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1. BEVEZETES
1.1. A stroke

A stroke egy multifaktorialis betegség, melynelal&kulasdban szerepet jatszik
szamos kornyezeti és genetikai tériyexz Egészségugyi Vilagszervezet (WHO) definicidja
alapjan az agyi eérkatasztrofa - stroke - az digpdés globalis vagy fokalis zavaraval
jellemezhet, gyorsan kialakuld klinikai tinetegyittes, amelyy @at meghaladdan all fenn,
vagy a beteg halaldhoz vezet és amelynek bizongédhanincs mas oka, mint az agyi
érrendszerben, annak vérkeringésében kialakulskéika@ltozasok.

Pathologiai szempontbol két csoportot lehet elkii@hi a stroke tipusat ill&:n:
thrombosisos vagy masnéven embolias eteidéarctust, valamint a haemorrhagias stroke-ot.
Az 0sszes stroke esemeény 83%-a ischemias érealterothrombosis 36%; embolia 24%;
lacunaris infarctus 23%; 10%-a intracerebralis haenagia (agyvérzés) és mindéssze 7%-a
subarachnoidalis haemorrhagia.

A stroke sikeres kezelésében jetedige van a primer (kockazati ténglez
megebzése, sirése, kezelése) és szekunder (az Ujabb strokekkiat@nak megétése, a
betegségre hajlamos egyénekirése, felvilagositasa, kezelése) prevencidnak QW
KSH).

Kutatdsaim soran a magyar populaciéban fellélhgénpolimorfizmusokat és a
kering triglicerid-szint kozti 6sszefliggéseket vizsgaltamamint ezek esetleges hatasait az
ischemias stroke kialakulasaban.

1.2. Rizik6faktorok

Az akut ischemias stroke multifaktorialis erddéietegség, melynek kialakulasaban
egyarant szerepet jatszanak nem befolyasolhatmual befolyasolhatd kockazati tény&z
A nem befolydsolhato rizikéfaktorok kdzé sorolaraléem, a populacios eredet, az életkor,
az Orokletes tényék, valamint a korabbi cerebrovascularis megbetegjeflébefolyasolhato
rizikofaktorok kozé tartozik a hypertonia, a dohZég, a tulzott alkoholfogyasztas, a
drogfogyasztas, a diabetes mellitus, egyes cardioNaris betegségek, az obesitas,
kedvedtlen lipid profil, magas koleszterin- és trigliodg#$zintek. Az ischemias stroke
manifesztacidjaban egyéb rizikofaktorok is réstietaek: depresszio, migrén, terhesség és a
postmenopausalis ddzak, testmozgas hianya, plazma fibrinogen-szimtasa apnoe,
pitvarfibrillatio, kilénb6® genetikai faktorok hatasai.

Szamos tanulmanyban az emelkedett triglicerid-szivajlamosito tényéinek
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azonban a trigliceridek szerepe a betegség kialakbhn tovabbra is vitatott.



1.2.1. Az APOAS5 gén

Az APOAS gén a 11923 kromoszoman helyezkedik el az apaipeip csalad
tagjaként, azAPOAI-APOCIII-APOAIVgénklaszter mellett. A gén négy exont tartalmaz és
egy 366 aminosavbdl all6 fehérjet kodol. Két trmggum jOon létre alternativ
poliadenilaciéval, melyek 1.3 és 1.9 kb hosszusigda 39kDa molekulasulyd APOAS5
protein a majban expresszalodik, ezt kdeata VLDL és HDL alkotorészeként a plazmaba
szekretélodik, ahol kozponti szabalyozo6 szerepstijda triglicerid metabolizmusban.

Az APOAS5 gén polimorf természetének koszordlest az eddigi kutatdsokban
megkozelibleg 40 génvarianst azonositottak, azonban ezekl ldlgggyakoribb triglicerid-
szint emab hatasu, természetes polimorfizmusok a kovétkea T-1131C (rs662799),
T1259C (rs2266788), C56G (rs3135506) és az IVS36B4{s2072560). A T-1131C,
valamint az IVS3+G476A variansok fliggetlen rizikdfarai a metabolikus szindromanak,
valamint a hypertrigliceridemidnak, tovdbba sz&moardio- és cerebrovascularis
megbetegedésnek, mig a C56G és T1259C polimorfizknascardio- €s cerebrovascularis
betegségcsoportokban bizonyultak kockazati tébryelz

1.2.2. A GCKR gén

A glukokinaz-regulator genGCKR a 2p23.3-p23.2 kromoszoman talalhato. A 27 kb
hosszUsaguGCKR gén 19 exont tartalmaz és egy 625 aminosavbol &B6 kDa
molekulasulyd fehérjét kodol. A glikokinaz reguldfarotein (GCKR), a maj glikokinadz
(GCK) enzimének riikddését szabalyozza. A glukokinaz (hexokinaz IVzienkozponti
szerepet tolt be a vér glikdéz-homeosztazisabanjjaejtek valamint a hasnyalmirigy
sejtjeinek meghatarozo glikdz-foszforilacios enzime

Az elmult években végzett teljes genom asszogacanulmanyokban (GWAS,
genome-wide association study) GCKR génben |é§ tdbb funkciondlis varians és a
hypertrigliceridemia kdzott szoros kapcsolatot fedk fel. AGCKRgén két leggyakrabban
vizsgalt polimorfizmusa az intronikus rs780094 g&as és az exonikus rs1260326, mely a
446. aminosav-pozicidban Leu/Pro cserét okoz6 x@a#toAzAPOA5ésGCKR gének riziko
alléljeit kombinalva a két gén additiv hatasatkif& és pozitiv 6sszefliggést mutattak ki az
éhgyomri triglicerid és hypertrigliceridemia kaposa

1.2.3. Az MLXIPL génldékusz

A Max-like-interacting-protein-like NILXIPL; vagy carbohydrate response element-
binding proteinChREBP gén 1.5 Mb hosszUsagu, a WBSCR14 deléciés régiGbagll.23
kromoszoman talalhat6. A gén egy 852 aminosavHlol tahnszkripciés faktort kédol. A
human ChREBP tdbbféle szdvetben expresszalddiksaisan a majban, a zsirszdvetben, a
veseében, valamint az agy- és béltraktus sztveteiberAz elmult évek teljes genom
asszociacios tanulmanyai a plazma triglicerid-szialtozasaval dsszefliggésbe hoztadk az
MLXIPL lokuszt is. AzZMLXIPL I6kuszon belll az rs17145738 és az rs3812316 nsoia
major alléljeinek triglicerid-emélhatasardl mér tobb kutatasban beszamoltak.



