA*4), nem emeli a szérum triglicerid szintjét, illetve nincs hatdsa a MS

megjelenésére. SOt a 1259C egyediili el6fordulasa véd a betegség kialakulasa ellen.
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Tobb tanulmany, ami az APOA1/C3/A4 génklaszterrel foglalkozik, ahova az APOAS is
tartozik, csak az APOAS5*2 haplotipus esetén mutatott ki nagyfokti kapcsoltsagot az
APOC3 promoter régidjaban taldlhatdo polimorfizmusokkal, amelyek egyértelmiien
befolyasoljak a szérum triglicerid szintet és a glilkdz metabolizmust (Li et al., 2004;

Olivieri et al., 2003b).
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8. OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyunkban a kdvetkezé megtigyeléseket tettiik:

1. Az APOAS5 variansainak lipidparaméterekre gyakorolt hatasait vizsgalva
elmondhatd, hogy a —1131C, IVS3+476A, 1259C mutans allélok jelenléte a
trigliceridek szignifikdnsan emelkedett koncentraciojat eredményezte a MS
betegekben €s a kontrollcsoportban is. A C56G varidns egyik csoportban sem

mutatott 6sszefliggést a szérum triglicerid szintekkel.

2. A koleszterin értékeket vizsgdlva sem a betegek, sem a kontrollok korében a

variansok nem befolyasoltak az 6sszkoleszterin szintet.

3. Az allélok eloszlasat vizsgdlva a T-1131C, IVS3+G476A varidnsok esetében a

mutans allél szignifikdns akkumuliciojat talaltuk metabolikus szindromas

betegcsoportban a kontroll egyénekhez viszonyitva.

4. A T1259C varians esetében azonban nem tudtunk kimutatni kiilonbséget egyik allél
eléfordulasaban sem a beteg-, sem a kontrollcsoportokban, annak ellenére, hogy a
vizsgalataink soran a 1259C allélvarians hordozasanak hatasara szignifikans

trigliceridszint-emelkedést tapasztaltunk.

5. A vizsgalt varidnsok 5 gyakoribb haplotipust hatdroznak meg, az APOAS5S*S5

haplotipust mas populéciokban eddig még nem irtak le.

6. A haplotipusok koziil csak az APOA5*2 eredményezte a trigliceridek statisztikailag

a kontrollokban is.
7. A koleszterin értékeket vizsgalva sem a betegek, sem a kontrollok korében nem

tapasztaltunk szignifikans eltérést egyik APOAS haplotipus hordozasanak hatdsara

sem.

8. A haplotipusok eloszlasat vizsgalva az APOAS5*2 haplotipus akkumulaciojat
talaltuk metabolikus szindroméas betegcsoportban a kontroll egyénekhez

viszonyitva. Az APOAS5*5 protektiv hatdsunak bizonyult a MS kialakulasaban.
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