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2. BEVEZETES

Az utdbbi évtizedben jelentds progresszid volt tapasztalhatd nemcsak a
stroke, de mas cerebro- és kardiovaszkularis betegség hatterében all6 genetikai
variansok azonositasaban (Allen 2000, Hassan 2000, Flossmann 2006, Aulchenko 2008,
Bruneau 2008, Joy 2008). Ezen varidnsok vizsgalata ujfajta szemléletet nyujt a
betegségek patogenezisének megismerésében. Dolgozatomban a cerebrovaszkularis
betegségek koziil az ischémias stroke kialakulasaban szerepet jatszo, altalunk vizsgalt
genetikai faktorokat, mint lehetséges rizikotényezoket foglalom 6ssze. Kutatdsaimban
ezek koziil az apolipoprotein AS gén (APOAS) variansainak szerepével foglalkozom. A
gén altal kodolt fehérje az apolipoprotein csaldd legutobb felfedezett tagja (Pennacchio
2001). Mind a gén, mind az altala kodolt fehérje - a felfedezése oOta - a kutatdsok
kozéppontjaba keriilt. Ennek oka a lipidparaméterekre gyakorolt hatdsara vezethetd
vissza. Tudvalevé, hogy a lipidparaméterek valtozasa — a trigliceridszint és a
koleszterinszint emelkedése — sok kardio- ¢és cerebrovaszkuldris betegség {6
rizikotényezdje (Toole 1986, Adams 1993).

Az agyi érbetegségek magas el6forduldsi ardnya indokolja a
megkiilonboztetett figyelmet, hiszen a stroke-ot a sziv- €s érrendszeri megbetegedések
¢s a rosszindulatu daganatok utdn a harmadik leggyakoribb haldlozési okként tartjak
szamon a fejlett gazdasagu orszagokban (Murray 1997, Poungvarin 1998). A stroke-os
megbetegedések szama a jovoben egyre ndvekedhet a demografiai valtozasok, illetve a
befolyésolhato rizikdfaktorok nem megfeleld kezelése miatt (Bonita 2004).

Szamos szervezet Osszefogdsaval és a lakossag kelld felvilagositasaval,
odafigyeléssel azonban biztatd eredményeket érhetiink el a prevencidban. Hasonlo
elemzések segitségével tobb mas rizikdtényezo feltardsa is megtorténhet, és ezaltal ezen
vizsgalatok is hozzajarulhatnak a betegség primer (a rizikofaktorok elleni kiizdelem) €s
szekunder (a stroke-ra hajlamos egyének kiszlirése, gondozasa) prevencidjahoz.

A génekben talalhato polimorfizmusok minden emberre jellemz6 mintazatot
mutatnak. Mivel a kiilonb6zé varidnsokat sokféle betegséggel ¢és bizonyos
gyogyszerhatdéanyagok lebontasdnak kiilonbozdségeivel is Osszefliggésbe hoztik, igy a
polimorfizmusok vizsgalataval lehetdség nyilik személyre szabott medicina

kidolgozéasara, amely igy felhivja a figyelmet a populacidvizsgélatok fontossagara.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A stroke betegség és altipusainak csoportositasa

A stroke a WHO (World Health Organization) meghatarozéasa szerint ,,az
agy kortlirt teriileteinek hirtelen kialakuld, atmenetileg fennallé vagy kedvezdtlen
esetben véglegessé¢ valo funkciokérosodasa”. Ezt a definiciét tobb mint husz éve
hasznaljak a klinikai gyakorlatban e rendkiviil heterogén betegségcsoport leirdsara
(Truscott 1972, Walt 2003). A betegség mindkét nemet érintheti, barmely életkorban
manifesztalodhat, bar 45 éves kor felett gyakoribb (Feigin 2003).

A stroke-ot kialakuldsdnak modja szerint két nagy csoportba sorolhatjuk:
vérzéses €s ischémids stroke (Toole 1986, Adams 1993). A vérzéses stroke kialakuldsat
az agyban, vagy az agy alapjan futd erek megrepedése okozza. A keletkezd vérzés
kovetkeztében a vér €s az oxigén nem jut el a mogottes agyteriiletekhez, illetve az
érpalyabol kilépd vér megndveli a koponyan beliili nyomast, amely 0sszenyomhat ép
agyteriileteket is (Rinkel 1993).

Az ischémias stroke a stroke-os megbetegedések 80%-at teszi ki.
Kialakuldsanak leggyakoribb oka az artéridk elzarodasa (Toole 1986, Adams 1993). Az
ischémias stroke-ot iddbeli lefolyés, lokalizacid, a kialakult neuroldgiai deficit
sulyossaga vagy etioldgia alapjan csoportositjdk (Bamford 1991). Idébeli lefolyas
alapjan tortént osztalyozasnal muld jellegii ischémidkat (tranzitorikus ischémias attack -
TIA; reverzibilis ischémids neurologiai deficit - RIND) és tartds tiineteket okozo
ischémidkat (inkomplett, komplett stroke) kiilonithetiink el (Adams 1993, Madkour
1993). A lokalizacio alapjan artérids és vénas teriileten zajlo ischémias torténéseket
kiilonboztethetiink meg (Bamford 1991). A gyakoribb artérids torténések kozé a
lakunéris infarktusok, az anterior és poszterior teriileti ischémidk tartoznak. A kialakult
neuroldgiai deficit sulyossdga szerint rokkantsdgot nem okoz6d (minor stroke) és
rokkantsagot okoz6 stroke-rol (major stroke, non disabling stroke - NDS) beszélhetiink
(TIA Trial Study 1993).

Az ischémids stroke-ok egyes altipusainak meghatdrozasa kétségkiviil az
etiologiai szempontok alapjan a legproblémasabb. Az ischémiés stroke-ot keletkezésiik
mechanizmusa alapjan harom csoportra osztottdk: trombozisos, embolids és
hemodinamikai zavar okozta stroke (Bamford 1991, Madhumita 1993, Moossy 1993).
Ezen csoportositas jobbara a képalkotd vizsgalatokkal (computed tomography - CT,



magnetic resonance imaging - MRI) kapott eredményeken alapult. Ma mar tudjuk, hogy
ezek atfedhetnek egymassal és nem feltétleniil specifikusak. Az alcsoportok pontos
meghatarozasa azonban a késobbi kezelés ¢€s az ujabb stroke megeldzése szempontjabol
nem elhanyagolhatdé. Bamford és munkatarsai a betegség kimenetelében és az ujabb
stroke kialakulasdnak valoszinliségében jelentOs eltéréseket taldltak az egyes stroke
alcsoportok kozott. 1991-ben vezettek be egy elsédlegesen klinikai szempontok alapjan
felépitett csoportositast (Oxford Community Stroke Project) (Bamford 1991). Egy
masik rendszerezés 1993-ban késziilt el a stroke kialakuldsédban résztvevd leggyakoribb
patofiziologiai mechanizmusokat alapul véve (Trial of Org 10172 of Stroke Treatment -

TOAST) (Adams 1993). A rendszer 5 alcsoportot kiilonit el: 1) nagyér

cre

crer

3.2. Az ischémias stroke kialakulasaban szerepet jatszo rizikotényezok

Az ischémias stroke kialakulasaban szamos rizikofaktort azonositottak,
amely a betegség heterogén voltat tdmasztja ala. A rizikotényezoket befolyasolhato és
nem befolyasolhat6 csoportokba soroltak (Sacco 1997, Cubrilo-Turek 2004, Elias 2004,
Lipska 2007). A nem befolyasolhatd kockazati tényezdk kozé soroljuk az életkort,
melynek elérehaladtdval a stroke kialakuldsanak valdszinlisége egyre né (Bamford
1988); a nemet, mert, a stroke a 45-85 éves férfiak korcsoportjaban gyakrabban fordul
eld, mint ndkben; 45 ¢éves kor alatt és 85 év felett ilyen Gsszefiiggést nem tudtak
kimutatni (Bamford 1990). Ezeken kiviil az anamnézisben szerepld kordbbi stroke is
jelentésen  megndveli 1Gjabb  cerebrovaszkularis esemény  bekovetkezésének
valoszintiségét (Grau 2001). A befolyasolhat6 rizikotényezok kozé a magas vérnyomas,
a diabetes mellitus, az obesitas, kardiovaszkularis betegségek megléte, magas
triglicerid- és koleszterinszint, dohanyzas, tilzott alkoholfogyasztas tartoznak (Barrett-
Connor 1988, Cubrilo-Turek 2004). A magas vérnyomas a stroke fliggetlen
rizikéfaktora minden korcsoportban. A kockazat a vérnyomas emelkedésével aranyosan
novekszik. A diastolés vérnyomds 7,5 Hgmm-rel torténd emelkedése kétszeresére
novelheti a stroke kialakuldsadnak esélyét. A systolés vérnyomds emelése még nagyobb
stroke kockazattal jar (Keli 1992, Collins 1994, Whelton 1994). A diabetes mellitus az
ischémias stroke kockazatat 2-4-szeresére noveli, mely egyenes ardnyban all a diabetes

mellitus fennallasdnak idétartaméval (Barrett-Conor 1988, Tuomilehto 1996). Az



obesitas Onalloan vagy mas rizikofaktorok egyiittes eldfordulasdval emelheti a stroke
kialakulasanak esélyét (Goldstein 2001). A kardiovaszkularis betegségek, mint a carotis
stenosis, a periférias érbetegség, a myocardidlis infarktus és az angina is gyakran
tarsulhatnak stroke-hoz (Sacco 1997, Cubrilo-Turek 2004). Tobb tanulmany is
kimutatta, hogy példaul a carotis stenosis kétszeresére, mig az pitvarfibrillacio
Otszorosére emeli a stroke kockazatat (Autret 1987, Norris 1990).