1.2.4. A GALNT2 génldkusz

Human placentabol izolaltdk az UDP-N-acetil-alfeg@laktozamin: polipeptid-N-
acetil-galaktoz-aminil-transzferaz (GALNT2) fehédrj@mit GalNAc-T2-nek neveztek el. A
GALNT2 gén az 1g41-q42 kromoszoman helyezkedik el, 16neXoall és egy 571
aminosavat tartalmazo, 64 kDa molekulasulya fehéd@ol. Az elmalt években készilt
genom asszociacios tanulmanyokban az rs4846913ABNT2 gén intronikus variansa,
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1.2.5. Az ANGPTL3, CILP2 és TRIB1 génlokuszok

Az utdbbi években Osszefliggést detektaltak az 9888H48 CILP2 I6kusz),
rs17321515TRIB1I6kusz) és az rs12130338BNGPTL3l0kusz) variansok és a dyslipidemia
kozott, és ezeket a I6kuszokat kapcsolatba hozkalszoruér betegségek kialakulaséaval.

Az ANGPTL3 (angiopoietin-like 3) gén az 1p31 kromoszoman dmtedik el. Az
ANGPTL3kizarélag a majban expresszalodik, majd a keéritigoprotein-lipaz inhibitora
lesz, ezaltal szabalyozza a plazma trigliceridiginés a HDL-szintet (high-density
lipoprotein).

A CILP2 gén a 19p13.11 kromoszoman helyezkedik el. A fehgzerepe a lipid
metabolizmusban egy#@k még tisztazatlan. Egy tanulmanyban a kaukazogiulpcio
vizsgalata soran az rs16996148 polimorfizmus t&gld-szint csokkeltfunkcidjat irtak le.

A human tribbles—1 génRIB]) a 8924 kromoszoman taldlhat6. A TRIB&s#giti a
proteoszéma-fugy fehérje lebontast. Egy azsiai malaj populaciébantalaltak, hogy az
rs17321515 polimorfizmus kapcsolatban allt az eeudit Osszkoleszterin és az LDL-
koleszterin-szinttel, valamint magasabb kockazematatott a coronaria szivbetegségekre és a
cardiovascularis megbetegedésekre.

2. CELKIT UZESEK
A magyar ischemias stroke-os betegpopulaciéban vegrvizsgalatok céljai:

1. Az APOA5 T-1131C (rs662799), T1259C (rs2266788), C56G 1(35306) és
IVS3+G476A (rs2072560), &CKR C1337T (rs1260326) 6SALNT2 (rs4846914)
gének, valamint azMLXIPL/TBL2 (rs17145738 és rs3812316) és ARIGPTL3
(rs12130333), CILP2 (rs16996148), TRIB1 (rs17321515) l|6kuszok funkcionalis
varidnsainak alléleloszlasanak vizsgéalata.

2. Az APOAS GCKR gének lehetséges genetikai kombinécidinak hatgeglicerid-
szint valtozasra nézve, mind a betegcsoportokband m kontrollokban, valamint
lehetséges Osszefliggéseinek elemzése az ischérnkdslgalakulasaban.

3. A GALNT2(rs4846914) génvarians és M XIPL/TBL2(rs17145738 és rs3812316),
l6kusz polimorfizmusainak hatéasai, valamint ezdleteéges asszociacioi a triglicerid-
szint valtozasokkal és az ischemias stroke megbdésipen betdltdtt esetleges
hajlamosité szerepének vizsgalata.

4. Az ANGPTL3(rs12130333)CILP2 (rs16996148)TRIB1 (rs17321515) génlékuszok
analizise, lehetséges dsszefliggései az ischemolie betegség korfolyamataban.



3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Vizsgalt betegpopulacié

A kutatdsokban részt vévuschemias stroke-os betegek, valamint a kontgj€aek
egyarant Intézetink biobankjabdl kerlltek a vizatglba, mely tagja az Nemzeti Biobank
Halozatnak \www.biobanks.hy és az 6ssz-eurdpai Biobanking and BiomoleculaoRees
Research Infrastructure (BBMRI) program részét kéfietp://bbmri.eu/bbmr). A Biobank
miikodése az Egészségugyi Tudomanyos Tanacs Tudom&oyatas-Etikai Bizottsaganak
(ETT TUKEB) engedélyével és tamogatdsaval tortéenik.

Az 6sszes beteg kordbban megallapitott strokey aligtan fellép ischemias stroke
miatt kerilt szakorvosi ellatasra.

Minden egyes beteg részletes Klinikai vizsgalatait vészt. A magneses rezonancias
képalkotd eljaras vizsgalatait (magnetic resonameging; MRI) a tiinetek megjelenése utan
két napon belll elvégezték, hogy az érintett teetilgontosan definialni tudjak.

A betegek alapos neuroldgiai és MRI elemzés utinorh stroke alcsoportba lettek
besorolva (TOAST). Az efs alcsoportot a nagyér infarctust szenvedett beteajleétjak
(nagyér betegek), corticalis vagy cerebellaris dézés/vagy agytorzsi infarctusok, vagy
féloldali subcorticalis infarctusok jelentkeztek.

A kovetked csoportba azok a betegek tartoznak, akik MRI teleén kisér elzarddas,
subcorticélis féloldali vagy agytorzsi infarctudtumegfigyelhet. A harmadik csoportot azok
az egyének képezik, akiknél cardioembolia, egyéhidgia vagy nem tisztazott etiologia
miatt bekovetkezett stroke-os éallapotot detektalésk MRI felvételeiken egy vagy tdbb
lacunaris és nagyér infarctus volt kimutathatd. ételgek ily mdodon tortén csoportba
rendezeése a statisztikai szempontbdl alacsonyzésetdk miatt volt szikséges.

