EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

AZ APOLIPOPROTEIN A5 GEN TERMESZETES
POLIMORFIZMUSAI ES A VER TRIGLICERID SZINTJE
KOZOTTI KAPCSOLAT ATLAG MAGYAR
NEPESSEGBEN, METABOLIKUS SZINDROMAS ES
STROKE-OS BETEGEKBEN

Dr. Hadarits Ferenc

Témavezet: Prof. Dr. Melegh Béla

Készult:
Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Orvosi Genetikai Intézet

Pécs, 2011



Tartalomjegyzék

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE .....cooouvieeeveeeeeece e sae e nnnenn 4

2. BEVEZETES ..ottt emmemate et te et eteaveane et e tenees e nee it 5

3. IRODALMI ATTEKINTES ....ooitiiieec ettt ene e 7
3.1. Alipid anyagcsere vazlatos JelleMzZeSe . .oovvvveeiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee, 7

3.2. A hypertrigliceridaemia kialakulasaban szerepé&tsz6 genetikai

LCT0)Y/= <) PRSP 13
3.3. Az apolipoprotein géncsalad ...........ccccee i AL
3.4. Azapolipoprotein ASehérje szerepe a lipid metabolizmusban......17
A, CELKITUZESEK .....coiuiiiueiiiirerieieieiesese st semses et saesesesesee s e ssseessees 19
5. ANYAGOK ES MODSZEREK ......ccoviuiuiuieiimmmmesieieeeeieeeseeieenesesseneseenenenes) 0.2
5.1, BEEEGEK ..ot e ———————— 20
5.1.1 Atlag magyar NEPESSEQ.........ccuurivrereeeiteeeeeeiereeeeiineees 20
5.1.2. és5.1.3. Metabolikus szindromas és stoskaetegek........... 20
5.2. MOASZEIEK ...ttt e e e e e e eeeeenes 21
5.2.1. Polimeraz lancreakcCi® (PCR)......cccuvvveeeeeiiiiiiiiiiivvieeeeenn 21
5.2.2. Restriction fragment length polymorphismIl(RFmodszer......... 21
5.3. DNS szekvencia meghatarozas €s analiziS.cc.......cccceeeeeiiiieeeeeeennnn, 23
5.4. Statisztikai KIEIEKEIES ........cccoceeeee e 23
6. EREDMENYEK .....ociiiiuiiieiitisietese st mmmnm ettt s sessess st ssstesssse s sennnnsssens 24

6.1. APOAS allél variansok és a szérum triglicerid szintje z&dbi
kapcsolatvizsgalata metabolikus szindromas padiegse. ...... ......... 24
6.1.1. Metablikus szindromas betegek APOAS5 alléldmaai és szérum
triglicerid SZINtEK.........o i 24
6.1.2. A metabolikus szindromas betegek haplotipusa................. 25

6.1.3. Négy, triglicerid szint szerinti kvartiligbe vizsgélt APOAS allél
VariansSok gyakoriSAQa ......ouvvve it e e e 27.......
6.2. Stroke-os betegedOAballél variansai és szerum triglicerid szintjeinek

BlEMZESE... e 002 29
6.2.1. AT-1131C APOAS5 varians vizsgalata..........................29
6.2.2. A C56G APOAGS varians vizsgalata.............................30
6.2.3. A T1259C és IVS3+G476A APOAS variansok alasg........ 31



6.3. A vizsgalati csoportok kialakitasa az atlag magyégressé@POAb5allél

6.3.1. Alcsoportok kialakitasa, genotipizalas.............................33
6.3.2. Az APOA5 gén promoter régi6jaban talalhatd1B1C varians

VIZSQAIAtA........coo oot e e e e e e e e e e e 36
6.3.3. Az APOAS gén intronikus IVS3+G476A varidagarzsgalata..37
6.3.4. Az APOAS gén T1259C variansainak vizsgalata................... 38
6.3.5. Az APOA5 gén harmadik exonjaban talalhaté6@&5varians
VIZSQAIAA ..ottt e e e e e e e e e e e 39
6.3.6. Az APOAS haplotipuSOK........cooviiiiiie i v, 40
7. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE .....c.cviiicememeiereenesesesisesieieee e 41
7.1. AzZAPOA5gén promoter régidja, a T-1131C varians lehetségaerepe
41

7.2. AZAPOA5gén T1259C variAnsanak SZerepe ... eeeeeeeennnn. 44
7.3. AzZAPOA5geén intronikus IVS3+G476A variansanak szerepe....... 45

7.4. AzZAPOA5gén C56G variansanak lehetséges szerepe.................. 46

7.5. AzZAPOAb5gén leggyakoribb haplotipusainak lehetséges seerep... 47
8. OSSZEFOGLALAS .......co ettt cemeemte ettt seenene s 49
9. KOZLEMENYEK JEGYZEKE ...t it iei e 50
10. IRODALOM ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e 54
11. KOSZONETNYILVANITAS ....cootiiii e e 63



1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

A gazdasagilag fejlett orszagok halédlozasi stakigitian évtizedek Ota vezet
halalokok a kulonbdz létfontossagu szervek ereit éfirfelssorban az agyi, a sziv- s
egyéb érrendszeri) betegségek. Az e betegségekbeet,v valamint az ezeket
szowdmeényként okozo6 korképek (pl. cukorbetegség, métalsoszindroma) jol ismert
rizikofaktorai kozé tartoznak a vér kulonkozsirneni Osszetedinek, a szérum
lipideknek a valtozasai, dsszefoglaléan az ugynetvedyslipidaemiak. Az ide tartozo
elvaltozasok a kovetkék: a szérum 0Osszes koleszterin, a triglicerid, kcsany
siriisédi lipoprotein (LDL = low density lipoprotein) szigijiek emelkedése, valamint a

Az elmult években sok felfedezés tortént a fensdellt sulyos és gyakori
betegségek genetikai hatterének, genetikai megizattisaganak kutatdsaban. Olyan
genetikai varidnsokat ismertiink meg, amelyek OssggEflsbe hozhatok az egyes
elvaltozasok patogenezisével.

A fentiekldl egyértelniien kdvetkezik, hogy mivel a kulonb®zszérum
lipidek eltérései tobb vezethaldloki betegség (agyi érbetegségek, sziv érbétmdy,
altaldnos atherosclerosis, diabetes mellitus, noéitals szindroma, stb.) riziké faktorai,
a lipidek szérum szintjét befolyasolé gének és adtdréseinak kutatasa az érdelds
kozéppontjaba kerilt (Toole 1986, Adams 1993).

Feltérképezték az apolipoprotein géncsalddot (APOB-B-E). Az
apolipoproteinek csaladjanak ma ismert allapotaldigeutols6 1épésként — aPOAS
gén altal kddolt fehérje azonositasaval valt teeqPennacchio 2001). Azt is
felfedezték, hogy aZAPOA5 gén altal kodolt ApoA-V fehérje a szérum triglicer
szintjének szabalyozasaban jatszik kdzponti szerepAPOASgén defektusai koéros
szérum triglicerid szintet vonhatnak maguk utdm¢Rechio 2001, 2002, Eichenbaum-
Voline 2004).

Dolgozatom alapjaul szolgalé kutatasokban ezzelapalipoprotein A5gén
variansainak — az atlag magyar népességet, metabazindromas valamint stroke-os
betegeket ériben — a szérum triglicerid szintjére gyakorolt hatas foglalkozom.

Amennyiben sikerlilne génsebészeti technikakkal smeit hibds géneket
kijavitani, akkor ezzel sok, igen gyakori betegséglna megealzhet, s
népegeészségugyi szempontbol felbecsilhetetlen armakelentsége, hogy ez

tarsadalmilag, vilagviszonylatban mekkora haszojarah.



Bar az emberi génallomany nagyobb részt minden gseheazonos, van egy
bizonyos olyan valtozatossag, egy olyan polimorfizrprofil, amely minden egyénre
egyedileg jellem&. Az azonossagok és a polimorfizmusok vizsgalatavameényeink
szerint — egy i utan leheiség nyilik a betegségek genetikai szinten tértén
diagnosztizélasara, és ugyancsak a genetikai szitdetérd javitasara és/vagy

gyogyitasara, személyre szabott medicinara is.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A lipid anyagcsere véazlatos jellemzése

A lipidek — sok egyéb szerepik mellett — két tariealapvetien fontosak az
emberi szervezetben: az egyik a sejtmembranok itékp (koleszterin), a masik az
energiaraktarozas (triglicerid). A lipidek szalliéh specialis fehérjék, un. lipoproteinek
vegzik. A lipoproteinek foszfolipidekih €s fehérjékbl (apoproteinek) allnak. A kilénbéz
lipoproteinek elt&s lipid és fehérjetartalommal birnak, igy fajsulyuds sirtiséguk
kalonbos.

Csoportositasukiisiiséguk alapjan torténik:

1) kilomikron — ezeknek a legkisebb a fehérjetantalés a wiisége, dként a
trigliceridek szallitasat végzik.

2) very low density lipoprotein — VLDL, a triglicelek transzportjaban vesznek
részt;

3) intermediate density lipoprotein — IDL, a trigdridek és a koleszterin-észterek
transzportjat végzik;

4) low density lipoprotein — LDL, a koleszterin-émzk transzportjaért fekédek;

5) high density lipoprotein — HDL, a legnagyobbeaérjetartalma és dirsisége, a
koleszterin-észterek és a foszfolipidek szallitasabesznek részt (Morrisett 1975, Smith
1978).

A Kkoleszterin tobbek kozott a membranokon keres#tiitért transzportot
szabalyozza, de alapeleme a szteroid hormonoknakz éspesavaknak is. A koleszterin
70%-ban koleszterin-észterek formajaban van jeleszeavezetben, ahol vagy a taplalék
atjan kerul felvételre, vaggle novoszintetizalddik. Ez utébbi élsorban a majban torténik,
de kisebb részben a mellékvesekéreg és a bélhéisigjt termelik. A koleszterin-

homeosztazis fenntartdsaban fontos szerepet j@sibL és a HDL koleszterin is.

Az energia-haztartas részeként a zsirsavakatceiifiek formajaban a zsirsejtek
raktdrozzak. A trigliceridek a majban és a zsirstiien szintetizalddnak. A méjban
képadott triglicerid a VLDL-be épul be, amely a kerisgeevén eljuttatja azt a periférias
szervekhez, dként a zsirszdvethez, ahol a kapillarisok endofieglieinek felszinén Iév

glikozaminoglikdnokhoz kotott lipoprotein lipdz (LP a VLDL triglicerid tartalmét



hidrolizéljra (Tan 1978). Az igy keletkezett zsiraskat az adipocitak vagy egyéb sejtek
veszik fel. A VLDL-bsl képzsdott IDL a keringéssel visszakeriul a majba, aholagsejtek a
felszinikon 1€% apolipoprotein E receptorokkal felismerik és entbaissal felveszik. A
trigliceridek az anyagcsere allapotatdl figg vagy lebomlanak és energiat szolgaltatnak,
vagy ketontestekké alakulnak. A trigliceridek hidzisét a hepatikus lipdz is végzi a
méjsejtek felszinén. A zsirszovetben szintetizalbdgliceridek alkotéelemei a glikoz-
anyagcseréh szarmaznak (1-4. abra) (Robinson 1973, Williands2R08).