Az itt emlitett rizikofaktorok a betegség kialakuldsidra nézve egyértelmii
kockézati tényezének bizonyultak, mig ezeken kiviil manapsidg tovabbi lehetséges

rizikotényezok, példaul szamos hajlamosité gén azonositasa is torténik.

3.3. Az ischémias stroke kialakulasaban szerepet jatszo genetikai tényezék

Az eldz6 fejezetben emlitett, mind a kardio-, mind a cerebrovaszkularis
betegségek kialakuldsaban szerepet jatszo kornyezeti rizikotényezok vizsgalata mellett
egyre inkdbb a genomban taldlhato természetes variansok - mint lehetséges hajlamositd
faktorok - vizsgéalata kerlil az allatkisérletes ¢és epidemiologiai tanulmanyok
kozéppontjaba.
monogénes betegség allhat a hatterében, ugyanakkor maga a stroke is részét képezheti
mas multiszisztémas betegségnek (mitokondridlis encephalopatia, laktat-acidozis,
stroke-szerli epizddok - MELAS-szindréma) (Graeber 1998). A stroke kialakuldsanak
esélyét akdr egy gén egy polimorfizmusa is ndvelheti. De egy gén tobb
polimorfizmusanak vagy tobb gén polimorfizmusainak egyiittes eléfordulasa is
tobbszorosére emelheti a stroke kialakuldsdnak kockéazatat, amelyet egyéb kornyezeti
rizikétényezokkel valo interakceio is befolyasolhat (Hassan 2000).

Az ischémias stroke hatterében eddig szdmos gént és génvarianst
azonositottak (Hassan 2000, Casas 2004, Rao 2008). Ezek koziil a renin-angiotenzin
rendszerben és a nitrogén-oxid produkcioban szerepet jatszo enzimeket kodold gének,
illetve a hemosztazist, a homocisztein- és a lipid metabolizmust befolyasold gének

polimorfizmusait foglalom 6ssze az 1. tablazatban a teljesség igénye nélkiil.



1. tablazat
Az ischémias stroke kialakuldsanak hatterében azonositott gének és polimorfizmusaik

Gének Polimorfizmusok Referenciak

hemosztazis
II. faktor (prothrombin) (OMIM+176930) G20210A Martinelli 1997, De Stefano 1998, Reuner 1998/1, Szolnoki 2002
V. faktor (Leiden) (OMIM*612309) Arg506GlIn Markus 1996, Bentolila 1997, Hankey 2001, Juul 2002, Szolnoki 2002
VII. faktor (OMIM+227500) Arg353GlIn Green 1991, Heywood 1997, Corral 1998
XIII. faktor (OMIM+134570) Val34Leu Elbaz 2000/1, Reiner 2002
fibrinogen (OMIM*134830) G-455A Carter 1997, Kessler 1997
renin-angiotenzin rendszer

ACE (OMIM+106180) /D Cambien 1992, Markus 1995, Ueda 1995, Pfohl 1998, Sharma 1998, Zee 1999, Rubattu
2004, Brenner 2005

ATIR (OMIM*106165) Al166C Rubattu 2004, Brenner 2005, Szolnoki 2006/1, Szolnoki 2007
nitrogén-oxid-szintaz rendszer

eNOS (OMIM+163729) Glu298Asp Wang 1996, MacLeod 1999, Elbaz 2000/2
homocisztein metabolizmus

MTHFR (OMIM*607093) C677T Markus 1997, Kostulas 1998, Reuner 1998/2, Eikelboom 2000, Szolnoki 2002, 2007
A1298C Szolnoki 2006/2
lipidmetabolizmus
APOAI (OMIM*107680) C-3031T Eichenbaum-Voline 2004
317-321ins Waterworth 2000
APOE (OMIM +107741) €4, €3, €2 Pedro-Botet 1992, Couderc 1993, Frikke-Schmidt 2001, MacLeod 2001

APOCIII (OMIM*107720) T-2854G, C-455T
Talmud 2002, Wang 2004, Ruiz-Narvaez 2005
C-482T, C3238G

LPL (OMIM*609708) Asn291Ser Huang 1997, Wittrup 2000

Roviditések: ACE: angiotenzin konvertalé enzimet kodold gén; APOALI -E; CIII: apolipoprotein Al; -E; -CIII fehérjét kodold gének; Arg: arginin; Asn: aszparagin; AT1R: angiotenzin
receptort kodold gén; eNOS: endothelialis nitrogén-oxid szintaz enzimet kodold gén; Gln: glutamin; Leu: leucin; LPL: lipoprotein-lipaz enzimet kodold gén; MTHFR: metilén-
tetrahidrofolat reduktaz enzimet koédold gén

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



3.4. Az apolipoprotein AS fehérje szerepe a lipid metabolizmusban

A lipidek meghatdrozd szerepet jatszanak a sejtmembran felépitésében
(koleszterin) és az energiaraktdrozasban (triglicerid). Szallitdsuk elkiiloniilt
kompartmentek, un. lipoproteinek révén valdsul meg. A lipoproteinek foszfolipidekbdl
¢s fehérjékbdl (apoproteinek) allnak. A kiilonb6zd lipoproteinek eltérd lipid és
fehérjetartalommal birnak, denzitasuk kiilonb6zd. Csoportositasuk denzitdsuk alapjan
torténik: 1) kilomikron, amelynek a legkisebb a fehérjetartalma és a denzitasa, jobbara
trigliceridek szallitasat végzi. 2) very low density lipoprotein - VLDL, amely a
trigliceridek transzportjaban vesz részt; 3) intermediate density lipoprotein - IDL, amely
a trigliceridek és a koleszterin-észterek transzportjat végzi; 4) low density lipoprotein -
LDL, mely a koleszterin-észterek transzportjaért felelds; 5) high density lipoprotein -
HDL, amelynek a legnagyobb a fehérjetartalma €s a denzitasa, a koleszterin-észterek és
a foszfolipidek szallitasdban vesz részt (Morrisett 1975, Smith 1978).

A zsirsavak raktirozasa az adipocitdkban trigliceridek formajaban torténik. A
trigliceridek els6sorban a mdajban és a zsirszovetben szintetizdlodnak. A majban
képzodott triglicerid a VLDL-be épiil be, amely a keringés révén eljuttatja azt a
periférias szervekhez, foként a zsirszovethez, ahol a kapillarisok endothel sejtjeinek
felszinén 1évd glikozaminoglikdnokhoz kotott lipoprotein lipaz (LPL) a triglicerideket
elhasitja (Tan 1978). Az igy keletkezett zsirsavakat az adipocitdk, vagy egyéb sejtek
felveszik. A VLDL-bOl képzdédott IDL a keringéssel a majba keriil vissza, ahol a
majsejtek a felsziniikon 1évo apolipoprotein E receptorokkal felismerik €s endocitdzissal
felveszik azokat. A trigliceridek az anyagcsere allapotatdl fliggden vagy lebomlanak, és
energidt szolgéltatnak, vagy ketontestekké alakulnak. A trigliceridek hidrolizisét a
hepatikus lipaz végzi a majsejtek felszinén. A zsirszovetben szintetizal6do trigliceridek
alkotéelemei pedig a gliikozanyagcserébdl szarmaznak (1. abra) (Robinson 1973).

A koleszterin tobbek kozott a membranok fluiditdsadt szabalyozza. A
szteroidhormonok 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 szintetizalodik. Szintézise foként a majban, a
mellékvesekéregben, illetve a bélhdmsejtekben folyik. A koleszterin-homeosztazis
fenntartdsaban fontos szerepet jatszik az LDL és a HDL. Az LDL lebomlasanak nagy

része a majban zajlik.
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1. abra A trigliceridek és koleszterin transzportjanak egyszeriisitett vazlata. FFA: szabad zsirsavak; LCAT: lecitin-koleszterin-aciltranszferaz; CETP: koleszterin-észter
transzfer protein; Cm: kilomikron; CmR: kilomikron remnant részecske (Shoulders 2004)



Az LDL B-100 apoproteint tartalmaz, amelyet a sejt felszinén taldlhato
receptor felismer és megkot. Igy az LDL endocitozis révén bejut a sejtbe, az LDL
disszocidl a receptorrdl, amely ezutdn visszakeriil a sejt felszinére, az LDL pedig
lizoszémalis enzimek hatasara elbomlik. A HDL reverz koleszterin-transzporttal egyéb
szervekbodl €s az artéridk falabol szallit koleszterint a majba, ahol az, vagy epesavakka
alakul és az epébe valasztodik ki, vagy a VLDL-be épiil be (Packard 2000, Tall 1980,
Myant 1982).