A vizsgalatba bevont kontroll csoport tagjai (ana&zistk alapjan) nem szenvedtek
stroke eseményben, MRI és CT felvételeiken neural@valtozas nem volt megfigyeltdet
A betegekhez korban illeszk&degészséges személyek kivalasztasa random madéntto

3.2. Alkalmazott molekularis bioldgiai eljarasok
3.2.1. PCR reakcid

Vizsgalatainkat EDTA-val alvadasgatolt periférider vfehérvérsejtjeil rutin
kis6zdsos modszerrel kinyert DNS mintakon végeztlik A DNS adott szekvenciajara
specifikus, altalunk tervezett szintetikus oligoladatid primerek segitségével, polimeraz
lancreakcio (PCR) soran toértént az amplifikacio.

3.2.2. RFLP mddszer

A restrikciés endonukledzzal tort€nemésztés utan az inkubdlds az enzim
hémérsékleti igényeinek megfetein tortént. A modszerek megtervezésénél figyelembe
vettiik, hogy a felsokszorozni kivant DNS szakaszlegyen egy obligat hasitasi hely,
melynek segitségével ellémzhettiik az enzim megfelemikodését.

3.2.3. Direkt szekvenalas
A DNS szekvencia meghatarozasa, eredményeink $stjgnek igazolasa néhany

minta direkt szekvenélasaval tértént, egy ABI Pri3h00 Avant tipust automata szekvenalo
készlléken. A szekvenciak analizise a Winstar gaigirogramcsomag segitségevel tortént.



3.3. Statisztikai analizis

Az 6sszes klinikai adat atlag + SEM értékként waltiihtetve. Kolmogorov-Smirnov-
teszt segitségével allapitottuk meg a valtozokzédsat. Normal eloszlas esetén paraméteres
probakat, mig a nem-normal eloszlasu valtozoknél-paraméteres prébakat alkalmaztunk.
Kruskal-Wallis-teszttel az egyes csoportok értékerti tényleges kulénbségeket tudtuk
megvizsgalni. Normal eloszlast, diszkrét valtozésetébeny” —tesztet hasznaltunk a
csoportok klinikai és laboratériumi  paraméterei d&fiz kiulonbségek paronkeénti
0sszehasonlitdsahoz, valamint a két gén kozti fdpecikombinaciok esélyhanyadosanak
(Odds Ratio, OR) szamitasanal. Student-féle pateszttel dolgoztunk normal eloszlasu,
folytonos valtozok esetében, két csoport paramiéekevizsgalatdhoz, mig a nem-normal
eloszlasu valtozék esetén Mann-Whitney-tesztetraléatunk.

Ugyanakkor a Mann-Whitney-tesztet hasznaltuk a nikdi paraméterek
kilonbségeinek Osszevetésére a betegcsoport éteolkasoport kdzott. A logisztikus
regresszio modelljével dolgoztunk a korrelacié emmlsoran és az esélyhanyadosok pontos
megadasanal. A szignifikancia (p) hatarértéke p50rBig a konfidencia intervallum (CI)
95%-0s volt minden egyes szamitasnal. Az allélédsszanulmanyozva, minden érték mind
az egyes stroke alcsoportokban, mind a kontrolpegban megfelelt a Hardy-Weinberg
egyensuly kévetelményeinek.

4. EREDMENYEK
4.1. A GCKR és az APOAS gének vizsgalata

Az allélfrekvenciakban szignifikans eltérést figyak meg azAPOA5gén promoter
exonban talalhaté C56G varians esetében. Az ORefrt@apjan: az 6sszes varians esetében,
minden egyes stroke alcsoport minor allél-hordozésglamosit az ischemids stroke
kialakulasara, egyetlen kivétellel: a C56G variaam mutatott szignifikans emelkedést a kis
eres alcsoportban a kontrollokhoz képest. A T12p8IBnorfizmus egyik stroke alcsoportban
sem mutatott szignifikans kilénbséget a kontrolyestgkhez viszonyitva. ASCKR gén
rs1260326 (C1337T) variansa hasonl6 allélfrekvemuidtatott mind a stroke alcsoportokban,
mind a kontroll csoportban. Az 6ssz&POA5varians esetében azok az egyedek, amelyek
hordoztak a -1131C, 1259C és IVS+G476A minor dtiélea nem-hordozokhoz képest a
triglicerid-szintekben szignifikans emelkedést niiaie mind a stroke-os, mind a kontroll
csoportokban. Ezzel ellentétbenGCKR gén minor allélje, a 1337T allél nem mutatott
semmiféle dsszefliggést a triglicerid-szint valtok&al, sem a stroke-os betegekben, sem a
kontrollokban. Az OR értékeket a kor, nem, BMI, remé 6sszkoleszterin-szint, ischemias
szivbetegség, hypertensio, diabetes mellitus, da#dn és alkoholfogyasztas a csoportok
kozott fennallé kulonbségeire minden esetben kalug. Vizsgalataink soran a korrigalt OR
értékek azt mutatjak, hogy a -1131C, 56G és az tM3BA minor allélek hordozasa
fuggetlen rizikofaktor az ischemias stroke kiald@a#lban. Ezzel ellentétben semAROAS
1259C allél, sem &CKR gén 1337T allél hordozasa nem mutatott asszociacistroke
manifesztacidjaval, sem hajlamositd- semovigatasat nem tudtuk igazolni (1. tablazat).

Az egyes I6kuszok 0nall6 genetikai analizisén kivé GCKR gén C1337T
variansanak és a&POAb5polimorfizmusainak specialis kombinacioit is eletid. Az 6nallo
APOAb5genotipusokat &CKRgén C1337T genotipusaval kombinélva tanulmanyoztuk
Négy csoportot képeztink az dss2d30A5variansbol a kovetkékeppen: NHi337rNHr-
11316 NHc1sa7rHr11316 HeissrrNHT.1131c €S HeisszrHr11316 @hol az ,NH” (nem hordozo)
jeldli a vad genotipust; a ,H” (hordozd) a variansor allél hordozasat.