Az 1. abra az egyes verzsir ¢sszebkvszervezeten bellli atjat mutatja. A
pancreasban termelt lipdz és a majban kelétlgesavak hatdsara megemésztett zsirok
felszivobddsa a bélhdmsejteken (enterocyta) kedezajlik (2. &bra). Ez egyrészt az
ugynevezett apoB-fugg aton, apoB molekuldk altal, az endoplazmas ratikul
segitségével, masrészt az ugynevezett apoB fligg&ib®, az enterocytakon kivil talalhaté
apoA molekulak altal torténik.

A trigliceridekben gazdag kilomikronok a nyirokkegiées és szisztémas keringés
altal jutnak el az egyes szoveti sejtekhez és dan#j 3. abrana majban zajlo folyamatok
latszanak. A Disse terekben egylebz LDL receptorokhoz kézvetlenll Kitve, apoE
felhasznalasaval, masil a hepaticus lipaz [HL] altal, mas receptorok s&Ejével
{syndecan, glypican, collagen} jut a trigliceridvegjsejtekbe.

Az ereki®l a lipidek az endothel sejteken keresztil a zg@lkee és egyeb szoveti
sejtekbe juthatnak4( abra) Az egyes célsejtekbe jutashoz sziikséges folyamato
trigliceridek hidrolisisét az apoAV fehérje altabbalyozott LPL végzi.
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1. dbra: A vérzsirok Utja a szervezetben (Willidkds2008)

A trigliceridben gazdag kilomikron a béllumeibaz enterocytdkon keresztil a lymphaticus majcziaz&mas keringésbe kerll, s a

véraram Utjan jut el az egyes szervekhez.
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2. abra: A vérzsirok Gtja a bélhamsejtekben (WitllsakJ, 2008)
A TG az enterocytakon keresztill részben az GgymtivapoB-figg Uton, az endoplazmas retikulum segitségével [gekeil], részben az

ugynevezett apoB-fliggetlen Gton [z6ld nyil], apoAlekulak segitségével szivodik fel.
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3. abra: A vérzsirok metabolizmusa a majban (WiikakJ, 2008)

A méajsejtekbe a TG egyrészt kdzvetlenll az LDL ptoshoz kdbdve, a lipoprotein lipaz enzim kézrékodésével [piros nyil], masfél

a hepatikus lipaz enzim kozrékvdésével keril be [kék nyil].
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4. abra: A vérzsirok utja az endothelen keresztiil az egyeskbke (Williams KJ, 2008)

Végss felhasznalasi helylikre, az egyes sejtekbe a Téhdathelsejteken keresztill jut be. Az ehhez szi@ssBglrolizis folyamatat az
apoA-V altal szabalyozott LpL végzi.
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3.2. A hypertrigliceridaemia kialakulasdban szerepgjatsz6 genetikai ténye#k

A korabbiakban emlitett agy, sziv- és egyéb érmmemils betegségek
kialakulasdban szerepet jatsz6, jol ismert kornyeagzikotényedk (elhizés,
cukorbetegség, metabolikus szindroma stb.) vizsmatellett egyre inkabb a genomban
talalhatd természetes variansok — mint lehetségglaniositd faktorok — vizsgéalata
kerllt agy a kisérletes, mint a human tanulmanyieeéppontjaba.

Mig korabbi vizsgalatok eredményeként azlednt emlitett rizikofaktorok a
betegségek kialakulasara nézve egyéfielkockazati tényegmek bizonyultak, a
kozelmultban tovabbi lehetséges rizikotéerflg@mt szamos hajlamosité gént
azonositottak. A lipid metabolizmust befolyasoltheié polimorfizmusait — a teljesség
igénye nélkil — az. tdbldzatmutatja.

1. tablazat: A hypertrigliceridaemia kialakulasan&létterében azonositott gének és
polimorfizmusaik

Gének Polimorfizmusok Referenciak
APOA1(OMIM*107680) C-3031T Eichenbaum-Voline 2004
317-321ins Waterworth 2000

Pedro-Botet 1992, Couderc 1993,

APOE(OMIM* 107741) e4, €3, €2 Frikke-Schmidt 2001, MacLeod 2001

APOC3(OMIM*107720) | T-2854G, C-455T|

Talmud 2002, Wang 2004,

C-482T, C3238G Ruiz-Narvaez 2005
T-1131C,
APOA5(OMIM* 606368) | T1259C, C56G, Fubacek 2005, Taimud 2007,
IVS3+GA476A g
LPL (OMIM*609708) Asn291Ser Huang 1997, Wittrup 2000
C1337T,

GCKR(OMIM* 600842) (780094 Saxena 2007, Kathiresan 2008

MLXIPL (OMIM* 605678) G771C Kooner 2008, Kathiresan 2009

Roviditések: APOA1L; -E; C3: apolipoprotein Al; -EC3 gének; Asn: aszparagin; Ser: szerin; LPL:
lipoprotein-lipaz enzimet kédoldé gén; GCKR: gluke&z szabalyoz6 fehérje; MLXIPL: MLX interacting
protein-like

OMIM: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?dbMIM

A dolgozatban ezek kozil a’;APOA5 és a GCKR gének bizonyos

polimorfizmusait vizsgaltuk.
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3.3. Az apolipoprotein géncsalad

A lipidek szervezeten belili szallitasat agynevelipbproteinek végzik. Ezek
felszinUkdn olyan, udagynevezett apoprotein molekaidktartalmaznak, melyek
strukturdlis és katalitikus funkciot toltenek berd@rickson 1974, Schaefer 1978,
Mahley 1984). Egyfél aktivalhatjdk, vagy gatolhatjdk a lipoproteinek
metabolizmusaban résztveenzimeket, masfél jelként funkcionalhatnak a maj és
egyéb sejtek receptorai szamara. Adsebr megismert apoproteinek a kovetkez
voltak: Al, All, AlV, B48, B100, CI-llI, E.

Az apoprotein fehérjeket kddolo géncsalad a 11reskszoma hosszu karjan,
a g23-as locuson helyezkedik el.

Az 5. és 6. abradka géncsalad egyes tagjainak és az azonositotingak

egymashoz viszonyitott elhelyezkedését mutatjak.

B R _— —_—
- E—F— T T -
A APOAS APOA4 APOC3
11pl5 — ¢.56 G.-3 c.102 c.340
GG NANG G CiG
Iﬁ“”’é E 173ph *® ®  T2108pb
i : ks e
flal1 Cromosoma 11423
Hgl2
114913
i c APOAS
11a21 IE R R e R T R T S o o L B T ——
a2 Wk Codan de inicko| Codén de parada| 0
APDATZAPOC IAPOA4
e B\ | Hi e
11q24 N ] |
11925 T
-12.238T-C | .1,131T=C C-3AG ¢ 560G W34 | COddC>T 1c.1259TC
{SMP4) (SMP3) {Razak} 519W) 4TEGh | (A315Y) | NP1
SNPZ
oy c7380:T | c.115665A
{12461 {3UTR)
V52 4 5565T 132024 69606 £.1132CT
{1431) 152325) FUTR)

5. abra: A 11. kromoszéma és az APO géncsaladséS2n08)

Az APO géncsalad a 11-es kromoszéma hosszU kagjsiazkedik el. Az abran egyes tagjainak
egymashoz valé elhelyezkedése, valamint a leggyatkgolimorfizmusok latszanak.
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6. abra: Az APO géncsalad tagjainak egymashoz viakpnya (Li 2008)

Az dbra az egyes apoA fehérjéket kodolé génekgakbdésének egymashoz valé viszonyat

mutatja a 11-es kromoszéma hosszl karjan.

A fehérjecsalad legutdbb felfedezett tagja az apo/A: fehérjét egymastol figgetlendl

két munkacsoport is azonositotta (van der Vlietl2@®@ennacchio 2001). Van der Vliet
€s munkatarsai a maj regeneralodasaban szeregmi faktorokat kutattak, Pennacchio
€s munkatéarsai pedig a lipid metabolizmus lehetségabalyoz6 génjeit kerestek.7A

abraa gén felépitését részleteiben mutatja be, améggabb variansokkal.

-1131T>C 3A>G 6560>G €. 553G>T
(SNP3) (kozak)  (S19W) (G185C)
Start csot;fn
| codon
v Promoter OTR v 4 ls: UTR
\N——F—Hi _:—
» |
Exon 1 Exon 2 Exon 3 * Exon 4
P > IVS3+476G>A C. 1259T>C
1131bp (SNP2) (SNP1)

7. abra: Az APOAS gén szerkezete és természeiaasar(Matsunaga 2007).

A vastag fekete vonal a nem kdédol6 régidkat jelaliyilagos- és sotétsziirke téglalapok az exonokat
(Exon 1 — 4) és az 5’ vagy 3' nem transzlalédo dkai abrazoljak. A fontosabb varidnsokat az érintet
poziciét mutaté szamok, a normal és a mutans &Hélmutatjdk. A C56G és G553T variansok esetében
zardjelben a kodvetkezményes aminosavcsere vannfettie. Az &bra aljan lathatd kétiranyu nyil a
promoter régiét éridt polimorfizmus és a gén start kodonjanak tavolsggégni ki (bp = bazispar)

Az APOA5 az APOA1/C3/A4 génklaszted 3’ iranyban, 27 kilobazis
tavolsagra van aAPOA4 génbl, amellyel szekvenciajdban 27%-0s homoldgiat mutat
(Pennacchio 2001, Groenendijk 2001). #&mlipoprotein A5gén négy exont és harom
intront, ezekben mintegy 17 kb-t tartalmaz, s e366l aminosavat kédol.

Bar a pontos mechanizmus, amely a génklaszter onaidjat kialakitotta, még

nem ismert, tobb tanulmany allasfoglalasa szerigféacsalad tagjai gén-duplikaciod
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révén keletkeztek. (Boguski 1986, Scott 1987). Agrg/, hogy az apo génklaszter négy
tagja mind emberben, mind egérben megtalalhata, weihat, hogy az evollciés gén-
duplikaciés esemény a két dislaj utolsd kozosise létezésének idejére tehete
mivel tovabbi tanulmanyok ezen géneket a csirkeoggaban is azonositottak, igy a
gén-duplikaciés esemény még korabhipdntban tortéth, az embsdk és a madarak
evollcios szétvalasadtli bekovetkezését valosiisiti (Pennacchio 2003).