A lipidek transzportjat végzd lipoproteinek felszinén taldlhatd apoproteinek
strukturalis és katalitikus funkcidt toltenek be (Fredrickson 1974, Schaefer 1978,
Mahley 1984). Aktivalhatjdk, vagy gatolhatjak a lipoproteinek metabolizmusaban
résztvevd enzimeket, illetve jelként funkcionalhatnak a maj és egyéb sejtek receptorai
szamara. Eddig megismert apoproteinek: Al, AIl, AIV, B48, B100, CI-III, E. A
fehérjecsalad legutobb felfedezett tagja az APOAS. A fehérjét két egymastol fiiggetlen
munkacsoport azonositotta (van der Vliet 2001, Pennacchio 2001). van der Vliet ¢€s
munkatarsai a mdj regeneralodasaban szerepet jatszé faktorok vizsgdlata kozben,
Pennacchio ¢s munkatdrsai pedig a lipidmetabolizmus lehetséges szabalyozo génjeinek
kutatasakor fedezték fel. A fehérjét kodold gén a 11923 kromoszoman talalhatd, az
APOAT1/C3/A4 génklasztertdl 3° irdnyban, 27 kilobazis tdvolsdgra az APOA4 géntdl,
amellyel 27%-o0s szekvencia-homologiat mutat (Pennacchio 2001, Groenendijk 2001).
Szamos tanulmdny allasfoglaldsa szerint a géncsalad tagjai génduplikdcié révén
keletkeztek, bar a pontos mechanizmus, amely a génklaszter mai forméajat kialakitotta,
még nem ismert (Boguski 1986, Scott 1987). Az a tény, hogy az apo génklaszter négy
tagja mind emberben, mind egér mintakban megtalalhato, azt jelzi, hogy az evolucios
génduplikacids esemény a két emlésfaj utolsd kozos 6se idejére datalodik. Ujabb
tanulmanyok azonban ezen géneket a csirke genomjdban is azonositottdk, ami a
génduplikacids esemény még kordbbi idépontban torténd, az emldsok ¢és a madarak
evolucids szétvalasa eldtti bekovetkezését tdmasztja ald (Pennacchio 2003). Az APOAS
gén 366 aminosavat kodol, alternativ poliadenilacié eredményeként két transzkriptum
keletkezik (1,3 és 1,9 kb hosszasagl), amelyeknek a funkcionalis vonatkozasai még
nem ismertek (Pennacchio 2003). A fehérje a majban expresszalddik, molekulasulya 39
kDa, strukturdja 76%-ban o-helikdlis (nagyobb foku affinitast feltételez
lipidfeliiletekhez), a coiled-coil elemei két domént formalnak, N-termindlis régioja
nagyfoki homoldgiat mutat mas apolipoprotein doménekkel (Weinberg 2003).

Koncentracidgja a majban magas, HDL-hez ¢s VLDL-hez kototten exportalodik a
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plazmaba, ahol a koncentracidja rendkiviil alacsony lesz: 0,1-0,4 ug/ml (Ishihara 2005,
O’Brien 2005). Ez 2000-szer kevesebb, mint az APOAI és APOC3 plazmabeli
koncentracidja (Merkel 2005/1). A feltételezések szerint ez az alacsony
plazmakoncentracié az oka, hogy a fehérjecsalad tobbi tagjahoz képest az APOAS
fehérjét csak a kozelmultban fedezték fel (Merkel 2005/1).

Az APOAS fehérje a triglicerid metabolizmusanak szabalyozdja (Nabika
2002, Pennacchio 2003, Kluger 2008, Tai 2008). A fehérjét VLDL és HDL
partikulumokon talaltdk meg, ezek kozott transzportdlodik a metabolizmus soran
(Charlton-Menys 2005, O’Brien 2005). Egyes vizsgalatok alapjan az APOAS a
kilomikronok és a VLDL katabolizmusat segiti eld, de a bél kilomikron és a maj VLDL
termelését nem befolyasolja (Fruchart-Najib 2004, Schaap 2004, Merkel 2005/2). A
plazma trigliceridek hidrolizise révén hozzajarul a triglicerid-gazdag lipoproteinek
eltavolitasahoz (Weinberg 2003, Schaap 2004). A pontos mechanizmus, amelyen
keresztiil az APOAS5 a lipidszintet csokkentheti, még nem ismert. Egyes in vitro
vizsgalatok direkt, masok indirekt kapcsolatot feltételeznek az APOAS fehérje és a LPL
kozott. Egyik feltételezés szerint az APOAS a proteoglikdnokhoz kotott LPL
aktivalasaval, masok szerint a lipoprotein-lipdz - heparin-szulfat-proteoglikan (LPL-
HSPG) komplex stabilizalasa révén fejti ki hatasat (Lookene 2005). Nem kizart, hogy
az APOAS5 mas apolipoproteinek (APOCIII) funkci6ojat modositva csokkenti a
trigliceridszintet (Pennacchio 2003, Merkel 2005/1).

Az APOAS gén polimorf természetii, felfedezése 6ta kdzel 40 polimorfizmust
(SNP) azonositottak mar a szekvencidjaban (Hubacek 2005, Talmud 2007). Ezek koziil
azonban csak néhanynak ismerjiik a klinikai vonatkozasait. A strukturalis valtozdsokat
okozo variansok koziil elséként a Q148X mutaciot talaltdk meg homozigdta formaban
egy 9 éves fiuban (Priore Oliva 2005). A gén 4-es exonjat érint0 C442T nonszensz

mutacio hatasara glutamin helyett egy korai stop kodon keletkezik a 148-as pozicidban.

crer

crer

csaladtagok vizsgalatai alapjan a mutacid recessziv modon oroklodott, ezen kiviil
minden 148X varianst hordozd egyénnél obligdt mdédon megtaldlhato volt a

trigliceridszint-emeld 19W mutans allél is.

crer

cres

nonszensz mutacié hatasara egy 15 kDa molekulastulyu csonka fehérje képzddik, amely
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nem rendelkezik lipidk6té doménnel. A feltételezések szerint a mutacid kovetkeztében a
fehérje nem tudja a LPL-HSPG komplex stabilitdsat biztositani, igy a plazmaban
trigliceridszint-emelkedés figyelhetd meg.

2006-ban egy tovabbi ritka strukturalis valtozast okozé mutaciot (IVS3+G3C)
talaltak heterozigdta formaban (Priore Oliva 2006). A mutacié a 3. intron donor splice
site-jat érinti, a 3. exon kivagodasit okozza, amelynek kovetkeztében egy 18
aminosavbol 4llo fehérje expresszalodik. Az APOAS szintje a muticiot hordozod
személyben a normal hatarértéken beliili volt. Tovabbi vizsgalat sordn kideriilt, hogy a

beteg az IVS3+G3C mutacion kiviil hordozza a -1131C allélvarianst.

-1131T>C 3ASG c.56C>G €. 563G>T
(SNP3) (kozak)  (S19W) (G185C)
Start Stop

L, codon codon
v Promoter v 13’ UTR

5 UTR
1
\N——"—Hi _:—

Exon 1 Exon 2 Exon 3 # Exon 4
< » [1VS3+476G>A c. 1259T>C
1131bp (SNP2) (SNP1)

2. abra: Az APOAS gén szerkezete és természetes varidnsai. Az dbran a vilagos- és sotétsziirke
téglalapok a gén exonjait és az 5° vagy 3’ nem transzlalodo régiokat jelolik. A vastag fekete vonal a nem
kédolo régidkat abrazolja. A variansokat sorrendben az érintett poziciét mutatd szam, a normal allél és a
muténs allél jeloli. A C56G és G553T variansok esetében zardjelben az aminosavcsere van feltiintetve.
Az abra als6 részén lathatd kétiranyu nyil a promoter régiot érintd polimorfizmus és a gén start
kodonjanak tavolsagat jeldli (bazispar) (Matsunaga 2006).

Az APOAS gén felfedezésekor 4 gyakori polimorfizmust azonositottak,
amelyek mindegyike emelkedett trigliceridszinttel tarsult (Pennacchio 2002). Azota
ezek szamtalan tanulmany vizsgélati targyat képezték: a T-1131C a promoter régidban,;
a T1259C a 3’ nem transzlalodd régidoban; a C56G a 3. exonban és az IVS3+G476A
pedig a 3. intronban taldlhato (2. abra). Elhelyezkedése miatt kézvetlen funkcionalis
kovetkezménye csak a C56G variansnak van. A 19-es kodonban szerin - triptofan
aminosavcserét eredményez. Mas apolipoproteinekhez hasonléan az APOAS is
rendelkezik egy N-terminalis export szignal szekvenciaval, amelynek segitségével a
fehérje a képzddés helyérdl a keringésbe jut. Az APOAS esetében ez a szekvencia a 23
¢és 24-es aminosavakat érinti. A 19-es pozicioban bekdvetkezd aminosavcsere sordn egy
nagyobb aminosav épiil be, igy az kozvetlen hatassal lehet az export folyamatra, az
APOAS plazmabeli koncentracidja csokkenhet, magasabb plazma trigliceridszintet

eredményezve.
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4. CELKITUZESEK

Az ischémias stroke-ban szenvedd betegeken végzett vizsgdlatainkkal a kovetkezd

céljaink voltak:

1. Megfigyelésiink targyava tettiik a nemzetkdzi szakirodalomban mas betegségek, mint
példaul a metabolikus szindroma, a hipertrigliceridémia és az ischémias szivbetegség
kialakulasaval Osszefiiggésbe hozott, az apolipoprotein A5 gén gyakori természetes
variansainak (T-1131C, C56G, IVS3+G476A ¢és T1259C) alléleloszlasat a TOAST

osztalyozashoz hasonloan harom alcsoportra osztott stroke-os betegpopulacidban.