A genotipusok specialis kombinacidjaban — 6sszetitiga az egyedi esélyhanyados
értékeivel — az OR értékek jelént emelkedést mutattak az egyes csoportokban,
szignifikansan hajlamositottak a stroke kialakulas& stroke relativ kockazata emelkedett
0s betegben; a dis37rHivs+ca7ea @ Kis ér-, a kevert ér csoportokban és az 6sspaee0s
betegben; a Hss;tHcsec Nagy ér-, a kevert ér csoportokban, valamint azés stroke-os
betegben. A is37rHr.1131c €Setében alacsonyabb OR értéekek mutatkoztak aesistoke-
os betegben, valamint a nagy ér és kevert ér gl csoportokban. A tébbi kombinacidban
nem tudtuk detektalni a betegségre valdé hajlamsisitdabar az egyed\POADS variansok
szignifikans asszociaciot mutattak az emelkedatt-ebgyomri triglicerid-szinttel az 6sszes
stroke alcsoportban, a specifikus genotipus kontikban csak a Hss7rHri2506 Heissrr
Hivs+ca7ea (Kis ér, 0sszes stroke-os beteq) és @sdtrHcssc (0sszes stroke-os beteq)
csoportoknal jelentkezett hasonlo6 hatas (2. tablaza

A GCKRgén C1337T polimorfizmusa asszociaciot mutat tagid-szint valtozassal
és hajlamosithat a diabetes mellitus kialakulasaral337T allél hordozasa emelkedett
triglicerid-szinttel, de alacsonyabb éhgyomri plazgiliikoz-szinttel tarsul; a dyslipidemiara
valé hajlam magasabb, viszont a hyperglycemiarad Mahjlam csokken. Az altalunk
tanulmanyozott populaciéban a diabeteses egyedekmelkedett hajlamot figyeltiink meg az
ischemias stroke kialakulasara (korrigalt OR éiiteld69* kis ér; 4.537* nagy ér; és 6.157*
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csoport, az 6sszes stroke-os beteg) rizikofaktomiaknyult a stroke manifesztaciojanak
viszonylataban, azonban a statisztikailag alacsamyntaszam miatt messzengen
kovetkeztetéseket ezallaz eredményekdh nem vonhatunk le.

4.2 A GALNT2 és MLXIPL génlokuszok vizsgalata

Mind a triglicerid-szint mind az 0sszkoleszteriirg értékek szignifikansan
magasabbak voltak a stroke betegpopulaciéban,arkonhtroll csoportban.
A medfigyelt allélfrekvenciakban nem talaltunk szftkans kilonbséget a betegek és a
kontrollok kozétt egyik polimorfizmus esetében sdaredményeink egyezést mutattak az
eurdpai eredétkaukazusi populacio kozolt allélfrekvencia-adadhifvww.hapmap.ory A
vizsgélt populédciéban sem az rs4846914-G sem azl4&38-C sem az rs3812316-C
variansok nem hajlamositanak ischemias strokeKkaddaara még homozigéta formaban sem
(3. tAblazat).

Az rs17145738, rs3812316 és az rs4846914 poliarofsoknal az atlag vér lipid
koncentracié nem kilénb6zott szignifikansan a leigota és homozigota hordozékban a
nem-hordozokhoz képest, egyik stroke-os betegcmposem (4. tdblazat).

4.3. Az ANGPTLS3, CILP2 és a TRIB1 génlékuszok vizsgata

A vizsgélt rs16996148, rs17321515, rs12130333 amnaok allélfrekvencidinak
0sszehasonlitAsa soran nem tudtunk szignifikanéréseit kimutatni az egyes stroke
alcsoportok, az dsszes stroke-os beteg és a Kokthkidzott egyik polimorfizmus esetében
sem. A vizsgalt funkcionalis variansok hordozasa &zérum triglicerid- és dsszkoleszterin-
szint kozott nem talaltunk Osszefliggést (5. tahjazA minor allélt (rs16996148-T,
rs17321515-G, rs12130333-T) hordozokban, a szinén tudtunk megfigyelni szignifikans
valtozast a betegség kockéazatara nézve az OR Kkékegaldsa utan (6. tablazat).