Az APOA5 geén nagyfoka valtozatossagot mutat. Felfedezésa Ot
szekvencigjaban — a dbSNP adatbazis szerint eddig7 —egypontos nukleotid
polimorfizmust (SNP) azonositottak (Hubacek 2005alniud 2007). Klinikai
vonatkozasait azonban ezek kozill csak néhanynadejishn

Az APOAS5 gén felfedezésekor 4 gyakori polimorfizmust talé]t amelyek
mindegyike emelkedett triglicerid szinttel tarsyPennacchio 2002). Azota ezeket
szamtalan tanulmanyban tovabb vizsgéltak. Ez a pégyes a kovetkéza T-1131C a
promoéter régidban; a T1259C a 3' nem transzlal@tpoban; a C56G a 3. exonban és
az IVS3+G476A pedig a 3. intronban talalhato (adareok az 5. és 7. abran lathatok).
Elhelyezkedése miatt kozvetlen funkcionalis kovetkénye csak a C56G variansnak
van, mely a 19-es kodonban szerin - triptofan asamocserét eredményez. Mas
apolipoproteinekhez hasonléan &POA5 is rendelkezik egy N-terminalis export
szignal szekvenciaval, amelynek segitségével ajeea&képddeés helyéfl a keringésbe
jut. Az APOASesetében ez a szekvencia a 23 és 24-es aminosaviakia Mivel a 19-
es pozicibban bekdvetk&zaminosav csere sordn egy nagyobb aminosav ép@d be
fehérjébe, igy az kdzvetlen hatassal lehet az éxXptyamatra, mely altal aAPOAS5
plazma koncentraciéja csokkenhet, végeredménybegasaab plazma triglicerid
szintet eredményezve.

Klalénb6z variansok difordulhatnak anélkil, hogy kovetkezményik
strukturdlis valtozds legyen. Az eddig azonositsttukturalis valtozdsokat okozé
szamos varians kozil éként a Q148X ritka allélt homozig6ta formaban eggves
fiban irtak le (Priore Oliva 2005). A gén 4-es i@ érintt C442T nonszensz allélikus
varians hatasara glutamin helyett egy korai stajokdkeletkezik a 148-as poziciéban.
A fehérje a valtozas hataséara elvesziti a teljg@sl{btc hidroféb valamint a heparin-
vizsgalatai alapjan a ritka allél recessziv modaoikiédik. Ezen kivil minden 148X
varianst hordozé egyénnél obligat médon megtalélfzatrigliceridszint-emél 19W

mutans allél is.
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Az APOAS5 gén egy masik, Q139X allélikus variansat Marcasnasitotta,
heterozigéta formaban (Marcais 2005). A gén 4-emgxak 415-0s poziciojat erént
nonszensz varians hatasara egy 15 kDa molekulassiyika fehérje kepdik, amely
nem rendelkezik lipidk@ doménnel. A feltételezések szerint az igyakd valtozas
kovetkeztében a fehérje nem tudja a LPL-HSPG koxngtigbilitasat biztositani, ennek
kovetkeztében a plazmaban a triglicerid szint esuke figyelhétmeg.

2006-ban egy tovabbi ritka, strukturalis valtozé&gozo allélikus varianst
(IVS3+G3C) talaltak, heterozigota formaban (Pri@kva 2006). Az elvaltozas a 3.
intron donor splice site-jat érinti., és a 3. exkivagodasat okozza, amelynek
kovetkeztében egy 18 aminosavbdl allé fehérje esgad@ddik. AzZAPOAS szintje a
ritka allélt hordozé személyben a normal hatar@mékellli volt. Tovabbi vizsgalat
soran kiderult, hogy a beteg az IVS3+G3C variankimiil hordozta a -1131C allél
varianst is.

Az APOA5gén 366 aminosavat kodol. Ugynevezett alternapiiagenilacio
révén ket transzkriptum keletkezik (egy 1,3 és €hkb hosszusagu), amelyeknek a
funkcionalis vonatkozasai még nem ismertek (Perimac2003). A fehérje a majban
keletkezik, molekulasulya 39 kDa. Szerkezeti fakgdre jellemi hogy 76%-baru-
helikalis (nagyobb foku affinitast feltételez lipfdliletekhez); az ugynevezett coiled-
coil elemei két domént formalnak, és N-terminaégiéja nagyfokl homologiat mutat
mas apolipoprotein doménekkel (Weinberg 2003).

Koncentracidja a majban magas. A plazmaba HDL-eZlDL-hez kototten
kerdl, ahol koncentracidja rendkivil alacsony le®z1-0,4 pg/ml (Ishihara 2005,
O’Brien 2005). Ez 2000-szer kevesebb, mint az APO#&d APOC3 plazma
koncentracidja (Merkel 2005/1). A feltételezéselerst ez az alacsony plazma
koncentracié az oka, hogy a fehérjecsalad toblpatag képest az apoAV fehérjét csak

a kézelmdultban, az apoprotein csalddban utolsdkéletztek fel (Merkel 2005/1).

3.4. Az apolipoprotein A-V fehérje szerepe a lipiametabolizmusban

A lipidek kozul az LDL az ugynevezett B-100 apopint tartalmazza,
amelyet a sejt felszinén talalhaté receptor felrsé®e megkot. Az LDL ily moédon

endocitdzis altal jut be a sejtbe. Az LDL ezt k@dest disszocial a receptorrol, mely
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ezutdn visszakerul a sejt felszinére, az LDL pddigszémalis enzimek hatasara
elbomlik.

A masik lipid molekula, a HDL reverz koleszterimtiszporttal egyéb
szervekldl és az artériak falabol szallit koleszterint a maajOtt az vagy epesavakka
alakul és az epébe valasztddik ki, vagy a VLDL-pél de (Packard 2000, Tall 1980,
Myant 1982).

Az apoAV fehérje a trigliceridek metabolizmusanékskzabalyozdja (Nabika
2002, Pennacchio 2003, Kluger 2008, Tai 2008). Aeéfgt VLDL és HDL
részecskéken azonositottak. A lipidek metaboliznsesan ezek kozoétt transzportalddik
(Charlton-Menys 2005, O’Brien 2005). Egyes vizsti{aalapjan az apoA-V a
kilomikronok és a VLDL katabolizmusat segitbetle a bél kilomikron és a maj VLDL
termelését nem befolyasolja (Fruchart-Najib 200dha@p 2004, Merkel 2005/2). A
trigliceridek hidrolizise révén hozzjarul a tragrid-gazdag lipoproteineknek a vérb
tortérd eltavolitAsahoz (Weinberg 2003, Schaap 2004). Atgso mechanizmus,
amelyen keresztll az ApoA-V a lipidszintet csokketit még nem ismert. Egyés
vitro vizsgalatok direkt, masok indirekt kapcsolatotdtdleznek az apoAV fehérje és
az LPL enzim kozott. Egyik feltételezés szerintaapA-V a proteoglikanokhoz kotott
LPL aktivalasaval, masok szerint a lipoprotein-ipa heparin-szulfat-proteoglikan
(LPL-HSPG) komplex stabilizalasa révén fejti ki dsdt (Lookene 2005). Az sem
kizart, hogy az apoA-V mas apolipoproteinek (apGlnkcidjat modositva cstkkenti
a trigliceridszintet (Pennacchio 2003, Merkel 2095/
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4. CELKIT UZESEK

Az atlag magyar népességberfetduld, kilonbdd szérum triglicerid koncentraciéju

egyének APOAS génjének egyes variansainak vizagala kovetkerzceéljaink voltak:

1. Az APOA5 gén -1131C, 56G, IVS3+476A és 1259C alléljeinekéfeépezése a
magyar populaciéban, az allélok gyakorisdganak ebessonlitasa a mas, az

irodalombdl ismert populaciés adatokkal.

2. Az APOA5gén gyakori természetes variansainak (T-1131CQCPES3+G476A és

T1259C) vizsgalata a szerum triglicerid szinteldsdzefiiggésben.

3. Az APOA5haplotipusok éffordulasi gyakorisdganak vizsgalata.

,,,,,,

Tovabbi célul #ztik ki kulonb&Z betegcsoportok (metabolikus szindroma és stroke)
vizsgalatat, az APOA5 ¢gén polimorfizmusai és a wmértriglicerid szint

0sszefliggéséenek vonatkozasaban:

4. Talalhato-e Osszefliggés metabolikus szindronedsgbk APOAS gén alléljeinek
tipusai és a betegek szérum triglicerid szintjebkiyz

5. Felfedezhéte az ebz6hdz hasonlé kapcsolat stroke-os betegeknél is, agsev

kilonbség a kiulénb@zstroke-os alcsoportok kozott?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Betegek

5.1.1. Atlag magyar népesség

Az atlag magyar népess@dfOA5variansainak — a szérum triglicerid szintjével
Osszeflg§ — vizsgélataihoz hasznalt vérmintdk a Vas Megyeairkdsovszky Lajos
Altalanos, Rehabilitaci6s és Gyogyfard Korhaz, Egyetemi Oktatd Korhaz
szombathelyi telephelyén kodé Kozponti Laboratoriumabdl szarmaztak. A
kivalasztashoz szikséges adatokat (szérum triglicés Osszes koleszterin szint,
életkor, nem) a Laboratérium Informatikai Rendsbéréyertiik. Az elemzésekhez a
paciensek beleegyezésiket adtak.

5.1.2. és 5.1.3. Metabolikus szindrémas és strekeetegek
Ezen elemzésekhez (MSZ paciengdkOA5haplotipusai) az orszagos biobank
(www.biobank.hii részeként az Intézetliinkben megtaldlhatd mintakbéknaltunk. A

metabolikus szindromas és a stroke-os betegek ékfhez a mintak az Intézet
biobankjaban talalhatdé archivumbal kertltek ki. &mintak gyijtése 2001 Gta a gyulai
Pandy Kalman Kérhaz Neurologia és Agyérbetegségattdlya segitségével tortént. A
stroke-os betegek mindegyike akutan vagy kordbbagndsztizalt betegség miatt
kerilt felvételre. A szérum laboratériumi parameéierigy a triglicerid szint is a
kivizsgalas soran valtak ismertté. A betegek —leésg neuroldgiai és MRI vizsgalat
utan — harom stroke (ischemias) alcsoportba kdclttagyér betegek, kisér betegek és
kevert betegcsoport. Az alcsoportok kialakithsaAalams és munkatarsai altal, a
TOAST tanulmanyban, 1993-ban leirt alapelvek alapjatent (Adams 1993).

Az egyes elemzésekhez kialakitott betegcsoportokamaHardy-Weinberg

equilibrium elvarasainak minden csoport megfelelt.

20



5.2. Mbdszerek

5.2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A munkénk soran alkalmazott genomi DNS mintat etidéamin-tetra-acetéttal
(EDTA) alvadasgatolt periférias vér fehérvérsdpgei nyertik rutin  kisézasos
modszerrel (Miller 1988). A rendelkezéslnkre alll® mintakbdl a vizsgalni kivant
szakaszokat altalunk tervezett polimeraz lancréafatiamplifikaltuk fel. A modszer
tervezéséhez az AY422949 azonositoju szekvenciat kalnahztuk
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?dinzccore&id=37499458). A
reakcioelegyet minden vizsgalatunknal 50 pl veggafra allitottuk 6ssze, melyhez
200 uM dNTP oldatot, 1 U Taq polimeraz enzimet (IQl), 5 ul puffer oldatot (500
mM KCI, 14 mM MgC}h, 10 mM Tris-HCI; pH 9,0), 0,2 mM megfetelprimerpart
(Metabion International AG, Martinsried, Germanys @ pg DNS templatot
hasznaltunk. A vizsgéalatokhoz alkalmazott primesekkvenciait és a PCR reakciok

kordlményeit &. tablazatfoglalja dssze.

