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BEVEZETES

A gazdasagilag fejlett orszdgok halalozasi stakigittan
évtizedek Ota vezéthalalokok a kilénbdg létfontossagu szervek
ereit érind (elsorban az agyi, a sziv- és egyéb érrendszeri)
betegségek. Az e betegségekhez vezemlamint az ezeket
szowwdmeényként okozo6 kérképek (pl. cukorbetegség, métalso
szindroma) ol ismert rizikéfaktorai kozé tartoznak veér
kilonbd®d zsirnent Osszetetinek, a szérum lipideknek a
valtozasai, 6sszefoglaldoan az ugynevezett dyskpidak. Az ide
tartoz6 elvaltozdsok a kovetkdz a szérum o6sszes koleszterin, a
triglicerid, az alacsonyisiseédi lipoprotein (LDL = low density
lipoprotein) szintjének emelkedése, valamint a reagaisédi
lipoprotein (HDL = high density lipoprotein) sziétjek
csokkenése.

Az elmult években sok felfedezés tortént a fensdelt
sulyos és gyakori betegségek genetikai hatterémehetikai
meghatarozottsaganak kutatasaban. Olyan genetiék@ngokat
ismertink meg, amelyek 0&sszefliggésbe hozhatok amseg
elvaltozasok patogenezisével.

A szérum lipidek szallitsat és bizonyos metabalizat az
agynevezett apolipoproteinek (APO A-B-C-E) szabahak. Az
APOAS5 gén altal kédolt ApoA-V fehérje a szérum triglicer
szintjének szabalyozasaban jatszik kozponti szerepezAPOAS
gén defektusai koros szérum triglicerid szintethainak maguk
utan (Pennacchio 2001, 2002, Eichenbaum-Voline 2004

A dolgozatom alapjaul szolgald kutatdsokban ezzel,
apolipoprotein Abgén variansainak — az atlag magyar népesseéget,
metabolikus szindromas valamint stroke-os betegékethen — a
szérum triglicerid szintjére gyakorolt hatasavajlatkozom.

Bar az emberi génallomany nagyobb részt minden gehe
azonos, van egy bizonyos olyan valtozatossag, elyano
polimorfizmus-profil, amely minden egyénre egyediiellemz.
Az azonossagok és a polimorfizmusok vizsgalatavaményeink
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szerint — egy i utdn lehaiség nyilik a betegségek genetikai
szinten tortéé diagnosztizalasara, és ugyancsak a genetikai
szinten tortéd javitasara és/vagy gyogyitasara, személyre szabott
medicinara is.



CELKIT UZESEK

Az atlag magyar népességbensfetduld, kilonbéd szérum
triglicerid koncentraciéju egyének APOA5 génjénekyes
variansainak vizsgalataval a kvetkezljaink voltak:

1. AzAPOA5gén -1131C, 56G, IVS3+476A és 1259C alléljeinek
feltérképezése a magyar populaciéban, az allélakaysaganak
dsszehasonlitdsa més, az irodalombdl ismert papaladatokkal.

2. Az APOA5 gén gyakori természetes variansainak (T-1131C,
C56G, IVS3+G476A és T1259C) vizsgalata a szérugliderid
szintekkel 6sszefliggésben.

3. Az APOA5 haplotipusok eéffordulasi gyakorisaganak
vizsgélata.

4. A haplotipusok és a szérum triglicerid szinteketkeges
asszociacidjanak felderitése.

Tovabbi célul #ztik ki kilonbdZ betegcsoportok (metabolikus
szindroma és stroke) vizsgalatat, az APOA5 gémmuaofizmusai
és a szérum triglicerid szint 6sszeflggésenek kopasdban:

5. Talalhat6-e 0Osszefiggés metabolikus szindromasegbk
APOAS5 gén alléljeinek tipusai és a betegek szérum ¢agli
szintje kozott?

6. Felfedezhéte az ebz6hdz hasonlé kapcsolat stroke-os
betegeknél is, és van-e kulénbség a kulobdétroke-os
alcsoportok kozott?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Betegek

Az atlag magyar népessegAPOA5S variansainak
vizsgélataihoz haszndlt vérmintdk a Vas Megyei Madvszky
Lajos Altalanos, Rehabilitaciés és Gyogyfiirdorhaz, Egyetemi
Oktaté Korhdz szombathelyi telephelyénikiids Kozponti
Laboratoriumabdl szarmaztak.