1. Tablazat: Az APOA5 és GCKR géenvariansok lipidpaamétereire gyakorolt hatasa és logisztikus regresss analizise

Stroke-0s betegcsoport K
— - - ontroll
Kiser Nagyér Kevert Osszes beteg (n=172)
APOA5 (n=232) (n=139) (n=142) (n=513)
T-1131C TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC
(n=197) (n=30+5) (n=118) (n=19+2) (n=119) (n=19+4) (n=434) (n=68+11) (n=159) (n=12+1)
Triglicerid (mmol/l) 1.68+0.04 1.97+0.15% 1.73+0.06 2.11+0.20* 1.72+0.04.99%+0.17*| 1.70%0.03 1.92+0.09% 1.51+0.04 1.8448.1
OR* 1.937 2.81% 3.53% 2.929
(1.026 — 4.541) (1.114 — 7.104) (1.421 — 8.781) (1.418 — 6.051)
T1259C
TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC TT TC+CC
(n=190) (n=40+2) (n=113) (n=25+1) (n=112) (n=28+2) (n=415) (n=93+5) (n=145) (n=27+0)
Triglicerid (mmol/l) 1.67£0.04 1.97+0.12% 1.73+0.07 2.00+0.14* 1.71+0.04.94+0.14*| 1.69+0.03 1.89+0.07% 1.50£0.04 1.6940.C
OR* 1.211 1.204 1.952 1.466
(0.616 — 2.381) (0.560 — 2.588) (0.932 — 4.091) (0.838 - 2.566)
IVS+G476A
GG GA +AA GG GA +AA GG GA +AA GG GA +AA GG GA +AA
(n=201) (n=30+1) (n=125) (n=14+0) (n=121) (n=20+1) (n=447) (n=64+2) (n=163) (n=9+0)
Triglicerid (mmol/l) 1.67+0.04 2.05£0.16* 1.73t0.06 2.28+0.21* 1.70+0.0@.09%+0.17*| 1.69+0.03 2.00+0.09% 1.52+0.04 1.8040.1
OR* 2.439 1.888 3.89% 3.173
(1.272 — 6.120) (1.252 — 5.464) (1.445 - 10.489) (1.408 — 7.150)
C56G
CcC CG +GG CcC CG +GG CcC CG +GG CcC CG +GG CcC CG +GG
(n=205) (n=25+2) (n=118) (n=21+0) (n=121) (n=20+1) (n=444) (n=66+3) (n=160) (n=12+0)
Triglicerid (mmol/l) 1.64+0.03 1.95+0.13% 1.74+0.06 2.02+0.14* 1.73+0.064.91+0.12*| 1.69+0.03 1.96+0.08% 1.52+0.04 1.66483.C
OR* 2.156 2.873% 2.939 2.316
(0.836 — 5.561) (1.086 — 7.601) (1.079 — 8.010) (1.059 — 5.067)
GCKR
C1337T CcC CT+TT CcC CT+TT CcC CT+TT CcC CT+TT CcC CT+TT
(n=55) (n=125+52)| (n=34) (n=77+28) | (n=34) (n=77+31) | (n=123) (n=279+111)| (n=48) (n=80+44)
Triglicerid (mmol/l) 1.63+0.06 1.684£0.04| 1.79+0.12 1.78£0.07 1.94+0.12 .7040.06 | 1.76+0.06 1.72+0.03 1.58+0.09 1.51+0.04
OR* 1.585 1.231 0.976 1.289
(0.867 — 2.899) (0.638 — 2.374) (0.498 — 1.914) (0.790 — 2.104)
Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek. A triglide- szint értékei mmol/l-ben értefid *p<0.05 vs. nem hordozé egyénéKorrigalt OR érték (95% Cl): kor, nem, BMI, szérum
Osszkoleszterin, ischemias szivbetegség, hypentatisbetes mellitus, dohanyzas- és alkoholfoggaszzokasokban fennallé kiildbnbségekre korrig&lwa0.05 vs. kontroll csoport.




2. Tablazat: Az APOAS és GCKR génvariansok specifiks kombinaciojanak hatés-vizsgélata és logisztikuggresszids analizise

GCKRC1337T -APOA5T-1131C

GCKRC1337T -APOA5T1259C

GCKRC1337T -APOA5 IVS+G476A

GCKRC1337T -APOA5C56G

NH C1337T NH T-1131C

H C1337TH T-1131C

N H C1337T N H T1259C H C1337TH T1259C N H C1337TN H IVS+G476A H C1337TH IVS+G476A N H C1337T N H C56G H C1337TH C56G
R (n=47) (n=25) (n=44) (n=31) (n=48) (n=24) (n=50) =p2)
o NN
oL TG 1.65+0.05 1.79+0.13 1.67+0.06 1.88+0.10* 1.67+0.06 1.92+0.12* 1.60+0.06 1.96+0.16
X ¢':|, OR* 1 2.809* 1 1.483 1 4.400* 1 2.200
(1.189-6.631) (0.727-3.028) (1.545-12.533) (0.918-5.272)
. (n=28) (n=15) (n=27) (n=19) (n=30) (n=10) (n=31) =11)
GO o
%Q TG 1.73+0.13 1.96+0.26 1.70+0.14 1.96+0.18 1.71+0.12 2.22+0.29 1.77+0.12 2.02+0.16
1
22w X 2.619* X 1.481 X 2.993 X 2.903*
(1.010-6.790) (0.665-3.303) (0.911-9.447) (1.155-7.297)
. (n=27) (n=16) (n=25) (n=21) (n=27) (n=14) (n=30) ={7)
+ N
gy TG 1.84+0.13 1.84+0.20 1.83+0.13 1.80+0.16 1.84+0.13 1.98+0.22 1.93+0.13 1.89+0.14
CET X 2.897* X 1.768 X 4,563 X 2.833*
(1.124-7.467) (0.797-3.923) (1.477-14.096) (1.117-7.186)
o (n=102) (n=65) (n=96) (n=71) (n=105) (n=48) (n=111) (n=57)
(90)
ﬁ %’5 TG 1.72+0.05 1.86+0.09 1.72+0.06 1.88+0.08* 1.73+0.05 2.00+0.10* 1.74+0.06 1.95+0.09*
[%2]
8o g o 1 2.780* 1 1.557 X 4.023* 1 2.568*
(1.267-6.102) (0.832-2.913) (1.501-10.783) (1.173-5.622)
- (n=44) (n=9) (n=40) (n=19) (n=44) (n=5) (n=45) (n=9
O~
=
é i_l/ TG 1.53+0.09 1.68+0.10 1.54+0.10 1.63+0.08 1.55+0.09 1.70+0.18 1.57+0.09 1.61+0.06

Az értékek atlag + SEM-ként szerepelnek. A trigiide- szint értékei mmol/l-ben értesid
+~NH": hordozza a vad genotipusti’: legkevesebb egy varians allélt hordoz az alsiéxten jeldlt SNP-&.
#OR a NH-NH" genotipushoz lett viszonyitva, (95% CI). *p<0.05.