2. Megvizsgéltuk az APOAS gén -1131C, 56G, IVS3+476A ¢és 1259C alléljeinek a

betegek €s az egészséges kontrolok triglicerid- és koleszterinértékeire gyakorolt hatasat.

3. Vizsgalataink tovabba az APOAS génben taldlhatdo négy varidns minor alléljeinek
ischémias stroke kialakuldsdban betoltott esetleges hajlamositod, kockazati szerepének

felderitésére iranyultak.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A vizsgalatban résztvevo személyek

A vizsgalatainkba bevont beteg és kontrol egyének intézetlink biobankjaban
talalhatd mintdkbol keriiltek ki, amely az orszdgos biobank részét képezi
(www.biobank.hu). A vérmintdk biobankba torténd gytjtése 2001 ota folyik a gyulai
Pandy Kalman Korhdz Agyérbetegségek Osztalya segitségével. A betegek mindegyike
akutan kialakul6 ischémias stroke-ban szenvedett, vagy korabban diagnosztizalt stroke
miatt kertilt a szakrendeldbe. Minden beteg részletes klinikai vizsgélaton esett at, amely
magaban foglalta a csaladi anamnézis felvételét, esetleges rizikdfaktorok felmérését,
teljeskort fizikalis, neurologiai, laboratoriumi €s elektrokardiografias vizsgalatokat, az
agyat ellatoé erek extra-és transzkranialis Doppler-szonografias vizsgalatat. A tlinetek
kialakulasat kovetd két napon beliill magneses rezonancias képalkotd eljarassal tortént
az érintett teriilet pontos feltérképezése. Az ilyen mddon készitett dokumentéciot egy, a
betegek klinikai és laboratoriumi adatait nem ismerd szakember értékelte ki. A nem
megfelelden értékelheté MRI felvételekkel, vagy hianyos klinikai paraméterekkel
rendelkezd, illetve a vizsgéalat idoétartama alatt exitalt betegeket kizartuk a
tanulmanybol.

A betegeket, részletes neurologiai és MRI vizsgalat utan, harom stroke
alcsoportba soroltuk, amely csoportok alapvetéen a TOAST-ban szerepld csoportoknak
felelnek meg. Az elsO csoportba (nagyér betegek) azok az egyének keriiltek, akiknek
nagyér infarktusuk volt, vagyis az MRI felvételeiken legalabb 1,5 cm atmérdji
kortikdlis vagy cerebellaris 1€zidk, és/vagy agytorzsi infarktusok, vagy féloldali
szubkortikalis infarktusok voltak megfigyelheték. A masodik csoportot (kisér betegek)
azok az egyének képezték, akiknél az MRI felvételek kisér elzarddast igazoltak, illetve
a felvételeken 1,5 cm atmérdnél kisebb szubkortikalis féloldali vagy agytorzsi infarktus
volt lathat6. A harmadik csoportba (kevert) minden olyan beteget besoroltunk, akiknél
a TOAST csoportositas szerint kardioembolia, egyéb etioldgia vagy nem tisztazott
etiologia miatt kialakult stroke volt kimutathato, MRI felvételeiken egy vagy tobb
lakunaris €és nagyér infarktus volt lathato. A betegek ilyetén egy csoportba rendezésére,
az altalunk képezett csoportokban taldlhatd statisztikai szempontbdl kis esetszamok

miatt volt sziikség.
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A vizsgélatban részt vevd kontrol egyének anamnézisében nem volt
fellelhetd stroke esemény, illetve MRI és CT felvételein neuroldgiai elvéaltozas nem
volt lathatd. A beteg egyénekhez korban illeszkedd, egészséges személyeket

véletlenszertien valasztottuk ki a tanulményhoz.

5.2. Alkalmazott modszerek

5.2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A munkénk soran alkalmazott genomi DNS mintat etilén-diamin-tetra-
acetattal (EDTA) alvadasgatolt periférias vér fehérvérsejtjeibol nyertiik rutin kisdézésos
modszerrel (Miller 1988). A rendelkezésiinkre 4ll6 DNS mintdkbol a vizsgalni kivant
szakaszokat altalunk tervezett polimerdz lancreakcioval amplifikéltuk fel. A modszer
tervezéséhez az AY422949 azonositoju szekvenciat alkalmaztuk
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=37499458). A
reakcidelegyet minden vizsgalatunknal 50 ul végtérfogatra allitottuk 0ssze, melyhez
200 uM dNTP oldatot, 1 U Taq polimeraz enzimet (10 U/ul), 5 pl puffer oldatot (500
mM KCI, 14 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI; pH 9,0), 0,2 mM megfelelé primerpart
(Metabion International AG, Martinsried, Germany) ¢és 1 pg DNS templatot
hasznaltunk. A vizsgalatokhoz alkalmazott primerek szekvenciait és a PCR reakciok

koriilményeit a 2. tAblazat foglalja 6ssze.

5.2.2. Restriction fragment length polymorphism (RFLP) modszer

A restrikcidés endonukledzokkal torténd hasitdshoz 10-15 pl PCR terméket
hasznaltunk fel. A reakcidhoz minden esetben 1 U megfeleld restrikcios endonukleazt
(Fermentas Inc., Burlington, ON, Canada), az enzim mikddéséhez sziikséges 10x
puffert és steril desztillalt vizet hasznaltunk. Majd a reakcidelegyet a restrikcios
enzimnek megfeleld homérsékleten inkubaltuk. A restrikcidos hasitds tervezésénél
minden esetben arra torekedtiink, hogy az enzimnek a felsokszorozott DNS szakaszban
a genotipustol fiiggetlentil legyen egy obligat hasitasi helye, amely segitségével
meggy0zddhetliink az enzim megfeleld6 muikodésérol. A vizsgalatokhoz sziikséges
restrikcios endonukleazokat és azok felismerési és hasitasi helyeit a 2. tablazat mutatja.
A keletkezett fragmenteket 3 %-os etidium-bromiddal festett agar6z gélben analizaltuk

UVlIdoc géldokumentacids rendszer segitségével.
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2. tablazat
Az altalunk vizsgalt polimorfizmusok PCR-RFLP koriilményei

A restrikcids enzim

Annealing

Polimorfizmus Az alkalmazott primerek szekvencidja hémeérséklet Amplifikdtum Felismerési és
o hossza (bp) Neve s
(°C) hasitasi helye
APOAS
T-1131C f: 5>-CCCCAGGAACTGGAGCGACCTT-3’ s 308 Msel 5-T"TAA-3'
Se
(rs662799) r: 5’-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’ 3'-AATAT-5'
T1259C f: 5°-TCAGTCCTTGAAAGTGGCCT-3’ 5'-GGATGNN"-3'
64 287 BseGlI
(rs2266788) r1: 5’-ATGTAGTGGCACAGGCTTCC-3’ 3'-CCTAC”NN-5'
C56G f: 5-AGAGCTAGCACCGCTCCTTT-3 5'-G"GNCC-3'
64 256 Cfr131
(rs3135506) r:5’-TAGTCCCTCTCCACAGCGTT-3’ 3'-CCNG"G-5'
IVS3+G476A f: 5°-CTCAAGGCTGTCTTCAG-3’ 6 530 MnlT 5'-CCTC(N);*-3'
n
(rs2072560) r1: 5’-CCTTTGATTCTGGGGACTGG-3’ 3'-GGAG(N)s™-5'

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

Eredményeink alatdmasztiasa érdekében mindkét iranybdl torténd direkt
szekvenalassal meghataroztuk néhany minta nukleotidsorrendjét. A vizsgalatot ABI
Prism 3100 Avant tipusu automata szekvenald késziiléken végeztik (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). A kapott szekvencidk referencia-szekvenciaval
torténd Osszehasonlitasat a Winstar genetikai programcsomaggal végeztiik (DNASTAR

Inc., Madison, WI, USA).

5.4. Statisztikai Kiértékelés

A klinikai adatok minden esetben atlag + SEM értékként vannak feltiintetve.
A valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Ha a valtozok normal
eloszlast mutattak, akkor az ugynevezett paraméteres probakat; nem normal eloszlast
valtozok esetén nem paraméteres probakat alkalmaztunk. Minden esetben Kruskal-
Wallis-teszttel allapitottuk meg, hogy van-e kiilonbség az egyes csoportok értékei
kozott. A csoportok klinikai és laboratoriumi paraméterei kozotti kiillonbségek
paronkénti 6sszehasonlitisahoz normal eloszlasu, diszkrét valtozok esetében y* tesztet
alkalmaztunk. Normal eloszlasu, folytonos valtozoknal a két csoport paramétereit
Student-féle paros t-teszttel vizsgaltuk. Nem normal eloszlasu véltozok esetén pedig
Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia hatarértékét (p) minden esetben
0,05-nél allapitottuk meg.