5.2.2. Restriction fragment length polymorphism (RF) modszer

A restrikciés endonukledzokkal tortermasitdshoz 10-15 pl PCR terméket
hasznaltunk fel. A reakciéhoz minden esetben 1 \dfetels restrikcios endonukleazt
(Fermentas Inc., Burlington, ON, Canada), az enmifikbdéséhez szikséges 10x
puffert és steril desztillalt vizet hasznaltunk, jaha reakcidelegyet a restrikcios
enzimnek megfelél homérsékleten inkubdltuk. A restrikciés hasitas teegénél
minden esetben arra térekedtiink, hogy az enzimrelsakszorozott DNS szakaszban
a genotipustol fuggetlendl legyen egy obligat Rasithelye, amely segitségével
meggyzodhetiink az enzim megfetelmikodésédl. A vizsgalatokhoz szikséges
restrikcids endonukleazokat és azok felismerébiag#tasi helyeit @. tablazatmutatja.

A keletkezett fragmenteket 3%-0s etidium-bromidgatett agardéz gélben analizaltuk

UVIdoc géldokumentacios rendszer segitségeével.
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2. tablazat: Az altalunk vizsgalt polimorfizmusdBARRFLP jellemd

A restrikcidos enzim

Annealing — a i oiifikatum
Polimorfizmus Az alkalmazott primerek szekvencigja hémérséklet b Felismereési
. hossza (bp) Neve . .
°C) és hasitasi helye
APOA5
T-1131C f: 5-CCCCAGGAACTGGAGCGACCTT-3’ - 308 Msd 5-TATAA-3'
S
(rs662799 ) r: 5-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’ 3'-AATAT-5'
T1259C f: 5-TCAGTCCTTGAAAGTGGCCT-3 64 0g7 RSl 5-GGATGNNA-3'
s
(rs2266788 ) r: 5-ATGTAGTGGCACAGGCTTCC-3’ 3'-CCTAC"NN-5'
C56G f: 5-AGAGCTAGCACCGCTCCTTT-3 5-G"GNCC-3'
64 256 Cfr13l
(rs3135506 ) r: 5-TAGTCCCTCTCCACAGCGTT-3 3'-CCNG"G-5'
IVS3+G476A f. 5-CTCAAGGCTGTCTTCAG-3’ 5-CCTC(N)"-3'
62 280 Mnll

(rs2072560) r: 5-CCTTTGATTCTGGGGACTGG-3

3-GGAG(N)"-5'

f: forward primer; r: reverse primer
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5.3. DNS szekvencia meghatarozas és analizis

Eredményeink alatdmasztasa eérdekében mindkét danybrtérd direkt
szekvenaldssal meghataroztuk néhany minta nukssotehdjét. A vizsgalatot ABI
Prism 3100 Avant tipusi automata szekvendald késeiilévégeztik (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A kapott szelsiak referencia-szekvenciaval
tortérd dsszehasonlitdsat a Winstar genetikai programaggahaégeztik (DNASTAR
Inc., Madison, WI, USA).

5.4. Statisztikai kiértékelés

A klinikai adatok minden esetben atlag + SEM érékkvannak feltiintetve. A
valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttelsgaltuk. Ha a valtozok normal
eloszlast mutattak, akkor az Ugynevezett parangfa@akat; nem normal eloszlasu
valtozok esetén nem paraméteres probdakat alkalmiaztdinden esetben Kruskal-
Wallis-teszttel allapitottuk meg, hogy van-e kiulééh az egyes csoportok értékei
kozott. A csoportok Klinikai és laboratoriumi pareterei kozotti kulonbségek
paronkénti 6sszehasonlitdsahoz normal eloszlasakrét valtozok esetébefl tesztet
alkalmaztunk. Normal eloszlasu, folytonos valtozlkm két csoport paramétereit
Student-féle péros t-teszttel vizsgaltuk. Nem ndreldszlasu valtozok esetén pedig
Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A szignifikanbtiatarértékét (p) minden esetben
0,05-nél allapitottuk meg.

A korrelacio elemzéséhez és az esélyhanyadosok das@faoz logisztikus
regresszios modellt hasznéltunk. A konfidenciaridbum minden esetben 95%-0s
volt. A statisztikai analiziseket MS Excel, SPSS514s SAS programok segitségeével
végeztik (SPSS Inc, Chicago, IL; SAS Institute ary, NC, USA).
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6. EREDMENYEK

6.1. APOAS allél variansok és a szérum triglicerid szintje kéétti kapcsolat

vizsgalata metabolikus szindromas (MSZ) paciensekhé

Ezen vizsgéalatokat tobb részletben végeztik. Egyré&demeztik MSZ-s
betegekben az IVS3+G476A és a T1259C variabterelulasi gyakorisagat, ezeknek a
szérum triglicerid szintjével vald kapcsolatat (6.1 Masrészt elemeztik #POA5
gén kulonboé haplotipusainak a MSZ-s betegekben vald gyakasisg@.l1.2.).
Harmadrészt — TG szintjeik alapjan — kvartiliselédkitottunk ki a MSZ paciensek
kozott, és ezen kvartilisekben vizsgaltuk APOA5 gén négy allélvariansanak

eléfordulési gyakorisagat (6.1.3.).

6.1.1. Metabolikus szindromas betegek APOA5 bizomjiel variansai €s szérum
triglicerid szintek

Ezen vizsgalatainkhoz 213 MSZ-s beteg mintait halsak. A betegek kdzul 99
férfi és 114 6 volt. Atlagéletkoruk: 61,09 4,01 év (25 — 82 évesek).
A 3. tdblazatbara kapott eredményeket tintettik fel.

3. tablazat: Az APOAS geén IVS3 +G476A és T1259@nsainak effordulasa
és a szérum TG szintek kdzotti kapcsolat MSZ-gdddien

MSZ betegek

Nem hordozok  Hordozoék

- S (GG) (GA+AA)
9 g n=180 n=33
¥  Szérum triglicerid 2314011 3,21+0,48*
(mmol/l)
Nem hordozok  Hordozok
O (TT) (TC+CC)
L0 n=179 n=34
i 7 . . .
- Szérum triglicerid 2.89+0.11 3,28+0.47

(mmoll/l)
*p = 0,035:;p = 0,016 vs. nem hordozok

A kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hegyVS3+G476A és a
T1259C variansok tekintetében a minor alléleketlbpé MSZ-s betegekben a szérum

triglicerid szint szignifikansan magasabb a nenmdbabkhoz viszonyitva.
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Ezen eredmények ellenére a tobbszoros logiszté@iesszios analizis csak a
IVS3+G476A variansnal talalt kapcsolatot a MSafeddulasaval, s ezt a T1259C

varians tekintetében nem tudta mégéeni.

6.1.2. A metabolikus szindromas betegek haplotipusa

A haplotipus analizis egy masik tanulmanyban tértemen vizsgalatokhoz 343
MSZ-s paciens mintait hasznaltuk; nemek szerintgoselas: 149 ferfi és 1946n
életkoruk: 60,9 4,58 év (25 — 81 évesek).

Az APOA5gén kulonboé haplotipusait &. tablazatmutatja.

4. tablazat: Az APOAS gén kulénbdraplotipusai

Allél variansok

. T-1131C IVS3 G+476A T1259C C56G
Haplotipusok

APOA51 T G T C
APOAS52 C A C C
APOAS53 T G T G
APOA54 C G T C
APOAS55 T G C C

A MSZ-s betegek vizsgalt varidnsainak és a széruglicerid szintjének
kapcsolatat a5. tablazatszemlélteti.

5. tAblazat A kulonb@zgenotipust MSZ-s betegek szérum triglicerid sintj

T-1131C IVS3+G476A 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

f;%e”;“erﬂd 233+ 200+ 239+ 200+ 234+ 289+ 242+ 248+
(mmol/l) 011 03¢ 0,11 0,32* 0,11 037 0,11 0,33

(atlag+SEM) * p=0,02;" p=0,033*** p=0,029 vs. nem hordozok
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Az eredményekl az latszik, hogy a C56G varidns kivételével a MSHBetegek
masik haromAPOA5varidnsdban a hordozék szérum triglicerid szieggnifikAnsan
magasabb a nem-hordozokhoz viszonyitva. A MSZ-edaiét APOAS haplotipus

elemzésének eredményei a 6. és 7. tablazatbandatha

Haplo- \poas  apoasi2 apoasis APOASY ppoasys | EOyeb
tipus 4 haplotipus
r 1/1 -3/3 -5/5 .
variansok -4/4 variansok
Szérum
triglicerid 2,29+0,11 2,95+0,36 2,57+0,36 2,84+0,70 2,68+0,84 2,43+0,10
(mmoll/l)

(atlag+SEM) * p=0,02;"* p=0,033#** p=0,029 vs. nem hordozok

6. tAblazat: A kialonb@APOAS haplotipust MSZ-s betegek és szérum tnigliseintjik

megoszlasa

Az eredményeldi az latszik, hogy az elemzett MSZ-s paciensek mdiiii

haplotipusai kdzil a magasabb szérum triglicerinttet szignifikans korrelaciot a 2-es

haplotipus mutatott. Az egyes kvartilisekben a biplsok vizsgélati eredményei a 7

tablazatonlathatok.

<1,38 1,38-1,93 1,94-2,83 >2,83
mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l

n=81 n=81 n=82 n=81

APOA5*1/1 60 56 58 48
(74,07%) (69,13%) (70,73%) (59,25%)

APOA5*1/2- 8 12 15 17
2/2 (9,87%) (14,8%) (18,3%) (21%)
APOA5*1/3- 12 11 8 12
3/3 (14,8%) (13,6%) (9,80%) (14,7%)
Egyeb 1 2 1 4
haplotipus (1,23%) (2,46%) (1,23%) (4,96%)
variansok

"p<0.05 vs. TG<1.38;

7. tablazat:A kilonbdz APOAS haplotipusok éfiordulasi gyakorisdga az egyes
kvartilisekben

Hasonldan a korabbi haplotipus vizsgalatokhoz, @Aerens csoportban is, a
kulonbo® kvartilisekbe valo bontasban is szignifikans @éa 2-es haplotipusban volt

megfigyelheb.
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6.1.3. Négy, triglicerid szint szerinti kvartiligha vizsgalt APOAS allél variansok

gyakorisaga

,,,,,

184 ro, atlag életkoruk: 60,5 40,8 év, eloszlasuk: 23 — 74 éves korig) mintait
hasznaltuk.

A trigicerid szintek alapjan négy kvartilist aladiunk ki. Q1: TG < 1,38
mmol/L, Q2: 1,38 — 1,93 mmol/L, Q3: 1,94 — 2,83 nithh@s Q4: > 2,83 mmol/L.
A vizsgalatban részt vett pacienselbli klinikai adatait a 8tablazatbanfoglaltuk

0ssze.
8. tablazat Adbb klinikai paraméterek a négy kvartilisben
Vérplazma TG kvartilisek
<1,38 1,38-1,93 1,94-2,83 >2.83
n=81 n=81 n=82 n=81
Férfiak/Nok 41/40 33/48 27/55 40/41
Eletkor 615+1,00 612+131 635+1,06 5851,33
(évek)
Triglicerid 4 57, 003  1.63+002* 236+003* 522 +0,44*
(mmoll/l)
Ossz-
cholesterin 490+0,12 505+0,12 5,44+0,11* 6,26 +0,23*
(mmol/l)

" p<0,001 vs. TG<1,38

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy az 1,38 tires szinthez viszonyitva
mindharom masik kvartilisben a metabolikus szindiérpaciensek atlagos triglicerid
szintje szignifikhnsan magasabb volt.