3. Tablazat: A GALNT2 és az MLXIPL génlokuszok variansainak logisztikus regresszios afizise

Stroke-os betegcsoport

Kisér Nagyér Kevert Osszes beteg
(n=212) (n=127) (n=128) (n=467)
GALNT2rs48469140R
G allél hordozok 1.021 (0.579-1.802) 1.801 (0.928-3.497) 1.277 (0.667-2.446) 1.318 (0.821-2.116)

GG homozigotak

1.104 (0.548-2.225) 1.202 (0.565-2.560) 1.214 (0.545-2.705) 1.174 (0.653-2.112)

MLXIPL rs17145738R
C allél hordozo6k
CC homozigotak

3.933 (0.347 —44.609) 1.238 (0.119 —12.855) 2.058 (0.146 —28.985) 1.877 (0.299 —11.777)
1.435 (0.762-2.702) 1.047 (0.524-2.093) 1.264 (0.616-2.593) 1.229 (0.734-2.055)

MLXIPL rs38123160R
C allél hordozok
CC homozigotak

1.015 (0.138-7.459) 1.238 (0.119 — 12.855) 0.226 ( 0.031-1.654) 0.682 (0.141-3.295)
1.825 (0.962-3.597) 1.085 (0.537-2.194) 1.653 (0.771-3.544) 1.354 (0.793-2.313)

*Korrigalt OR érték (95% ClI): kor, nem,
kiillonbségekre korrigalva. *p<0.05.

BMI, szérirsszkoleszterin, ischemias szivbetegség, hypestatiabetes mellitus, dohanyzas- és alkoholfoggaszrzokasokban fennalld
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4. Tablazat: A GALNT2 és az MLXIPL génlokuszok polimorfizmusainak lipidparaméterekre gyakorolt hatasa

Kisér
(n=212)

Nagyeér
(n=127)

Stroke betegcsoport

Kevert
(n=128)

Osszes
beteg
(n=467)

Kontroll
(n=156)

GALNT2 S . MLXIPL C - ; MLXIPL o - .
14846914 Triglicerid Osszkoleszterin (17145738 Triglicerid  Osszkoleszterin (3812316 Triglicerid  Osszkoleszterin
AA n=70 1.69+0.06 5.74+0.13 TT n=4 1.73+0.06 5.78+0.88 GG n=5 1.6+0.10 5.24+0.23
AG+GG TC+CC GC+CC
N=96+46 1.68+0.04 5.94+0.09 N=54+154 1.68+0.03 5.87+0.08 N=44+163 1.68+0.03 5.89+0.08
AA n=36 1.64+0.09 6.08+0.21 TT n=2 1.05£0.15 6.15+0.75 GG n=2 1.05+0.15 6.15+0.75
AG+GG TC+CC GC+CC
N=64+27 1.87+0.08 5.88+0.13 n=28+97 1.81+0.06 5.93+0.11 n=25+100 1.82+0.06 5.93+0.11
AA n=49 1.77+0.09 6.05+0.24 TT n=2 1.50£0.10 8.55+0.05 GG n=4 2.1+0.24 7.40x1.4
AG+GG TC+CC GC+CC
N=57+22 1.76+0.08 5.77+0.14 n=23+103 1.77£0.06 5.83+0.12 n=18+106 1.76+0.06 5.83+0.12
AA n=155 1.71+0.04 5.92+0.11 TT n=8 1.50£0.11 6.56+0.61 GG n=11 1.7+0.18 6.19+0.57
AG+GG TC+CC GC+CC
n=217+95 1.76x0.04 5.88+0.07 n=105+354 1.74+0.03 5.88+0.06 n=87+369 1.74+0.03 5.88+0.06
AA n=55 1.63+0.08 5.31+0.12 TT n=3 1.47+0.15 4.97+0.98 GG n=3 1.47+0.15 4.97+0.98
AG+GG TC+CC GC+CC
n=76+25 1.51+0.04 5.32+0.09 n=40+113 1.55+0.04 5.32+ 0.07 n=34+119 1.55+0.04 5.32+0.07

Az értékek + SEM-ként szerepelnek. *p<0.05 vs. memloz6 egyének. A triglicerid és dsszkoleszterszint értékei mmol/l-ben értebkl
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5. Tablazat: Az ANGPTL3, CILP2 és TRIB1 l6kuszok visgalata

Stroke-os betegcsoport

— _ - Kontroll
Kisér Nagyeér Kevert Osszes beteg (n=168)
(n=183) (n=135) (n=141) (n=459)
CILP2 GG TG+TT GG TG+TT GG TG+TT GG TG+TT GG TG+TT

rs16996148 n=152 n=29+2 n=117 n=18+0 n=124 n=17+0 n=393 n=64+2 n=145 n=21+2

T(r:glrlri:;;:;j 1.68+0.04 1.66+0.10 1.77+0.06 1.89+0.19 1.79+0.06 1.56+0.15 1.74+0.03 1.70+0.08 1.55+0.04 1.43+0.08

Oss(zr‘:fr’]'%svzl)ter'” 5.87+0.09 5.80+0.21 5.99+0.12 5.58+0.31 5.86+0.12 6.18+0.36 5.90+0.06 5.84+0.16 5.38+0.08 5.30+0.20

TRIB1 AA GA+GG AA GA+GG AA GA+GG AA GA+GG AA GA+GG
rs17321515 n=46 n=98+39 n=34 n=79+22 n=34 n=65+42 n=114 n=242+103 n=54 n=75+39
T{:g'r'rf;;'l;’ 1.75:0.08 1.65:0.04 1.77+0.10 1.79+0.07 1.70+0.11 1.78+0.06 1.74+0.06 1.73+0.03 1.51+0.05 1.54+0.05

OSS(Z:;?Y']%T‘/ZI;E”” 5.73£0.19 5.90+0.09 5.99+0.18 5.91#0.13 5.65+0.26 5.98+0.13 5.79+0.12 5.93+0.07 5.31#0.13 5.40+0.09
ANGPTL3 cc TC+TT cc TC+TT cc TC+TT cc TC+TT cc TC+TT

rs12130333 n=118 n=59+6 n=92 n=39+4 n=91 n=45+5 n=301 n=143+15 n=114 n=44+10

T{:ﬁ'r:;:;;'l;j 1.70+0.05 1.63+0.06 1.79+0.08 1.78+0.10 1.78+0.07 1.73+0.08 1.75+0.04 1.70+0.05 1.51+0.05 1.58+0.06