A korrelacié elemzéséhez €s az esélyhanyadosok megadasadhoz logisztikus
regressziés modellt hasznaltunk. A konfidencia intervallum minden esetben 95%-os
volt. A statisztikai analiziseket MS Excel, SPSS 11.5 és SAS programok segitségével
végeztiik (SPSS Inc, Chicago, IL; SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
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6. EREDMENYEK

6.1. Az APOAS gén prométer régidjaban talalhato T-1131C varians vizsgalata

A vizsgalt beteganyag ¢€s kontrolcsoport klinikai ¢és laboratoriumi
paramétereit a 3. tdblazatban adtuk meg. Elmondhato, hogy a betegcsoport szérum
triglicerid és Osszkoleszterin értékei mindhdrom stroke alcsoportban szignifikansan
magasabbak voltak, mint a kontrolcsoportban (p<0,05).

A vizsgalt allélek egyes stroke-os alcsoportokban és a kontrol csoportban
talalt eloszlasat a 4. tAblazat szemlélteti. Az alléleloszlas minden csoportban megfelelt a
Hardy-Weinberg egyensulynak. A vizsgalt pozicidban talalhaté mutans C allél (-1131C)
legalabb kétszer gyakrabban fordult eld a stroke-os alcsoportokban és az dsszes stroke-
os betegben, mint a kontrol csoportban (p<0,05).

Az 5. tablazat mutatja a beteg és kontrol csoport triglicerid és
Osszkoleszterin profiljat a T-1131C genotipusok megoszlasaban. Mind a beteg-, mind a
kontrol csoportban szignifikdnsan emelkedett trigliceridszintet talaltunk a mutaciot
homo- vagy heterozigota formaban hordozé egyének alcsoportjdban azokhoz képest,
akik nem hordoztdk a mutaciot. A koleszterinértékekben ilyen eltéréseket nem
tapasztaltunk a hordozo - nem hordoz6 csoportokat 6sszehasonlitva.

A vizsgalat sordn a logisztikus regresszids analizis segitségével kapott
esélyhanyadosokat (odds ratio, OR) a 6. tdblazatban tiintettiik fel. Az OR értékeket
minden esetben a csoportok kozott fennallod - kor, nem, body mass index (BMI), szérum
Osszkoleszterinszint, magas vérnyomads, ischémids szivbetegség, diabetes mellitus,
dohanyzas ¢€s alkoholfogyasztasbeli - kiilonbségekkel korrigaltuk. A tablazatbol kitlinik,

........

hordozasa minden csoportban hajlamosit a stroke betegség kialakulasara.
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3. tablazat
A T-1131C vizsgalataban részt vevo betegek és kontrolok klinikai és laboratériumi paraméterei

Stroke-os betegcsoport

T-1131C Kontrol (n=289)
Nagyér (n=149) Kisér (n=85) Kevert (n=68)

Nem (férfi/nd) 70/79 40/45 32/36 132/157
Eletkor (év) 62.5+10.1% 65.3+11.6* 60.2 £ 15.1* 54.6+13.3
BMI (kg/m?) 25.8+2.13* 26.7 £3.22% 25.9+3.83* 23.0+2.74
Osszkoleszterin (mmol/1) 6.43 = 1.76* 6.64 +£2.43* 6.89 + 1.74%* 4.89 £0.74
Triglicerid (mmol/l) 1.82 +0.53* 1.72 £ 0.63* 2.34 £0.79* 1.29 +0.64
Magas vérnyomas 47.0%* 55.3%%* 55.9%%* 13.8%
Diabetes mellitus 32.9%* 43.5%* 29.4%* 5.88%
Dohanyzas 28.9%* 31.8%* 33.8%* 13.8%
Alkoholfogyasztas 20.1%* 21.2%* 17.6%* 4.84%
Ischémids szivbetegség 17.5%* 16.5%* 19.1%* 5.88%

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0,05
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4. tablazat

A T-1131C allélek eloszlasa a beteg és kontrol csoportokban

Kontrol
Stroke-os betegcsoport csoport
T-1131C - -
Nagyér Kisér Kevert Osszes beteg n=289
n=149 n=85 n=68 n=302
T 117 67 53 237 261
(78,5%) (78,8%) (77,9%) (78,5%) (90,3%)
30+2 16+2 14+1 60+5 28
TC+CC
(21,5%) (21,2%) (22,1%) (21,5%) (9,7%)
C allel 11%* 129 120 120 5%
frekvencia

*p<0,05 vs. kontrol csoport

5. tablazat

A lipidparaméterek alakuldsa a T-1131C genotipusok tiikrében a vizsgalt csoportokban

Stroke-os betegcsoport

Kontrol csoport

n=302 n=289
n=65 n=261 n=28
Trighicerid 4 o1\ 060 22140.61% 148005 2.00< 0.30%
(mmol/1)
Osszkoleszterin 661+167 652+1.80 503+178 4.89=+1.56
(mmol/T)

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0.05 vs. nem hordozo egyének (TT)
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6. tablazat
A -1131C allélvarians vizsgalata logisztikus regresszids analizissel

T-1131C Nagyér Kisér Kevert Stroke-os betegcsoport
n=149 n=85 n=68 n=302

Korrigalt 1,9* 2,3* 2,2% 2,1%

OR értek”  (1,1-5,9) (1,3-4,9) (1,2-5,1) (1,3-4,7)

*p<0.05; *Kor, nem, BMI, szérum &sszkoleszterin, ischémias szivbetegség, magas vérnyomas,
diabetes mellitus, dohanyzas-, és alkoholfogyasztasi szokasokban fennallo kiilonbségekre
korrigalva.

6.2. Az APOAS gén harmadik exonjaban talalhato C56G varians vizsgalata

A vizsgélt beteganyag ¢és kontrolcsoport klinikai és

laboratoriumi

paramétereit a 7. tAblazat mutatja. A betegcsoport szérum triglicerid és 6sszkoleszterin

értékei mindharom stroke alcsoportban szignifikdnsan magasabbak voltak, mint a

kontrol csoportban (p<0,05).

7. tablazat
A csoportok klinikai és laboratéoriumi paraméterei a C56G varians esetében

Stroke-os betegcsoport Kontrol
C56G csoport
Nagyér Kisér Kevert (n=171)
(n=124) (n=180) (n=99)
Nem (férfi/nd) 46/78 70/110 43/56 58/113
Kor (&v) 652 +1.28 66.7+1.14  647+1.44  57.7+1.33
BMI (kg/m?) 250+£022  255+0.14  247+0.16  245+022
Triglicerid 1.75+0.06%  1.77+0.05% 1.70+0.07*  1.55+0.04
(mmol/l)
Osszkoleszterin 5 o) | 115 5744009% 5.67+0.11% 520+ 0.08
(mmol/I)

#p<0.001 vs. Kontrol csoport; *p<0.05 vs. kontrol csoport
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A vizsgélt allélek egyes stroke-os alcsoportokban és a kontrol csoportban
talalt eloszlasat a 8. tblazat szemlélteti. Az alléleloszlas minden csoportban megfelelt a
Hardy-Weinberg egyensulynak. A vizsgélt pozicidban talalhatd mutans G allél (56G)
eléfordulasa a nagyér stroke-os alcsoportban bizonyult kétszer gyakoribbnak, a kontrol
csoporthoz viszonyitva (p<0,05). A vizsgalati eredmény ebben az esetben is

crer

alcsoportokban a mutans G allél halmozott el6fordulasa nem volt kimutathato.

8. tablazat
A C56G allélek eloszlasa a beteg és kontrol csoportokban

Stroke-os betegcsoport

Kontrol
C56G csoport
Nagyér Kisér Kevert (n=171)
(n=124) (n=180) (n=99)

cc 98 163 84 153
(79.0%) (90.6%) (84.9%) (89.5%)

25+1 16+1 14+1 17+1
CGHGG o1 gopy» (9.44%) (15.1%) (10.5%)

G allel 10.9% 5 8.1 5.6

frekvencia

*p<0.05 vs. kontrol csoport

A 9. téblazat foglalja Gssze a betegek és a kontrol csoport triglicerid és
Osszkoleszterin  értékeinek alakuldsat a C56G  genotipusok megoszlasanak
figgvényében. Minden egyes stroke alcsoportban ¢és a kontrol csoportban is
szignifikansan emelkedett trigliceridszintet taldltunk a mutaciét homo- vagy
heterozigdta formaban hordozo egyének esetében, a mutdciot nem hordozokhoz képest.
A koleszterinértékekben ilyen eltéréseket nem tapasztaltunk a hordozoé - nem hordozo

csoportokat dsszehasonlitva.
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9. tablazat
A egyes csoportok lipidparamétereinek alakulasa a C56G genotipusok hatasara

Stroke-os betegcsoport
Kontrol csoport

Nagyér Kisér Kevert (n=171)
C56G (n=124) (n=180) (n=99)
CC CG+GG CC CG+GG CC CG+GG CC CG+GG
n=98§ n=26 n=163 n=17 n=84 n=15 n=153 n=18
Té;g;igf/?)d 1.70£0.06 1.97+0.15% 1724005 221+0.18% 1.73+0.08 2.05+023* 156+0.05 1.71+0.19%
Ossfé‘lﬁzsl/zlt)erm 579+0.12 592+028 579+0.09 530+£026 5.65+0.12 580+025 5.18+008 535+022