A metabolikus szindromas péciensekben az egydsvali@nsok TG kvartilisek

szerinti megoszlasat@ tablazatszamertékei mutatjak.
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9. tablazat:APOADS genotipusok és a kulonb@tiélok ebfordulasi gyakorisaga
az egyes kvartilisekben

TG kvartilisek

<1,38 1,38-1,93 1,94-2,83 2,83<

n=81 n=81 n=82 n=81
TT I o y- s
o (89,0%)  (82,7%)  (80,5%)  (76,5%)
—
= 6+1 12+2 13+3 18+1
o TeCC (11,0%)  (17,3%)  (195%)  (235%)
-
C allél 4.94% 8.64% 11,6%  12,3%
frekvencia
CcC 09 " ’ >
(82,9%)  (86,4%)  (90,2%)  (85,2%)
O}
Q 12+0 11+0 7+1 9+3
8 CG+GG (17,1%) (13,6%) (9,8%) (14,8%)
G allel 7,41% 6,79% 548%  9,26%
frekvencia
TT 3 °2 o e
, (89,0%) (85,2%)  (80,5%)  (76,5%)
(©2]
S 8+0 12+0 13+2 19+0
C allel 4,94% 7.41% 10,4%* 11,7%*
frekvencia
GG “ i y- o
g (87,8%)  (852%)  (80,5%)  (79,0%)
5
S 7+0 12+0 13+2 16+1
é GA+ AA (12,2%) (14,8%) (19,5%)  (21,0%)
2 .
= A allél 4,32% 7,4% 10,36%  11,1%
frekvencia

" p<0,05 vs. TG<1,38;

Eredményeink szerint — a C56G allél varians kivdtel a tobbi harom
variansnal — lépdgetes emelkedés mutatkozott az egyes kvartiliselepgeinek TG
szintjében. Ez a lépésetes emelkedés ezen harom allélnal a harmadikneggedik

kvartilisben volt szignifikans (az élkvartilishez viszonyitva).
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6.2. Stroke-os betegeRPOA5allél varidnsai €s szérum triglicerid szintjeinek

elemzése

6.2.1. AT-1131C APOAS varians vizsgalata

Munkank ezen részében is adzéekben is vizsgalt négy leggyakoribb varians
eléforduldsat elemeztik egy masik, nevezetesen stiskbetegcsoportban. AO.
tablazatbana T-1131C varians vizsgalatba bevont, kulodbéroke-os betegek és a
kontroll mintdkban mért szérum triglicerid értékekintetttik fel. A stroke-os betegek

alcsoport beosztasa a mar korabban emlitett Adétess§oportositas alapjan tortént.

10. tébldzat: A T-1131C vizsgalataban résztiviestegek és kontrollok szérum
triglicerid értékei

Stroke-os betegcsoport Kontroll

(n=289)

T-1131C Nagyer

(n=149) Kisér (n=85) Kevert (n=68)

Triglicerid (mmol/l) 1,82 +0,53* 1,72+0,63* 2,34 +0,79* 1,29 + 0,64

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0,05estroll csoport

Eredményeinkdl jol latszik, hogy a kontroll csoporthoz viszorwdtmindharom stroke-
os alcsoportban a szérum triglicerid szint sziggaifisan magasabb. 4. tablazat T-
1131C genotipusok megoszlasat szemlélteti.

11. tablazat: A szérum triglicerid szintek alakw@asT-1131C genotipusok

tikrében
Stroke-os betegcsoport Kontroll csoport
n=302 n=289
T-1131C TT TC+CC TT TC+CC
n=237 n=65 n=261 n=28
Triglicerid ) 61 1062 221 +0,61* 148+005 2.00 +0.30*
(mmol/1)

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0,05mesn hordozé egyének (TT)
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A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogizsgalt -1131C genetikai
varianst hordozoknal — a nem-hordozokhoz viszoayitva szérum triglicerid szint

szignifikansabb magasabb.

6.2.2. A C56G APOAS5 varians vizsgalata
Vizsgaltuk tovabba az egyes stroke-os alcsoporokdmAPOAS gén C56G
variansa €s a szérum triglicerid szintjének a kalptdt is. A 12. tablazatezen

eredményeinket mutatja.

12. tAblazat: A stroke-os betegcsoportok szérugticarid értékei a C56G
varians esetében

Stroke-os betegcsoport

Kontroll
C56G csoport
Nagyér Kisér Kevert (n=171)
(n=124) (n=180) (n=99)
Triglicerid 1,75+0,06* 1,77+0,05* 1,70+0,07* 1,55+0,04
(mmoll/l)

*p<0,05 vs. kontroll csoport

A tdblazat értékei alapjan megallapithatd, hogyzérsn triglicerid szintje
mindharom stroke-os alcsoportban szignifikansanasaigb a kontroll csoportban mért

ertékekhez viszonyitva.
Vizsgaltuk a kulonbda stroke-os betegekben ezen variangfoetiulasi

gyakorisaga és a szérum triglicerid szintje kozkdfpcsolatot. Az eredményeketl 3.

tablazatszemlélteti.
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13. tablazat: A szérum triglicerid szintek alak@asC56G genotipusok

hatasara
Stroke-os betegcsoport
Nagyer Kisér Kevert
C56G (n=124) (n=180) (n=99)
CcC CG+GG CC CG+GG CC CG+GG
n=98 n=26 n=163 n=17 n=84 n=15
Triglicerid

1,70+0,06 1,97+0,15* 1,72+0,05 2,21+0,18*1,73+0,08 2,05+0,23*
(mmoll/l)

*p<0.05 vs. nem hordoz6 egyének (CC)

A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy RROA5 gén C56G variansanak
tekintetében a vizsgalt harom stroke-os alcsoporm56G varianst hordozo betegek
szérum triglicerid szintje szignifikansan magasafaiit, a nem-hordozoék triglicerid

szintjeihez viszonyitva.

6.2.3. A T1259C és IVS3+G476A variansok vizsgalata

Végul — a stroke-os betegekben is — megvizsgaltukROA5gén tovabbi két,
gyakori varidnsanak (T1259C és IVS3+G476A) és ausadriglicerid szintek kozotti
kapcsolatot. A stroke-os betegek és a kontroll agogzérum triglicerid értékeit &4,
tablazatbarfoglaltuk 6ssze.

14. tablazat: A T1259C és IVS3+G476A variansokpélegdba bevont betegek
és kontrollok szérum triglicerid értékei

Stroke-os betegcsoport Kontroll
csoport
Nagyeér Kisér Kevert  Osszes beteg N=131
n=122 n=176 n=80 n=378
Triglicerid
1,71 +0,06* 1,76 +0,04 1,83+0,08* 1,76 +0,03 1,53+0,05
(mmol/l)

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0,05esitroll csoport’p<0,001 vs. kontroll csoport
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Az eredményekli szembeinik, hogy a kontroll csoporthoz viszonyitva
mindharom stroke-os alcsoport szérum trigliceritbléri szignifikAnsan magasabbak.
Ez a szignifikancia még szembebbb, ha nem az egyes stroke-os alcsoportokat, hanem
a stroke-os betegeket egyitt elemezzik. A strokeetsgek T1259C és IVS3+G476A
polimorfizmusainak és ezeknek a szérum triglicesiinttel valé kapcsolatals.
tablazatbariathatjuk.

15. tébldzat: A T1259C és az IVS3+G476A varidnsokidrasanak és a szérum
triglicerid szintek kapcsolata

Stroke-os betegcsoport

Osszes beteg
(n=378)

TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC

Nagyeér (n=122) Kisér (n=176) Kevert (n=80)

T1259C
n=95 n=27 n=137 n=39 n=60 n=20 n=292 n=86

Triglicerid 1,64+ 201+ 167+ 208+ 167+ 233+ 166+ 212+
(mmol/L) 0,06 0,15* 0,04 0,14* 0,07 0,24* 0,03 0,10*

IVS3+ GG GA+AA GG GA+AA GG GA+AA GG  GA+AA

GA76A n=105 n=17 n=147 n=29 n=89 n=12 n=342 n=57

Triglicerid 1,65+ 2,17+ 167+ 222+ 170 263 167 229+
(mmol/L) 0,06 0,22* 0,03 0,18* 0,07 0,36* 0,03 0,13*
Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek. *p<G85nem hordozo6 egyének

Az eredményekll szembeind, hogy mindkét polimorfizmus tekintetében a
rizikd allélt hordoz6 egyének szérum trigliceridnge kilon-kilon, mindharom stroke-
0s alcsoportban, és az 6sszes beteget egyilttesgalvia is szignifikansan magasabb a
nem-hordozokhoz viszonyitva.
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6.3. A vizsgalati csoportok kialakitasa az atlag magyamépességAPOAS allél
polimorfizmusai és triglicerid szintjei kapcsolataloz

6.3.1. Alcsoportok kialakitasa, genotipizalas

A vizsgalathoz 436 személy (235 férfi és 2@) rn atlagéletkoruk 60,5 10,1
év, ledfiatalabb 23, legédebb 74 év — EDTA-val alvadasgatolt vérmintait ha#nk
fel. A vizsgalati alanyokat a szérum trigliceridrgje alapjan négy kvartilisbe osztottuk;
nevezetesen, ql: TG < 1,31 mmol/l, g2: TG = 1,2199 mmol/l, g3: TG =2,91 -4, 85
mmol/l és q4: TG > 4,85 mmol/l. Az adatokat részdein d.6. tAblazaszemlélteti.

16. tablazat: A paciensek alapadatai a szérumitrggld szint alapjan
kialakitott kvartilisokban

Szérum triglicerid kvartilisek
TG<1,31 |TG=1,31-2,90 TG=2,91-4,89 TG>4,85
n=124 n=95 n=108 n=109
Férfi/né 45/79 45/50 64/44 81/28
Eletkor (évek) 55,3+1,69| 57,2+1.68 53,7+158 52,6+1,30

HDL (mmol/l) 1,40 +0,05| 1,12+0,03| 1,02 +0,02* | 1,01 + 0,08"
Triglicerid (mmol/l) 1,01 +0,02| 2,10+0,0% | 3,70 + 0,05 | 7,06 + 0,25"
koleizz(::ir: (i:nsrsnz(;m) 4,76 +0,10| 5,20+0,40 | 5,62 +0,11* | 6,10 + 0,14"

*a nemre tortént korrekcié utahp<0,05 vs. TG<1,31

A tablazatbdl lathatd, hogy az egyes kvartilisekdmozd személyek kozott az

életkort tekintve nincs szignifikans kulonbség. Agyes szérum lipid Osszetdv

vonatkozasdban azonban mind az 6sszes kolesziend a triglicerid és a HDL

tekintetében is szignifikdns eltérés latszik az edgartilishez viszonyitva, az 6sszes

tobbi kvartilisben.