OSS(Z:;?Y'%T/ZI;E”” 5.90+0.12 5.78+0.12 5.98+0.13 5.84+0.19 5.76+0.15 6.15+0.19 5.88+0.08 5.91+0.09 5.38+0.09 5.35+0.13

Az értékek + SEM-ként szerepelnek. *p<0.05 vs. memlozo egyének. A triglicerid és dsszkoleszterazint értékei mmol/l-ben értetkl
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6. Tablazat: Az ANGPTL3, CILP2 és TRIB1 lokuszok Igisztikus regressziés analizise

Stroke-os betegcsoport
Kisér Nagyér Kevert Osszes beteg
(n=183) (n=135) (n=141) (n=459)
CILP2 Korrigalt 1.641 0.824 0.598 1.050
rs16996148 OFR’ (0.762 - 3.534) (0.341 - 1.993) (0.230 - 1.551) (0.556 - 1.983)
TRIB1 Korrigalt 1.640 1.718 1.656 1.563
rs1732151f OR’ (0.885 - 3.036) (0.876 - 3.370) (0.859 - 3.195) (0.965 - 2.533)
ANGPTL3 Kaorrigalt 0.927 1.260 0.941 1.078
rs1213033: OR’ (0.512 - 1.677) (0.681 - 2.334) (0.490 - 1.805) (0.669 - 1.737)
*Korrigalt OR érték (95% ClI): kor, nem, BMI, széridisszkoleszterin, ischemias szivbetegség, hypestetiabetes mellitus, dohanyzas- és alkoholfoggasszokasokban
fennallé kiilonbségekre korrigalva. *p<0.05.
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5. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE ES KOVETKEZTETESEK

5.1. Az APOAS5 és GCKR gének egyedi és egylttes sxae

Hosszu id ota a trigliceridek szerepe a kulénbozerebrovascularis betegségekben,
beleértve az ischemias stroke-ot is a kutatasokiantjaban all. Az eredmények tovabbra is
vitatottak, a triglicerid emelkedés mechanizmusafeliérképezése mér elkextbtt, igy
lehettiség nyilt az APOA5 és GCKR gének lehetséges szerepének tisztazasara. A
posztgenomikus korszak kezdete 6ta szadmos Uj génbaitottak, melyek hatdssal vannak a
triglicerid metabolizmusra, igy aAPOA5 gén variansai is. Ezek a polimorfizmusok -pl.
C56G- képesek befolyasolni a protein transzkripcadhi masodlagosan maédosithatja az
APOA5és a lipoprotein lipaz kozotti interakcidt, végikeringésben |&y triglicerid-szintek
emelkedéséhez vezet. Jelenlegi vizsgalatainkban todtgk efsiteni a korabbi kutatasok
eredményeit, miszerint van 0sszefliggés az egyes@dizmusok és a triglicerid-szint
emelkedés valamint a stroke kialakulasa kozott.

A Diabetes Genetics Initiative (DGI) teljes genomsszociacios tanulmanyaban a
GCKRgén rs780094 variansa asszociaciot mutatott az@igebb éhgyomri glycemiaval, a
kisebb inzulin rezisztenciaval, valamint kisebb osaliriséggel alakult ki a ll-es tipusu
diabetes a minor allélt hordozé egyedekben. Az68326 (Leud446Pro) 6sszefliggésben all
az emelkedett plazma triglicerid-szinttel, védhetx &hgyomri glycemiaval és az
insulinemiaval szemben, valamint T minor alléljel&¥&zerepet tolthet be a diabetes mellitus
[I-es tipusaval szemben.

Az APOA5gén T-1131C, IVS+G476A és C56G polimorfizmusa esetéAgnifikans
allélfrekvencia eltérést figyelhettink meg a stroke betegekben a kontroll csoporttal
dsszehasonlitva, valamint asszociaciét mutattakzignifikansan emelkedett triglicerid-
szintekkel a stroke-os betegekben a kontrollokkgybevetve és szoros oOsszefliggést
detektalhattunk az ischemias stroke manifeszta@bjés. Ezzel szemben &CKR gén
rs1260326 variansanak vizsgalatakor, nem tudtumgngikans eltérést detektalni az allél
frekvenciaban a kontroll csoporttal 6sszehasonliésaszignifikans triglicerid-szint eltérést
sem talaltunk, valamint a varians nem hajlamosidattischemias stroke megbetegedésre.
Ugyanakkor az 6sszes stroke-os alcsoportban medffigfvé valt az alacsony mintaszam
ellenére, hogy a diabetes mellitusban szeéimstegek szignifikansan magasabb hajlammal
rendelkeznek az ischemias stroke megbetegedésre.

Osszefoglalva eddigi eredményeinket, megallagithabgy azAPOA5 gén minor
alléljei esetében magasabb allélfrekvenciat tudkimutatni a stroke-os betegekben, mint a
kontroll csoportban, valamint a tanulmanyozott &asok és a triglicerid-szint emelkedés
kozott szignifikans 6sszefliggeést tudtunk detektéhai APOA5polimorfizmusok lehetséges
rizikofaktorként mutatkoztak a magyar populaciolaanischemias stroke manifesztacidjaban
a vizsgalatok soran. ASCKR gén esetében semmiféle triglicerid-szint emkatast sem
figyeltink meg, valamint a betegségre valé hajlasen tudtuk igazolni, igy elmondhato,
hogy a GCKR gén a magyar populacioban nem bizonyult fliggetierkofaktornak az
ischemias stroke kialakuldsara nézve. AROA5 és GCKR gének négy kombinaciojanak
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a kulorib@csoportokban ezen gének kombinacidja
szignifikans dsszefliggést mutatott a trigliceridszk valtozasaval, és emelkedett hajlamot a
stroke manifesztaciéjaban.
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5.2. A GALNT2 és az MLXIPL génlékuszok szerepe