*p<0.05 vs. nem hordoz6 egyének (CC)
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A vizsgélat sordn a logisztikus regresszids analizis segitségével kapott
esélyhanyadosokat a 10. tablazatban tiintettiik fel. Az OR értékeket minden esetben a
kor, a nem, a BMI, a szérum Osszkoleszterinszint, a magas vérnyomas, az ischémias
szivbetegség, a diabetes mellitus, a dohanyzas és az alkoholfogyasztas csoportok kozott
fennallo kiilonbségeivel is korrigaltuk. A tablazat alapjan elmondhatd, hogy az APOAS
gén egyik exonjaban taldlhatd mutins G allél hordozdsa a statisztikai vizsgalatok

alapjan csak a nagyér stroke kialakuldsara jelent egyértelmi rizikot. Megléte kisér és

s

10. tablazat
Az 56G varians logisztikus regresszios vizsgalata stroke kialakuldsaban

Stroke-os betegcsoport

C56G
Nagyér Kisér Kevert
(n=124) (n=180) (n=99)
2.122% 0.615 1.250
OR (1.258-3.580)  (0.348-1.089) (0.678-2.304)
p=0.005 p=0.095 p=0.474
"Korriealt 2.132%* 0.650 1.315
ORg (1.184-3.840)  (0.334-1.263) (0.676-2.558)
p=0.012 p=0.203 p=0.421

*p<0.05; *Kor, nem, BMI, szérum osszkoleszterin, ischémias szivbetegség, magas
vérnyomas, diabetes mellitus, dohanyzas-, és alkoholfogyasztasi szokasokban
fennallo kiilonbségekre korrigalva.

6.3. Az APOAS gén T1259C és IVS3+G476A variansainak vizsgalata

A betegek ¢és a kontrolok legfontosabb klinikai és laboratériumi paramétereit
a 11. téblazatban foglaltuk 6ssze. A betegcsoportok és a kontrol csoport kiilonb6z6
paramétereinek paronkénti 6sszehasonlitdsara Mann-Whitney U tesztet alkalmaztunk. A
betegcsoportok triglicerid- és Osszkoleszterin értékei szignifikansan emelkedettnek

bizonyultak a kontrol csoportéhoz viszonyitva (p<0.05).
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11. tablazat
A T1259C és IVS3+G476A variansok vizsgalataba bevont betegek és kontrolok klinikai és laboratériumi paraméterei

Stroke-os betegcsoport Kontrol csoport

Nagyér Kisér Kevert Osszes beteg n=131
n=122 n=176 n=80 n=378
Nem (férfi/no) 50/72 67/109 33/47 150/228 41/90
Eletkor (év) 67.6+1.30 66.6+1.17 63.0+1.35 66.1 £0.74 58.1+1.51
BMI (kg/m?) 2524016  255+0.15 249+0.18 25.2+0.09 24.0+0.17
Triglicerid . .
1.71 £ 0.06* 1.76 £ 0.04 1.83 £ 0.08* 1.76 £ 0.03 1.53 +£0.05
(mmol/T)
Osszkoleszterin ) . . )
5.90+0.11 5.75+£0.09 5.67+0.13 5.78 £ 0.06 5.18 £0.09
(mmol/T)

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek, *p<0.05 vs. kontrol csoport; “p<0.001 vs. kontrol csoport
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Az APOAS T1259C ¢és IVS3+G476A variansok allél- és genotipus eloszlasat
a 12. tablazat mutatja be. Az alléleloszlas megfelel a Hardy-Weinberg egyensulynak.
Az egyes csoportokban kapott allélfrekvencidk Osszehasonlitisara x*  tesztet
hasznaltunk. Az IVS3+G476A varians esetében a mutans allél nagyobb gyakorisaggal
volt megtalalhatd a betegcsoportban, mint a kontrol csoportban. A T1259C varidns
esetében nem volt szignifikans eltérés az allélek eloszlasdban sem a kontrol, sem a
betegcsoportban.

A beteg ¢és kontrol csoportok triglicerid és Osszkoleszterin szintjeinek
APOAS genotipusok szerinti megoszlasat a 13. tablazat mutatja. A hordozok és nem
hordozok triglicerid és 0sszkoleszterin értékeinek paronkénti dsszehasonlitdsdra Mann-
Whitney U tesztet hasznaltunk. A 1259C vagy IVS3+476A alléleket hordozok
trigliceridszintje minden csoportban szignifikdns emelkedést mutatott a mutaciot nem
hordozokkal szemben. A koleszterinszintek csoportokon beliili 6sszehasonlitdsa nem
mutatott kiilonbséget hordozok és nem hordozok kézott (p<0.05).

A TVS3+476A és a 1259C allélvariansok ¢és a stroke kozotti dsszefiiggések
vizsgalatanak eredményét a 14. tablazat foglalja 6ssze. Az esélyhanyadosokat (OR)
logisztikus regresszios analizissel szamitottuk ki 95%-os konfidencia intervallum
mellett. A kapott OR értékek azt mutatjak, hogy az APOAS IVS3+476A allél hordozasa
onallé kockdzati tényezdje az ischémids stroke kialakuldsanak. Ezzel ellentétben a
T1259C varians regresszids vizsgalata sordn nem talaltunk Osszefliggést a mutans C

allél hordozasa és a betegség megléte kozott.
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12. tablazat

A T1259C és az IVS3+G476A variansok alléleloszlasa a beteg és a kontrol csoportokban

Kontrol
Stroke-os betegcsoport csoport
Nagyér Kisér Kevert Osszes beteg
n=122 n=176 n=80 n=378 n=131
- 95 137 60 292 103
(77.9%) (77.8%) (75.0%) (77.2%) (78.6%)
S 27 39 20 86 28
2 TC+CC
= (22.1%) (22.2%) (25.0%) (22.8%) (21.4%)
C allél 11.5% 11.6% 13.1% 11.9% 11.1%
frekvencia
. 104 147 68 319 123
l;\s (85.2%) (83.5%) (85.0%) (84.4%) (93.9%)
3 18 29 12 59 8
% GA+AA
- (14.8%) (16.5%) (15.0%) (15.6%) (6.10%)
> .
= A alléel 7.40%* 8.52%* 7.50%%* 7.94%% 3.05%
frekvencia

* p<0.05 vs. kontrol csoport

27



13. tablazat
A T1259C és az IVS3+G476A variansok hordozasanak hatasa a vizsgalt csoportok lipidparamétereire

Stroke-os betegcsoport Kontrol csoport
Nagyér n=122 Kisér n=176 Kevert n=80 Osszes beteg n=378 n=131
TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC
T1259C
n=95 n=27 n=137 n=39 n=60 n=20 n=292 n=86 n=103 n=28

Triglicerid 1.64+0.06 2.01+0.15* 1.67+0.04 2.08+0.14* 1.67+0.07 2.33+0.24* 1.66+0.03 2.12+0.10* 1.45+0.05 1.86+0.17*

Osszkoleszterin - 5.90 £0.13 5.86+024 571+0.11 590+0.19 557+0.12 595+034 575+0.07 590+0.14 525+0.09 4.95+0.20

GG GA+AA GG GA+AA GG GA+AA GG GA+AA GG GA+AA
IVS3+G476A
n=105 n=17 n=147 n=29 n=89 n=12 n=342 n=57 n=123 n=10
Triglicerid 1.65+£0.06 2.17+0.22* 1.67+0.03 2.22+0.18* 1.70+0.07 2.63+0.36* 1.67+0.03 2.29+0.13* 149+0.05 2.08+0.37*

Osszkoleszterin - 5.87+0.12 6.04+0.334 579+0.10 5.60+021 566+0.13 5.73+045 579+0.07 5.75+0.17 523+0.09 4.54+0.31

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek. A triglicerid- és dsszkoleszterin-értékek mmol/l-ben vannak megadva. *p<0.05 vs. nem hordoz6 egyének
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14. tablazat

Az APOAS gén T1259C és IVS3+G476A variansai hordozasanak vizsgalata a betegcsoportokon logisztikus regresszié analizissel

Stroke-os betegcsoport

Nagyér Kisér Kevert Osszes beteg
n=122 n=176 n=80 n=378
OR 1.045 1.047 1.226 1.083
a (0.575-1.901) (0.605 - 1.813) (0.636 —2.363) (0.669 - 1.754)
= | ) 1.054 1.477 1.391 1.400
Korrigalt OR
(0.454 — 2.451) (0.668 - 3.267) (0.631 — 3.066) (0.751 - 2.609)
< 2.661%* 3.033* 2.713%* 2.844%
2 OR
& (1.112 - 6.369) (1.338 - 6.877) (1.057 - 6.962) (1.320-6.124)
é ' . 3.905%* 4.748%* 2.926%* 3.644%*
> Korrigalt OR

(1.355 - 11.253)

(1.540 - 14.640)

(1.021 — 8.384)

(1.452 - 9.144)

*p<0.05; *Kor, nem, BMI, szérum osszkoleszterin, ischémiés szivbetegség, magas vérnyomas, diabetes mellitus, dohanyzas-, és alkoholfogyasztasi
szokasokban fennallo kiilonbségekre korrigalva.
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7. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

7.1. Az APOAS gén prométer régidjaban talalhato T-1131C varians szerepe

Az APOAS gén természetes variansai kozil a legtobbet vizsgalt eltérés a gén
populacié 6%-aban taldltdk meg. Az azsiai populaciok koziil a japan populacidban
35%-0s, a kinai populacioban 29%-o0s, az indiai populacioban pedig 20%-0s
gyakorisagot mutatott (HapMap, Lai 2003, Chandak 2006). Tanulmanyunkban a varians
vizsgélata soran az eddig eurdpai populaciora leirt eredményeknek megfelelé 5%-os
allélfrekvenciat talaltunk az egészséges populaciot reprezentald kontrol csoportban.