A 17. tablazatbanrészletesen 0Osszefoglaltuk az egyes kvartiligdkOAS

genotipus és allél megoszlasait.
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17. tAblazatAPOADS genotipusok és az allélek gyakorisaga azsdgwaatilisekben

TG<131 TG=1,31-290 TG=2,91-485 TG>4,85
n=124 n=95 n=108 n=109
- 113 81 80 69
o (91,9%) (85,3%) (74.1%) (63,3%)
—
= 1140 11+3 28+0 3545
o TercC (8.9%) (14,7%) (25,9%) (33.7%)
|_
gygka(l)”r?slag 4.44% 8,95% 12,9% 20,6%*
- 113 82 86 70
) (91,1%) (86,3%) (79.6%) (64,2%)
(®)]
2 1140 13+0 2042 33+6
3 Te+CC (8.9%) (13.7%) (20.4%) (35.8%)
gygk%”rieslag 3.63% 6,84% 11,1%* 20,68
e 111 84 83 85
(89,5%) (88.4%) (76.9%) (78.0%)
®
2 1241 10+1 15+0 2242
o CEHEE 10 50) (11,6%) (23.1%) (22,0%)
gyca;k?)"r(ieslég 5,64% 6,31% 6,94% 11,0%*
- 113 85 84 71
3 (91,1%) (89,5%) (77,8%) (65,1%)
N~
=
S 1140 9+1 24+0 33+5
F CGATAA (8.9%) (10,5%) (22.2%) (34.9%)
(0))]
> 7
= gygl?(llﬁéég 4,44% 5,79% 11,186 16,5%*

#p=0,001; * p<0,001** p=0,003; ** p=0,019%p=0,006 vs. q1 (TG<1.31.) allél frekvenciak

Az 18. tdblazatrészletesen mutatja az egyes genotipusokbananszéglicerid pontos

koncentracigjat.
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18. tAblazat: Pontos triglicerid szintek a kulonB@#POA5 genotipusoknal, az egyes kvartilisekben

mmol/Il

T-1131C

TT TC+CC

IVS3+G473A

GG GA+AA

T1259C

TT TC+CC

C56G

CC CG+GG

TG<1,31
TG=1,31-2,9¢
TG=2,91-4,85

TG>4,85

1,01+ 0,02 0,98+ 0,02
2,05+ 0,03 2,39+ 0,04
3,63+ 0,05 3,89+ 0,07

6,97+ 0,11 7,20+ 0,14

1,01+ 0,021,03+ 0,02
2,07+ 0,422,31+ 0,05
3,62+ 0,043,96+ 0,05

6,92+ 0,13 7,4+ 0,18

1,01+ 0,021,04+ 0,02
2,07+ 0,032,31+ 0,05
3,59+ 0,044,06+ 0,06

6,29+ 0,117,26+ 0,14

1,01+ 0,020,99+ 0,02
2,11+ 0,032,05+ 0,04
3,69+ 0,043,72+ 0,06

6,91+ 0,097,33+ 0,10
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A kovetkedkben részletesen elemezzik az egyes — altaluniksgalat, leggyakoribb —
allél variansok éifordulasi gyakorisagéat a kulonbdkvartilisekben.

6.3.2. Az APOAS5 gén promoter régidjaban talalhatd1B1C varians vizsgalata

szerum triglicend (nmol/1)
-1131C hordozok gyalkorisaga (%)

| _J

D 4

1 2 3 4
Kvartihsek

8. abra: A -1131C varianst hordozOk sfdrdulasi gyakorisaga az egyes
kvartilisekben

A 8. abran lathatd oszlopok az egyes kvartilisek atlagoslitegid szintjét
mutatjak (atlag \SEM) (a pontos szamértékek az 5. tablazatbarh#ati).

A folyamatos vonallal 6sszek6tott pontok a T-113mior varians éifordulasi
gyakorisagat jelentik, az egyes kvartilisekben. Biegithaté, hogy a harmadik és
negyedik kvartilisbe tartoz6 személyek szignifikdinls nagyobb aranyban hordozzak
ezt a varidnst az éiskvartilis pacienseihez viszonyitva. A szignifikée@ negyedik
kvartilisre nézve éisebb, mint a harmadik kvartilis tekintetében (p,80Q illetve p =

0,001). A masodik kvartilis értekei nem mutattakigedfikans valtozast a

s
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6.3.3. Az APOAGS gén intronikus IVS3+G476A variaagarizsgalata

+ 16
+ 14
+12

+ 10

szerum triglicerid (mmol/1)
o
T
1vs3+476 Ahordozok gyakorisaga (%0)

Kvartihsek

9. bra: Az IVS3+G476A varianst hordozokfeldulasi gyakorisaga az egyes
kvartilisekben

Az IVS3+G476A minor variansainak vizsgalata a T-IQC3varianshoz hasonlo
eredményeket mutatott.

A 9. 4bra jeldlései a 8. dbradéval azonosak. Az sbsneredményeként az lathato,
hogy az el§ kvartilisben ebforduld variansok aranyahoz képest szignifikanéré# a
harmadik és negyedik kvartilisben lelbéel (4,44%-0s gyakorisaghoz képest 11,1%-0s
illetve 16,5%-0s éifordulas). A szignifikancia szintje a negyedik k& tekintetében
erésebb volt, mint a harmadik kvartilist tekintve (001 illetve p = 0,006).
A masodik kvartilisbe tartoz6 személyek ezen varidekintetében sem mutattak
szignifikans valtozast az él&vartilis pacienseihez viszonyitva.
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6.3.4. Az APOAS gén T1259C varians vizsgalata

Harmadikként a2APOA5gén T1259C varianst vizsgaltuk. Az eredményeket a
10. abrén tuntettik fel. Az &bra jelblései megegyeznek aakbr két tdblazat
jeléléseivel.

Az eredmények az &6 két varians vizsgalati eredményeihez voltak
hasonlatosak. Nevezetesen, a harmadik és negyeditilis pacienseiben taldlhato
allélok gyakorisaga szignifikans eltérést mutataz el$ kvartilis pacienseihez

viszonyitva.

8 - 25

T z
o + 20 @©
€ 61 @2
<
2 5 >
8 115 Z
= 3
5 47 o
c B
S 5. 110 8
\ﬁ (@)
n (o2}

Q

2+ S

1 4

0 - 0

1 2 3 4

Kvartiisek

10. &bra: A 1259C varianst hordozokfrdulasi gyakorisaga az egyes
kvartilisekben

Ezen APOAS minor varians tekintetében a riziko allélek gyakéagat a harmadik
kvartilisben 11,1%-nak, a negyedikben 20,6%-nadtiai.
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6.3.5. Az APOAS5 gén harmadik exonjaban talalhaté@&Sgarians vizsgalata

Eredményeinket all. abra szemlélteti. Az &abran hasznalt jelblések — a
korabbiakhoz hasonléan — megegyeznek ézedbrak felépitésével.

szérum triglicerid (mmc
56G hordozdk gyakorisdga

Kvartiisek

11. &bra: Az 56G varianst hordozokfrdulasi gyakorisdga az egyes kvartilisekben

Az el6z6 harom variansnél kapott eredményekkel ellentétibercsak a negyedik
kvartilis mutatott  szignifikdns  kulonbséget az delskvartilishez  tortént
O0sszehasonlitasnal. A C56G minor variardgoetiulasi gyakorisaga az él&vartilisben

5,64%-nak, a masodikban 6,31%-nak, a harmadikb@#®Gnak, mig a negyedikben
11,9%-nak bizonyult. Bar szignifikans kulénbség kcsa negyedik kvartilisben

mutatkozott, a szignifikancia szintje kifejezettstis: p < 0,001.
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6.3.6. Az APOAS haplotipusok

A 19. tablazatbaraz egyeAPOA5haplotipusok éffordulasi gyakorisagat tuntettik fel
a kilénbod kvartilisekben.

19. tdblazat: Az egyes APOAS haplotipusdkoetiulasi gyakorisaga az egyes
kvartilisekben

TG<1,31 TG=1,31-2,90 TG=2,90-4,85 TG>4,85

mmol/l mmol/l mmol/l mmol/l
n=124 n=95 n=108 n=109
. 100 70 63 44
APOAS /1 (80,7%) (73,7%) (58,3%) (40.4%)
. 11 10 22 38
APOAS™1/2-2/2 (8,9%) (10,5%) (20,4%) (34,9%)
. 13 11 15 24
APOASTLZ-313 (11 50 (11,6%) (13,9%) (22,0%)
Egyéb haplotipus ) 4 8 3
variansok (4,2%) (7,4%) (2,7%)

" p<0.05 vs. TG<1.31;

Ezen eredmények szerint aAPOA5 *1-es haplotipusanak d&brdulasi
gyakorisdgdban nem talaltunk kilonbséget az egyatilisek kozott. AZAPOAS*2-es
haplotipusanal a harmadik és negyedik kvartilisigr@aeinél, mig aAPOAS *3-as
haplotipusanal kizarélag a negyedik kvartilisnéltakozott szignifikans kilénbséeg az
egyes kvartilisben észlelltethaplotipus élfordulasi gyakorisdgdhoz viszonyitva. A
szignifikancia szintek mindharom esetben @,85 értéknek adodtak.

40



7. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A vérben talalhatdé kilonbézlipidek koros valtozasai, ezek kozott a szérum
triglicerid emelkedése, az ugynevezett hypertragitaemia sokféle betegség és
betegségcsoport (elhizas, agyi-, sziv- és érrernidsztegségek, metabolikus szindréma,
stb.) rizikéfaktoranak szamit (Dawber 1951). A spér triglicerid szintjére
vonatkoztatva azt talaltak, hogy a triglicerid $zin mmol/l-es emelkedése noveli a
koszorls erek elvaltozasaibll szarmazd betegsétfdkraulasat. Ez a novekedés
férfiakban 14%-nak, dkben 37%-nak bizonyult (Austin 1998). Az elvaltoaias
kialakulasanak folyamata sok részletében ismertazleegyes oki tényék pontos
szerepe meég kutatasok targyat képezi.

A kilénboz tanulmanyokban olvashatd ellentmondasok az egyesgait
népcsoportok kilonbézégeivel, de az egyes népcsoportokon beldl, azok
heterogenitasaval is magyarazhatok.

A szérum triglicerid szintjét szamos genetikai €zgybefolyasolja. Ezek egyike
az apoproteinek géncsaladjanak legutébb felfedeadttilunk is vizsgalt tagja, az
APOADSIs, melynek tobb természetes variansa is ismarhkédnkban ezek kdzul a négy
leggyakoribbat vizsgaltuk, azokégébrdulasi gyakorisagat és a szérum triglicerid teln
valé kapcsolatat kutattuk atlag magyar népességlaamint metabolikus szindromas

és stroke-os betegekben.