Az éaltalunk tanulmanyozott SNP-ek, st XIPL génlokusz rs17145738 és rs3812316
varidnsainak és @ALNT2gén rs4846914 polimorfizmusanak triglicerid-saneb szerepét
mar korabban leirtak, és azok fliggetlen rizikofekdat jelennek meg a cardiovascularis
betegségekben, valamint az atherosclerosisban tis jeentségik. Az MLXIPL gén
rs17145738 variansa a kulonkdozopulaciokban asszociaciot mutatott az emelkedett
triglicerid-szinttel (eurdpai, dél-azsiai, kinai,lasz populaciéban), azonban a HDL-
koleszterinnel valé korrelaciot Kathiresan és muaksai nem tudtak medesiteni.
Eredményeinkben nem tudtunk az rs17143758 polimods és a triglicerid vagy
koleszterin-szint kozo6tt asszociaciot felfedni, amalint nem talaltunk nagyobb hajlamot a

Az MLXIPL gén rs3812316 variansanak vizsgalatakor a kulé@htkdratocsoportok
eltés eredményekre jutottak. A japan populacioban igaztldtdk a polimorfizmus és az
emelkedett triglicerid-szint kozotti korrelaciotzanban a kdzép-eurdpai populacioban nem
tudtak megismételni ezeket az eredményeket. A miggypulaciéban szintén nem tudtunk
korrelaciot kimutatni az rs3812316 és a plazmdi¢agd-szint koncentracidja, valamint az
dsszkoleszterin-szint értékek kozott, illetve alstrra valo hajlamositas kozott.

Az rs3812316 és az rs17145738 variansdisa kapcsoltak varianst adLXIPL
régioban. Ez a kapcsoltsag meigti, hogy vizsgalataink soran a RAt XIPL varians kozul
egyiknél sem talaltunk Osszefliggést a SNP-ek ésghcerid-szintek, valamint a stroke
manifesztacioja kdzott.

A harmadik varians, &ALNT2rs4846914 valtozata, melyet triglicerid-szint etnés
HDL-koleszterin-szint csokkefitpolimorfizmusként irtak le, azonban a &éki kutatdsok a

Az rs4846914 és a plazma triglicerid-, vagy azzkskeszterin-szint kdzott nem
talaltunk asszociaciot; a varians nem bizonyultamapsito faktornak az ischemias stroke-ra
sem. Mindent egybevetve, eredményeink azt sugalljagy a magyar stroke-os betegekben
az rs17145738, rs3812316 és az rs4846914 polimmépk nincsenek asszociacioban a

V4

kialakulasara sem.
5.3. Az ANGPTL3, CILP2 és a TRIB1 génlokuszok szepe

A tanulmanyozott polimorfizmusokat, az rs16996188_P2 lokusz), az rs17321515
(TRIB1 l6kusz) és az rs1213033BNGPTL3I6kusz) mar korabban leirtak triglicerid-szint
csokkend variansokként, valamint a dyslipidemia kdzottizassaciojukat. Willer és kollégai
ezenfelll kimutattdk a coronaria betegséggel vakszéflggést is. Az rs12130333
polimorfizmus intergénikus, de @&@en kapcsolt a triglicerid-szint csokkenéssel asazut
mutatbANGPTL3génnel,azonban nem tudtunk triglicerid-szint c&iildst detektalni.

Egy teljes genom asszociacios tanulmanyban a®@&16l8 polimorfizmust £I1LP2
génldkusz mellett triglicerid-szint csokkéntvariansként detektaltak, azonban ezt az
eredményt sem a japan, sem az A&ltalunk vizsgéltyanagopulacioban nem tudtuk
alatamasztani.

A human tribbles-1 génldkusz elemzése soran,l¥B81515 polimorfizmus esetében
sem tudtunk semmiféle kapcsolatot megfigyelni gliterid-szint valtozas és az ischemias
stroke manifesztacidja kozott. Osszegzésként elmatiuk, hogy a magyar ischemias stroke-
0s betegpopulacibban nem talaltunk szignifikansrekaciét az analizalt variansok és a
triglicerid-szint valtozasok kdzott.
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6. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

l. Az APOAS5 gén természetes variansainak vizsgalata soran agigattuk, hogy
minden stroke-os csoportban és a kontroll egyémekbeszignifikdnsan magasabb plazma
triglicerid-szint jelent meg a -1131C, 56G, IVS3647és 1259C allélek hordozasakor.

Il. A GCKRgén 1337T alléljenek hordozasakor egyik stroke agbpn sem mutatkozott
plazma triglicerid-szint eltérés, 6ts a GCKR allélek tobb esetben aAPOA5 gén
polimorfizmusainak triglicerid-szint emtehatasat is lerontottak.

. Az APOAbgén -1131C és az IVS3+476Mélek hordozasa fliggetlen rizikofaktorként
jelentkezett minden stroke-os csoportban. A C56ama esetében is a fenti megfigyeléseket
tetttik, a kisér etioldgiaju csoport kivételével. APOA5gén T1259C polimorfizmusa és a
GCKR gén C1337T varidnsa nem bizonyult hajlamosité t&nyek az ischemids stroke
kialakulasaban.

IV. Az APOAGS és GCKR gének természetes genotipus kombinaciok minoljéalkk
hordozésa hajlamosit a kulonlsogtroke alcsoportokban a stroke kialakulaséra atk@d
kombinaciokbanGCKRC1337T -APOA5T-1131C;GCKRC1337T -APOA5IVS+G476A ;
GCKRC1337T -APOA5C56G. AGCKR C1337T -APOA5T1259C genotipus kombinacio
nem bizonyult fliggetlen kockazati tényeek.

V. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogyMizXIPL génlokusz rs17145738 és
rs3812316, valamint &ALNT2 génldkusz rs4846914 polimorfizmusai ischemiaskstas
betegekben nem tarsulnak emelkedett plazma triglic&koncentracioval, és nem
hajlamositanak az ischemias stroke kialakulaséra.

VI. Az ANGPTL3I6kusz rs12130333, €ILP2 l6kusz rs16996148 és BERIB1 l6kusz

rs17321515 variansai nem mutattak szignifikans d@fsggést sem a triglicerid-szint
valtozasokkal, sem az ischemias stroke-ra val@imajial a magyar populaciéban.
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