A plazma lipidszintek fontos determinalé faktorai a kardio- ¢és
cerebrovaszkuldris betegségekre valo hajlamositasnak (Dawber 1951). A trigliceridszint
1 mmol/l-es emelkedése férfiakban 14%-kal, nokben 37%-kal emeli a kockazatot
korondria-betegség kialakulasara (Austin 1998). A lipidek pontos szerepe azonban még
vitatott. Az ellentmonddsokat magyarazhatja a vizsgalt populdciok heterogén volta,
illetve, hogy a trigliceridszintet szdmos genetikai tényezd befolyasolja, mint ahogy az
altalunk vizsgalt APOAS varians is. Vizsgélatainkban kimutattuk, hogy a muténs C allél
hordozéasa szignifikdnsan emelkedett trigliceridszintet eredményez minden vizsgalt
csoportunkban. A —1131C allél lipidparaméterekre gyakorolt hatasat szamos
kutatdcsoport vizsgalta mind felnéttekben, mind gyermekekben (Endo 2002, Aouizerat
2003, Evans 2003, Austin 2004, Bi 2004, Hubacek 2004, Szalai 2004, Talmud 2004,
Chaaba 2005, Yan 2005, Calandra 2006, Martinelli 2007, Grallert 2007, Yamada 2007).
Eredményeik a trigliceridszint tekintetében egységesek ¢és eredményeinkkel
megegyeznek: a mutdns allél a vizsgédlt populacioktol fliggetleniil emeli a
trigliceridszintet. A —1131C allél trigliceridemeld hatdsa hatterében 4llo pontos
folyamat még nem ismert. Tobb hipotézis is felmeriilt a hatdsmechanizmus
megismerése soran. Az egyik feltételezés szerint a promoter régiot érintd eltérés a gén
transzkripcidjara gyakorolhat hatist. Talmud és munkatdrsai sejtvonalakon végzett
kisérletei soran a —1131C allél transzkripciot és transzlacidt befolyasold hatdsat nem
tudtdk bizonyitani (Talmud 2005). Vu-Dac ¢és munkatarsai bioinformatikai
modszerekkel sok mdés szabalyozd szekvencia kozott egy peroxiszoOma proliferator

reszponziv elemet (PPRE) azonositottak ebben a prométer régidban (-272, -260), amely
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az APOAS gén expresszidjanak szabalyozasdhoz sziikséges (Prieur 2003, Vu-Dac
2003). A —1131C allél a feltételezések értelmében megvaltoztathatja az affinitast illetve
a kotddést ehhez vagy mas hasonld szabalyozo régiokhoz, csokkentve ezzel az APOAS
gén expressziojat, igy emelve a trigliceridszintet. Egyéb feltételezések szerint a —1131
mas funkciondlis varidnsokkal erés kapcsoltsdgban van, igy ezen a kapcsolaton
keresztiil fejtheti ki hatasat a trigliceridszintre. Ilyen komplett kapcsoltsagot az APOAS
T-1131C ¢és A-3G varidnsok kozott taladltak. Ez a varidns a Kozak konszenzus
szekvenciaban (GACACCATGG), a feltételezett start kodontdl 3 bp tavolsagra van 5’
iranyban (Kozak 1987). Az ebben a pozicidban tortént baziscsere az APOAS mRNS
transzlacid csokkenését, alacsonyabb plazma APOAS szintet, ¢és ezaltal emelkedett
trigliceridszintet von maga utan.

A T-1131C nemcsak az APOAS gén varidnsaival allhat erés kapcsoltsagban,
hanem az apolipoprotein génklaszter - APOAS génhez kozel lokalizdlodd - tobbi
tagjanak varidnsaival is. Er0s kapcsoltsdgot mutattak ki az altalunk vizsgalt varians €s

az APOCIII gén C-482T vagy C—455T variansai kozott. Az APOCIII gén promoter

crer

crer

amelynek kovetkeztében megsziinik az inzulin APOCII-ra kifejtett in vitro
represszidja, igy emelkedik az APOCIII szintje, amely a trigliceridszint sziikségszer(i
emelkedésével jar (Li 1995, Olivieri 2003). A T-1131C varians a feltételezések szerint
ezen a kapcsoltsagon keresztiil fejtheti ki hatdsat, azonban ez nem kizarélagosan ezen a
mechanizmuson keresztiil valosulhat meg.

Az APOAS T-1131C variansat, felfedezése 6ta, kiillonb6z6 populaciokban,
szamos  betegségcsoportban  vizsgaltdk.  Familiaris  hiperlipidemiaban  ¢és
hipertrigliceridemidban szenvedd holland, brit, spanyol és ir populaciokbol szarmazéd
betegekben egyértelmii hajlamositd tényezdként azonositottadk a betegség kialakuldséara
(Eichenbaum-Voline 2004, Wright 2005, van Der Vleuten 2007). A T-1131C varians
metabolikus szindromaban betdltott szerepét magyar és japan betegcsoportokban
vizsgaltak, mindkét kutatdcsoport hajlamositoé tényezonek talalta a T-1131C varidnst
(Maasz 2007, Yamada 2007). Egy nemzetkdzi kooperacié (Framingham Heart Study)
kritériumai szerint kardiovaszkuldris betegségben szenvedd egyéneken -elvégzett
genotipizalas és statisztikai vizsgalat a -1131C mutans allél hordozasat a betegség

kockéazati tényezdjeként definialja (Lai 2004, Elosua 2006), ugyanakkor
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koronariabetegségben betoltott szerepe még vitatott. Magyar és kinai betegcsoportban a
mutans allél hordozisa emelkedett rizikot jelentett (Bi 2004, Szalai 2004), ezzel
ellentétben tunéziai és olasz betegcsoportokban ezt nem tudtak kimutatni (Chaaba 2005,
Martinelli 2007).

Eredményeik arra 0sztonoztek minket, hogy az APOAS T-1131C varians
hajlamositd szerepét vizsgéljuk stroke-ban szenvedd betegekben, anndl is inkabb, mert
az APOAS varidns szerepét ebben a betegségcsoportban még nem vizsgaltak.
Logisztikus regresszidés analizissel bizonyitani tudtuk, hogy a C allél hordozasa
magasabb rizikot jelent a betegség kialakulasara. Az APOAS T-1131C valoszintileg a
fejezet elején leirtak alapjan koéros szintre emelheti a trigliceridértékeket, ami endothel
dysfunctiohoz, az endothelidlis sejtekben torténd abnormadlis lipidlerakddashoz,
ateroszklerodtikus plakkok kialakulasdhoz vezethet; az érrendszer kiillonb6z6 pontjain
elzarodasokat okozhat, ami ischémids stroke kialakulasat idézheti eld (Prabhakaran

2006).

7.2. Az APOAS gén C56G variansanak szerepe

Az APOAS gén masodik leggyakrabban vizsgalt természetes varidnsa a gén
19-es aminosavat (Ser) érinti a protein szekvencidjaban. Helyette a mutans allél egy Trp
aminosavat kodol. Az 56G allél populacionként eltéré eléforduldst mutat. A kinai és
japan populaciokban rendkiviil alacsony aranyban fordul eld (<0,1%), az indiai
populacié 3%-aban taldlhatd meg, afro-amerikai és francia populaciokban 4,8%,
spanyol populacioban ~15% az eléfordulasi ardanya (Pennacchio 2002, Lai 2003, Martin
2003, Austin 2004, Klos 2006, Payseur 2006, HapMap). Vizsgalatainkban az eurdpai
populacidkra altaldban jellemzd, 5,6%-os mutans allélfrekvenciat taldltunk az
egészséges kontrol egyénekben.

Tanulmanyunkban lehetdségiink nyilt a C56G varians lipidparaméterekre
gyakorolt hatdsanak vizsgdlatara. A mutdns allélt homo-, vagy heterozigota formaban
hordozok korében mindharom betegcsoportban emelkedett triglicerid atlagértékeket
talaltunk a normal allélt hordozokhoz viszonyitva. gy eredményeink alapjan azt

mondhatjuk, hogy ennek a varidnsnak a hordozasa 16-28%-o0s trigliceridszint-
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emelkedéssel jar, amely eredmény jol illeszkedik mas kutatécsoportok altal leirtakhoz.
Talmud és munkatarsai 8-16%-os emelkedést tapasztaltak egy kaukazusi populacioban
56G allél jelenlétekor (Talmud 2005). Torok populacioban pedig 18-26%-o0s volt az
emelkedés mértéke a mutans allél hatdsara (Hodoglugil 2006).