7.1. AzZAPOA5 gén promoter régioja, a T-1131C varians lehetségsgerepe

Az APOAS5 gén termeészetes eltérései kozott a gén promogedjde erint T-
1131C tranzicio a legtobbet vizsgalt elvaltozas.vigsgalt varians a nemzetkozi
szakirodalom kozleményei szerint a kulonb6znépcsoportokban  kilénbdz
gyakorisaggal fordul él egészséges eurdpai populacibban 6%, azsiai ikl
Japanban 35%, Kindban 29%, Indidban pedig 20% Ifiteenational HapMap Project
2003, Lai 2003, Chandak 2006).

Tanulmanyunkban a varians vizsgalata soran az eedigpai populaciora leirt
6%-0s allélfrekvencidndl némileg magasablbfaetiuldsi gyakorisdgot, 8,9%-ot
detektaltunk.
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A metabolikus szindrébmas betegekben egyrészt aotipps elemzésnél
taldltunk azAPOAS1/2-2/2 haplotipus varianssal szignifikAns kapasul Masrészt a
triglicerid szint alapjan kvartilisekbe osztott raletlikus szindromas betegekben az allél
varians fokozatosan gyakoribbéfrdulasat figyeltik meg a magasabb TG szinttel
rendelked egyének korében.

A stroke-os betegcsoportban minden alcsoport (magkisér és vegyes)
betegeiben a -1131C allélt hordozék szérum triglicszintje szignifikansan magasabb

volt a nem-hordozékhoz viszonyitva.

Vizsgalatainkban azt taléltuk, hogy a C allél argaé triglicerid szint alapjan
kvartilisekbe osztott atlag magyar népesség péaeiekdzil a magasabb szérum
triglicerid szinti személyeknél a harmadik és negyedik kvartilisbenduit eb
szignifikansan nagyobb aranyban — az edgartilishez, a normal triglicerid szinthez
viszonyitva. A ritka allél gyakoribb &forduldsa Iépaszetes emelkedést mutatott, azaz
a negyedik kvartilisben gyakoribb volt, mint a hadikban.

A —-1131C allél szerepét a szérum lipid szintek Womeasaban, ugy fedit,
mind gyermek populacidkban, tdbben kutattdk (En@022 Aouizerat 2003, Evans
2003, Austin 2004, Bi 2004, Hubacek 2004, Szal&i420ralmud 2004, Chaaba 2005,
Yan 2005, Calandra 2006, Martinelli 2007, Grall2é@07, Yamada 2007). S bar a
triglicerid szint emel hatas hatterében tobb elmélet is napvilagot laetpontos
mechanizmus még nem ismert.

Egyes kutatok szerint a promoéter régiot éringltérés befolyasolhatja a
transzkripciot, ezaltal okozhat kdzvetve TG sziéttazast. Allatkisérletes munkak is
napvilagot lattak, de a sejtvonalakon végzett késgkben nem tudtak bizonyitani, hogy
a TG vagy lipid szintre gyakorolt hatas ugy alakulki, hogy a mutans allél a
transzkripciét és transzlaciot befolydsolna (Talm2@05). Masok bioinformatikai
mobdszerekkel probalkoztak. A szabalyozé szekverkigitt talaltak egy ugynevezett
272, -260) talalhatd, és azt feltételezik, hogy APOAS5 gén expressziojanak
szabalyozasahoz szikséges (Prieur 2003, Vu-Dac).2@&2&n kutaték elképzelései
szerint a —1131C allél megvaltoztathatjia a géndyabdisban résztvév fehérjék
kotodesét, s igy befolyasolja a szérum triglicerid &tin

Egyes feltételezések szerint az elvaltozas nem @abaam hat, hanem mas

funkcionalis eltérésekkel kapcsolddik, és ezek #gfejtik ki ndvelh hatasukat a
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szérum triglicerid szintjére. AAPOADSItt leirt T-1131C variansa, és az A-3G varians
kozott talaltak ilyen kapcsoltsagot (Talmud 2004bEcek 2005, Marcais 2005). Ez
utobbi varians a Kozak konszenzus szekvenciabanCEZCATGG), a feltételezett
start kodontol 3 bp tavolsagra van 5 iranyban @o04987). A Iétrejo& baziscsere
kovetkeztében csokken a#POA5 mMRNS atirddasa, ezért cstkkenni fog AROAS
szintje a vérben, és ez fog aztdn végeredményleagasabb szérum triglicerid szint
kialakulasahoz vezetni.

A T-1131C alléllel kapcsolatos kutatasok nem csadnevariansnak a&aPOA5
gén eltéréseivel vald kapcsoltsagara terjedtek Hanem vizsgéltak az egész
apolipoprotein gén csalad tobbi, a&POA5 génhez kozel elhelyezké&dtagjanak
0sszefliggéseit is. Ezen vizsgalatokban szoros &lpégot fedeztek fel az altalunk is
vizsgalt varians és az APOCIII géen C-482T vagy GH#Bariansai kozott.

Tovabbi kutatasok soran felfedeztek egy ugynevemettliin reszponziv elemet
(IRE), amely az APOCIII gén promoter régidjabanybekedik el (Ruiz-Narvaez 2005).
Ha ezen a terileten torténik valtozas, akkor arralisai a fontos szabalyozo régiot is
megvaltoztathatjak, amelynek az lesz a kovetkezméhpgy megsmik az inzulin
APOCIII-ra kifejtett represszidja. Ezaltal emeldedaz APOCIII szintje, amely a
triglicerid szint novekedését vonja maga utan (1994, Olivieri 2003). Egyes
feltételezések szerint a T-1131C varians ezen askdgton keresztul fejtheti ki hatasat,
de minden valoszirség szerint nem ez az egyeduli ok.

Az APOA5 gén T-1131C variansét felfedezése Ota nemcsak nkGi
populaciékban, hanem kuloénkfza lipid anyagcserét érthtbetegségcsoportban is
vizsgaltak. llyenek példaul a familiaris hiperlipiiiaban és hipertrigliceridaemia.
Holland, brit, spanyol és ir populaciokbdl szarmdmbegekben aAPOAS gén ezen
variansat egyértelin hajlamosité tényéként azonositottak ezen betegségek
kialakulaséara (Eichenbaum-Voline 2004, Wright 202&) Der Vleuten 2007).

A T-1131C varians metabolikus szindroméban betdltézerepét sajat
munkacsoportunk magyar beteganyagon, mig masdz@pan betegcsoportokban is
vizsgaltak, és mindkét kutatocsoport hajlamosityadinek talalta a T-1131C varianst
(Yamada 2007, Maasz 2007).

A sziv- és érrendszeri betegségeket nemzetkdzi drdopban vizsgalo,
agynevezett Framingham Heart Study kritériumaiiszexz ilyen egyéneken elvégzett
genotipizalas és statisztikai vizsgalat a -1131Ctama allél hordozasat ezen
elvéltozasok kockazati tényigekent definidlta (Lai 2004, Elosua 2006). Kulondoz
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népcsoportokban  kilénbd&z eredmények szllettek. Mig magyar és kinai
betegcsoportban a minor allél hordozasat emelkeidétonak talaltak (Bi 2004, Szalai
2004), addig tunéziai és olasz betegcsoportokban siertlt ugyanezt kimutatni
(Chaaba 2005, Matrtinelli 2007).

7.2. AzZAPOA5gén T1259C variansanak szerepe

Az APOAS5 gén leggyakrabban vizsgalt természetes varian8aill kmasodikként a
T1259C eltérést elemeztik.

A metabolikus szindromas betegekben azoknal, akikl2®59C varianst
hordoztdk, a szérum triglicerid szint szignifikAmsamagasabbnak adddott,
dsszehasonlitva a nem-hordozékkal (Kisfali 2008)y Enasik megkozelitésben a
triglicerid szint alapjan kvartilisekbe osztottuknnaetabolikus szindromas betegeket.
Ebben az elemzésben az allél varians fokozatosakogpb ebfordulasat figyeltik
meg a magasabb TG szintek esetén.

A metabolikus szindromas betegek haplotipusra unyizsgélatainal nem
talaltunk szignifikans eltérést a szérum triglideszintekben az ezen varianst hordozoé
€s nem-hordoz6 péaciensek kozott (Kisfali 2009).

Sajat, stroke-os betegekre iranyulé vizsgalatainkbainden altipusban
szignifikans kapcsolat volt megfigyelldetz 1259CAPOAS5 varians elforduldsa és a
magasabb szérum triglicerid szintek kozo6tt. A vastanem hordoz6 betegek szérum
triglicerid szintje normalisnak mutatkozott (Ma&3¥08).

Az atlag magyar népességben a T1131C variansni@ltékhez hasonléan azt
talaltuk, hogy ezen varians is szignifikansan ggbkan volt megtaladlhaté a magasabb
szérum triglicerid szirit személyeknél, pontosabban itt is a harmadik és/atil
kvartilisbe sorolt pacienseknél. A gyakoribbéferdulasra itt is jellem& volt a
lépcHzetes emelkedés (a negyedik kvartilisben magasdbk, énint a harmadikban).
Megjegyzend, hogy a témaban ezidaig ilyen vizsgalat nem tdrtéiyen

eredményekil nincs beszamolo.
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7.3. AzZAPOA5gén intronikus IVS3+G476A variansadnak szerepe

Az elbzéekhez viszonyitva joval kevesebbet tudunlA&0OA5gén intronikus és
3’-nem transzlalédd régidjat (3'-UTR) érintvariansokkal kapcsolatban. A vilag
kilonbod tajain itt is eltébek az eredmények. Mig sajat eredményedhlkds mas
eurdpai populaciokon végzett tanulmanyokbdl isgokan latszik, hogy mindkét SNP
emeli a szérum triglicerid szintet (Elosua 2006dbiglugil 2006, Grallert 2007), addig
egy costa ricai tanulmanyban nem talaltak szérugticerid szintemelkedést a mutans
alléel hordozasakor (Ruiz-Narvaez 2005).

Az a mechanizmus, amelyen keresztil ezek a vatarssfolyasoljak a
triglicerid szintet, még ismeretlen. Azt feltételezhogy mas varidnsokkal valdé szoros
kapcsoltsag szerepe lehetéelleges. Az eurdpai populaciékban APOAS variansai
kozott teljes kapcsoltsagot allapitottak meg (Pedni@ 2002, Talmud 2005), mig a
costa ricai tanulmany szerint a kapcsoltsag otk ggazleges volt. Ez utobbi némi
magyarazatot adhat arra is, hogy costa ricai tafoyman miért nem talaltak
dsszefliggést a minor allélek és emelkedett trigiiseint kozétt (Ruiz-Narvaez 2005).

A metabolikus szindrémas betegek elemzése aRMDAS5varians tekintetében
az ebzével azonos képet mutatott. Nevezetesen, a ritkalt aHordozok szérum
triglicerid szintje szignifikAnsan magasabbnak axdtd nem-hordozokhoz viszonyitva.

Mésik munkdnkban a TG szint alapjan kvartiliseklokuk metabolikus
szindromas pacienseinket. Ekkor l&fmetesen emelkédelsfordulasat talaltuk ezen
allél variansnak az egyes kvatrtilisekben.

A stroke-os betegcsoport elemzése is ableltargyalt varians eredményét
kovette: minden stroke-os alcsoportban a hordozakrusn triglicerid szintje
szignifikansan magasabb volt a nem hordozékhoowigiva.