A varians lipidparaméterekre gyakorolt hatdsa és a mechanizmus, amelyen
keresztiil trigliceridszint-emelkedést képes kivaltani, szdmos tanulmany kozéppontjaba
kertilt (Corella 2007, Dorfmeister 2007, Dallongeville 2008). A vizsgalatok alapjan az
APOAS variansok koziil a C56G az egyetlen ,,funkciondlis” varians, amely nem mas
SNP-kel valé kapcsolatan keresztiil fejti ki hatasat, hanem direkt médon emel
trigliceridszintet. A varidns hatdsara ugyanis hidrofil szerin aminosav helyett hidrofob
triptofan aminosav keletkezik az APOAS szignalfehérje hidrofil doménjében, amely
drasztikusan befolyasolhatja a fehérje endoplazmatikus retikulumon &t torténd
¢s igy trigliceridszint-emelkedés detektalhatd (Talmud 2005).

Természetesen az sem zarhatdé ki, hogy a C56G varidans esetleg mas
polimorfizmusokkal egyiitt, egymés hatasat felerdsitve jatszik szerepet betegségek
kialakulasdban. Schaefer és munkatarsai 170 hipertrigliceridemias beteg vizsgalata
soran a betegek APOE és APOAS C56G genotipusat hataroztdk meg. Az APOE 2/2
genotipussal rendelkezé betegek majdnem mindannyian hordoztdk az 56G allélt is
(Schaefer 2004). Normal lipidparaméterekkel rendelkezd egyénekben azonban ezek
egylittesen nem voltak kimutathatok. Hipotézisiik szerint, a C56G kofaktorként
miuikddve vezet hypertrigliceridemia kialakuldsahoz (Schaefer 2004, Evans 2005). Ezt
azonban nagyobb populdcidkban végzett vizsgdlatokkal eddig még nem tadmasztottak
ala.

Az APOAS C56G varianst trigliceridszintre gyakorolt drasztikus hatasai
miatt szamos betegségcsoportban vizsgaltak (Dallongeville 2006, Martinelli 2007, van
der Vleuten 2007). A populacidvizsgalatok eredményei alapjan hordozasa myocardidlis
infarktus, korondria betegség, metabolikus szindroma kialakuldséra jelent magasabb
kockazatot (Hubacek 2004, Liu 2005, Grallert 2007). Talmud és munkatarsai a mutans
allél jelenlétében gyorsabb aterogenezist mutattak ki (Talmud 2005). Az érfal intima-
media vastagsdganak (IMT) meghatarozdsa széleskorben elterjedt moddszer a
vaszkularis elzaroddsok mértékének megallapitasara. Egyes tanulmanyok szerint az
IMT egyenes aranyban all a stroke, vagy myocardidlis infarktus kialakulasanak

valoszinliségével (Bonithon-Kopp 1996, Bots 1999, O’Leary 1999, Touboul 2005).
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Vizsgalatainkban az APOAS 56G allél a nagyér infarktusos betegekben nagyobb
eléfordulast mutatott, mint mas csoportokban. Az 56G allél hordozésa - a logisztikus
kialakulasara jelent nagyobb hajlamositast. Alatamasztjdk megfigyelésiinket a
Framingham-tanulmany résztvevoi korében elvégzett vizsgalatok eredményei, melyek
alapjdn a C56G varidnst nagyobb arteria carotis communis IMT-vel hoztdk

Osszefiiggésbe (Elosua 2006).

7.3. Az APOAS gén intronikus IVS3+G476A variansanak szerepe

crcr

variansokrol az elézdéekben felsorolt két wvarianshoz viszonyitva csekély
ismeretanyaggal rendelkeziink. Az altalunk végzett vizsgéalatokbdl és mas eurdpai
populacidkon végzett tanulmanyokbdl is vilagosan latszik, hogy mindkét SNP emeli a
trigliceridszintet (Elosua 2006, Hodoglugil 2006, Grallert 2007). Egy vizsgalt costa ricai
populacidban azonban nem taldltak triglicerid-emelkedést a mutans allé¢l hordozasakor
(Ruiz-Narvaez 2005). A mechanizmus, amelyen keresztiil befolyasoljak a
trigliceridszintet, még ismeretlen; a feltételezések szerint mas varidnsokkal valo szoros
kapcsoltsag jatszhat szerepet ebben. Eurdpai populdciokban teljes kapcsoltsagot
allapitottak meg az APOAS variansai k6zott (Pennacchio 2002, Talmud 2005). A costa
ricai populdcioban a kapcsoltsdg csak részleges volt, ami magyarazatot szolgaltathat
arra, miért nem talaltak Osszefliggést a mutans allélek és emelkedett trigliceridszint
kozott (Ruiz-Narvaez 2005). T1259C varians trigliceridszint-emeld hatasa ellenére a
mutans C allél hordozasat nem talaltuk hajlamositd tényezOnek stroke betegség
kialakulaséara. Ezzel ellentétben az IVS3+G476A eltérés hordozdsa mind énmagéban,
mind egyéb tényezokkel egyiittesen 3-4-szeresére emelheti stroke kialakuldsanak
esélyét. A pontos mechanizmus megértése érdekében azonban tovabbi haplotipus-
vizsgalatokra van sziikség, amely segitségével az egyes SNP-ek egyiittes el6fordulasa és

hatasa tanulméanyozhat6 (Ahituv 2007).
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7.4. Az APOAS gén leggyakoribb haplotipusainak lehetséges szerepe

Pennacchio ¢és munkatarsai az APOAS gén természetes variansainak
tanulmanyozasa soran erds kapcsoltsdgot igazoltak a leggyakoribb varidnsok kozott,
amelyek igy két 6 haplotipust determinalnak: APOAS5*2 (-1131C, 1259C, IVS3+476A)
és APOAS5*3 (56G) (Pennacchio 2002). A két haplotipus a vad tipust haplotipussal
(APOAS*1: -1131T, 1259T, IVS3+476G, 56C) egyiitt a populacié ~98%-at lefedi. A
fennmaradé ~2%-ba ritka haplotipusok, mint APOAS5*4 (-1131C) és APOAS*S
(1259C), tartoznak (Olivier 2004, Ruiz-Narvaez 2005, Hallman 2006).

A haplotipus varidnsok vizsgalatahoz és szerepének statisztikai elemzéséhez
az altalunk vizsgalt beteganyag nem elegendd. A haplotipus-analizis jelen értekezésnek
nem témaja, azonban eldzetes értékeléseink alapjan elmondhato, hogy az APOAS*2
haplotipus hordozésa szignifikans trigliceridszint emelkedést okoz és az Osszes stroke-
alcsoportban hajlamosité tényezének bizonyult a betegség kialakuldsara nézve, amely
eredmény aldtdmasztja mas kutatocsoportok eziranyu megfigyeléseit. Terveink szerint
tovabbi mintak gyljtésével és vizsgalataval az APOAS gén természetes variansai altal
determinalt 6sszes haplocsoport megoszlasa, lipidparaméterekre gyakorolt hatasa és a

stroke kialakulasaban betoltott szerepe vizsgalhatd lesz.
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8. OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyunkban a kdvetkez6 megfigyeléseket tettiik:

1. Az apolipoprotein A5 variansainak lipidparaméterekre gyakorolt hatasait vizsgalva
elmondhat6, hogy a —1131C, 56G, IVS3+476A, 1259C mutans allélek jelenléte a

crer

az 0sszes vizsgalt stroke-os csoportban €s a kontrolokban is.

2. A koleszterinértékeket vizsgalva sem a betegek, sem a kontrolok korében nem
tapasztaltunk szignifikdns eltérést egyik apolipoprotein A5 varidns hordozasdnak

hatasara sem.

3. Az allélek eloszlasat vizsgalva a T-1131C, IVS3+G476A variansok esetében a
a kontrol egyénekhez viszonyitva. Ezzel ellentétben az 56G allél kizarélag nagyér

infaktusos betegek csoportjaban fordult eld halmozottan a kontrolokhoz képest.

4. Az apolipoprotein A5 gén TI1259C variansa esetében azonban nem tudtunk
kimutatni kiilonbséget egyik allél eléfordulasaban sem a beteg, sem a kontrol
csoportokban, annak ellenére, hogy a tanulmanyunk soran, hasonléan a masik
harom varianshoz, a 1259C allélvarians hordozasanak hatésara is szignifikéns

trigliceridszint-emelkedést tapasztaltunk.

5. Eredményeink alapjan a T-1131C és az IVS3+G476A variansok esetében a mutans
allélek hordozasa minden stroke-os alcsoportban (kisér, nagyér, kevert) fiiggetlen
kockazati tényezOnek bizonyult a betegség kialakuldsdban. A C56G varians
esetében ez a nagyér infarktusos csoportban volt bizonyithat6. Ezekkel ellentétben,
a T1259C varianst vizsgalva elmondhato, hogy egyik allél hordozésa sem jelent

nagyobb kockézatot ischémiés stroke kialakulasara.
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