Sajat vizsgalatainkban az éatlag magyar népességzésekor ezen varians
szérum triglicerid szintet emehatasat talaltuk: a hordoz6 és nem-hordoz6 péakens
szérum triglicerid szintje kozotti kilénbség — arhadik és negyedik kvartilisben (a
masodikban nem) — szignifikAnsnak mutatkozott. Atozaés itt is a korabbiakhoz
hasonlo lépaszetességet mutatta. Amint azt a korabbi fejezetiseemlitettik, a

témaban ezidaig ilyen iranyu vizsgalat nem tortént.
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7.4. AzZAPOA5gén C56G variansanak lehetséges szerepe

Az APOA5 gén négy leggyakrabbanétrdulé variansa kozil ez a masodik
leggyakrabban vizsgélt természetes varians, melyém masodik exonjdnak 56-0s
nukleotid poziciéjaban talalhatdo C/G transzver&daziscsere eredményeként a 19-es
pozicibban normalisan d&brduld szerin aminosav helyett a felépulfehérje
molekuldban — az allélikus varidnsban — egy trgotofog beépulni (S19W). Ez
felteheten Ggy valtoztatja meg az ApoA-V szignal fehélipitgy 6nmagaban vagy mas
polimorfizmusokkal egyitt meggatolja a fehérje sgeldjat (Talmud 2008), ezzel
agynevezett funkcionalis valtozast eredményezhet.

Amint azt lathattuk a tobbi variansnal, az jellémaz 56G allélre is, hogy
populaciénként eltér eléfordulast mutat. A megoszlasban rendkivil nagyrkérté
szOras tapasztalhatd. Mig adfeldulasi arany azsiai népeknél kifejezetten alagso
addig amerikai, afrikai és eurdpai csoportoknalajovnagasabb. Kinai és japan
populaciékban <0,1%, az indiai populacio 3%-abdallhatd meg, afro-amerikai és
francia populaciokban 4,8%, spanyol populaciobabis.1(Pennacchio 2002, Lai 2003,
Martin 2003, Austin 2004, Klos 2006, Payseur 200 International HapMap Project
2003).

A metabolikus szindromas betegcsoport elemzésekam egarians tekintetében
nem talaltunk szignifikAns kilénbséget a szérumliterid szintben a hordozék és a
nem-hordozok kozott. Ehhez hasonloan akkor serfiuakakilonbséget ezen allél tipus
eléfordulasi gyakorisagadban, mikor a TG szint alapj&wartilisekbe soroltuk
pacienseinket.

Stroke-os beteganyagunk elemzése soran a koraloidddsonl6an azt talaltuk,
hogy minden alcsoportban a szérum triglicerid szant varianst hordozokban
szignifikansan magasabb volt a nem-hordozokhozdépe

Sajat, az atlag magyar népességet reprezentalgalatginkban az europai
populacidkra altaldban jellerdz 4,44%-os allélikus varians frekvenciat talaltuak
legalacsonyabb kvartilisbe sorolt egyénekben. Atovdls szignifikhnsan nagyobb
aranyban ezen varians esetében - dzbéekkel ellentétben — csak a negyedik
kvartilisbe tartozé személyeknél fodul6 €R0,6%).

Az elézéekben targyalt polimorfizmusokhoz hasonl6an sokasgaltak, hogy

ezen varians milyen Uton eredményezi a szérumiceigll szintjiének emelkedését
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(Corella 2007, Dorfmeister 2007, Dallongeville 2D0Bzek a vizsgélatok azt talaltak,
hogy azAPOAS5variansok kozil ez, a C56G az egyetlen dnalldkfinnalis” varians.

A fent leirt baziscserének, s az 6bbadodé aminosav cserének az a
kovetkezménye, hogy az ApoA-V fehérje hidrofil dorjgeoly mértékben megvaltozik,
ami jelenbsen — negativan — befolyasolja a fehérjének azmadmatikus retikulumon
keresztil tortéh vandorlasat. Ennek kovetkeztében a kivalasztotoAAR fehérje
mennyisége csotkken, s ennek lesz eredménye a rbgagarum triglicerid szint
(Talmud 2005).

Amellett, hogy ez a valtozas ilyen eredménnyel j@rmészetesen az sem
zarhatdé ki, hogy a C56G varians esetleg mas pofimmunsokkal egyiitt is, mas hatast
is eredményez.

Schaefer és munkatarsai hipertrigliceridaemias geédgen az APOE gént,
valamint azAPOA5gén C56G genotipusat vizsgaltak. Azt talaltak,yhag APOE 2/2
genotipussal rendelké&ézbetegek majdnem mindannyian hordoztdk az 56Gt alél
(Schaefer 2004). Azon személyeknél azonban, akikbdipid paraméterek normal
ertékeket mutattak, ezek az eltérések egyilttesmnvotiak kimutathatok. Ezek alapjan
azt a hipotézist allitottak fel, hogy a C56G kotaként szerepel, s ily moédon vezet
hypertrigliceridaemidhoz (Schaefer 2004, Evans 2005

Mivel ezen APOAS varians (C56G) hatasara kifejezetten magas szérum
triglicerid szinteket talaltak, az elvaltozast spdmbetegségcsoportban vizsgaltak
(Dallongeville 2006, Martinelli 2007, van der Vieat 2007). A populacidvizsgalatok
eredményei alapjan hordozasat szamos betegségttsp&imutattak, igy leirtdk, hogy
myocardialis infarktusban, koronaria betegségberetabolikus szindromaban is
magasabb kockazatot jelent (Hubacek 2004, Liu 2@dallert 2007). A mutans allél
jelenlétét gyorsabb aterogenezissel is 6sszefugdestiak (Talmud 2005).

7.5. AzZAPOA5 gén leggyakoribb haplotipusainak lehetséges szeeep

Az APOA5 gént elgként leir6 Pennacchio és munkatarsai okés
kozleményikben ismertették a gén haplotipusaib lefedményeiket. Ezek szerint az
APOA5gén természetes variansainak feltérképezése sdimukapcsoltsagot igazoltak
a leggyakoribbnak tartott, ezért a leggyakrabbasgalt varidnsok kozoétt. Az idézett

a7



munkaban kétd haplotipust determinalnalkPOAS2 (-1131C, 1259C, IVS3+476A)
és APOASB3 (56G) (Pennacchio 2002). Ezen két haplotipusammt a vad tipusu
haplotipus APOAS1: -1131T, 1259T, IVS3+476G, 56C) 0Osszességében
populaciénak mintegy 98%-aban talalhato meg. A ieeradd kb. 2%-ba azéabeknél

joval ritkdbb haplotipusok tartoznak. llyenek pk APOAS4 (-1131C), vagy az
APOASS5 (1259C) (Olivier 2004, Ruiz-Narvaez 2005, Halmi2006).

A metabolikus szindrobmas betegcsoportban elvégaafiotipus elemzésnél
sajat vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a szétugticerid szint azAPOAS1/2-2/2
haplotipusban szignifikansan magasabb volt.

Az atlag magyar népességre iranyulé vizsgalataim&rsazt talaltuk, hogy mig
az egyes kvartilisekben a vad tipusu egyéneKomelulasi gyakorisagaban nincs
szignifikans kulonbség, addig a masodik haplot{#®OA532) a harmadik és negyedik
kvartilisekben is, a harmadik haplotipsPOA53) pedig a negyedik kvartilisben volt
gyakrabban megtalalhaté. Az egyéb haplotipusokgbanolkis szamban talaltuk,
amelyekidl statisztikai szamitadsok nem voltak vége#hket

Osszességében a haplotipus elemzésdibonhaté az a kdvetkeztetés, hogy a
vizsgalt APOAS variansok kozll az atlag magyar népességben aurszéiglicerid
szintjét befolyasol6 tényék kozoétt az APOAS2 és APOAS3 haplotipusok, a
metabolikus szindromas betegekben pedigAROAS1/2-2/2 haplotipus tekinthét
riziko faktornak.

A haplotipusokat illéten a genetikai determinaltsag rendkivil 6sszetdtara
vilagit ra egy, a sajat vizsgalatainkat k@est megjelent dsszefoglalé kozlemény
(Johansen 2010). Ebben a s#&rzGWAS (Genom-wide association studies)
elemzéssel, kiterjedt szekvenalassal végzett Vasgdalapjan azt ismerték fel, hogy a
magas TG szinttel dsszefliggésben az egyes haokip bellil nagy szamaua ritka
varians is difordul, és a gyakran @&brduldé variansok mellett ezen ritka variansok

halmozott edfordulasa is magyarazhatja a HTG kialakulasat.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az elvégzett munkabdl az alabbi kovetkeztetéselhatik le:

1. A metabolikus szindromas betegeket vizsgalva elatd hogy a —1131C,
IVS3+476A, 1259C alléleket hordozék szérum triglide szintje szignifikansan
magasabb, mint a nem-hordozo egyéneké. A C56Gn&dgetében ez az dsszefligges
nem kimutathato.
2. A metabolikus szindromas betegek haplotipus eleémadseredménye alapjan
az APOAB1/2-2/2 hordozéasa szignifikAnsan magasabb szérigiicérid szinttel jar
egyutt, mig ez a toébbi haplotipusnal nem kimutathat
3. A stroke-os (ischemias stroke) betegekben vizsghéilek hordozasa és a
szérum triglicerid szintjének kapcsolata terén efigelemzéseldd megallapithato,
hogy a szérum triglicerid szint mind a négy polifrmnus hordozasa esetén, minden
stroke alcsoportban szignifikansan magasabb.
4. Az apolipoprotein Abvariansainak és a szérum triglicerid szintjengbckalatat
vizsgélva elmondhato, hogy a —1131C, IVS3+476A,912%8s 56G alléleknek az atlag
magyar népességben valdfeldulasi gyakorisdga és a magasabb szérum tniglice
szintek kozott szignifikans, léptmetesen emelkédisszefliiggés van.
5. Ez az 6sszeflggés a —1131C, IVS3+476A, 1259C kil@aatkozasaban a 2,91
mmol/lI-nél magasabb TG értékekkel (Q3; Q4) rendsllagyének esetében igazolhato,
mig az 56G variansnal csak a 4,85 mmol/l-nél mddasaG értékekkel (Q4)
rendelkedknél volt megtalalhatd, az élskvartilis, azaz a legalacsonyabb szérum
triglicerid szinti paciensekkel szemben (TG<1,31).
6. Az atlag magyar népességolipoprotein A5gén egyes haplotipusait tekintve —
a legalacsonyabb szérum triglicerid séintsoporthoz viszonyitva — az alabbiakat
talaltuk:
a. Az APOA51/1 haplotipus élfordulasi gyakorisagaban nem volt szignifikans
eltérés az egyes kvartilisek kdzott.
b. Az APOA51/2-2/2 haplotipus a 2,91 mmol/l-nél magasabb Tr@ké&kkel
(Q3; Q4) rendelkez paciensek esetében, migAROAS1/3-3/3 haplotipus a
4,85 mmol/l-nél magasabb TG eértékekkel (Q4) bir@nszlyeknél volt

szignifikdnsan gyakoribb, az él&vartilishez viszonyitva.
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