A metabolikus szindromas (MSZ) és a stroke-os lakteg
elemzéséhez a mintak részben az Orvosi Genetikgzdn
biobankjdban talalhaté archivumbol kerlltek ki,ztdsn a gyulai
Pandy Kalman Koérhaz Neurolégia és Agyérbetegséegek
Osztélyarol szarmaztak.

Az egyes elemzésekhez kialakitott betegcsoportokanal
Hardy-Weinberg equilibrium elvarasainak minden «sbp
megfelelt.

Moddszerek

Polimeraz lancreakcio (PCR)

A DNS mintdkat EDTAval alvadasgatolt periférias veér
fehérvérsejtjeibl nyertik rutin kis6zasos maodszerrel (Miller
1988). A rendelkezéslinkre all6 DNS mintakbdl a gési kivant
szakaszokat Altalunk tervezett polimerdz lancréaiati
amplifikaltuk. A modszer tervezéséhez az AY422948nasitéju
szekvenciat alkalmaztuk. A reakcidelegyet mindasgalatunknal
50 ul végtérfogatra allitottuk 6ssze, melyhez 20@ dNTP
oldatot, 1 U Taq polimeraz enzimet (10 U/ul), Spuffer oldatot
(500 mM KCI, 14 mM MgC, 10 mM Tris-HCI; pH 9,0), 0,2 mM
megfelet primerpart (Metabion International AG, Martinsrjed
Germany) és 1 ug DNS templatot hasznaltunk.



Restriction fragment length polymorphism (RFLP) mézer

A restrikcids endonukleazokkal tort€émasitashoz 10-15 ul
PCR terméket hasznaltunk fel. A restrikcios hasithgezéséenél
minden esetben arra torekedtink, hogy az enzimnek a
felsokszorozott DNS szakaszban a genotipustol tlegge legyen
egy obligat hasitasi helye, amely segitségével giagdhetiink
az enzim megfelélmikddésésl. A keletkezett fragmenteket 3%-
os etidium-bromiddal festett agar6z gélben anailikalUVidoc
géldokumentacios rendszer segitségével.

DNS szekvencia meghatarozas és analizis

Eredményeink alatamasztasa érdekében mindkét banyb
tortéro direkt szekvenaldssal meghataroztuk néhany minta
nukleotidsorrendjét. A vizsgalatot ABI Prism 310@aht tipusu
automata szekvenald készlléken vegeztik (ApplietsyBitems,
Foster City, CA, USA). A kapott szekvencidk refagien
szekvenciaval tortén Osszehasonlitasat a Winstar genetikai
programcsomaggal végeztik (DNASTAR Inc., Madison), W
USA).

Statisztikai kiértékelés

A Kklinikai adatokat minden esetben éatlag + SEM lddéat
kezeltik. A valtozok eloszlasat Kolmogorov-Smirndeszttel
vizsgéltuk. Ha a véltozok normal eloszlast mutattakkor az
agynevezett paraméteres probakat; nem normal aksxaltozok
esetén nem paraméteres probakat alkalmaztunk. Miedetben
Kruskal-Wallis-teszttel allapitottuk meg, hogy varkiilénbség az
egyes csoportok értékei kozoétt. A csoportok klinikas
laboratoriumi  paraméterei  kozotti  kilonbségek pkéoi
0sszehasonlitasahoz normal eloszlasu, diszkrézédkdtesetében
y? tesztet alkalmaztunk. Normal eloszlasu, folytomakozoknal a
két csoport paramétereit Student-féle paros tiesgizsgaltuk.
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Nem normal eloszlasu valtozok esetén pedig Manntvehi
tesztet alkalmaztunk. A szignifikancia hatarértékgl minden
esetben 0,05-nél allapitottuk meg.

A korrelacio elemzéséhez és az esélyhanyadosok
megadasahoz logisztikus regresszios modellt hasmkal A
konfidencia intervallum minden esetben 95%-0s VoA
statisztikai analiziseket MS Excel, SPSS 11.5 éS $rogramok
segitseégével vegeztik (SPSS Inc, Chicago, IL; S#s8tute Inc,
Cary, NC, USA).



AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Metabolikus szindrémas paciensekAPOAGS allél varidnsai és
szérum triglicerid szintjei kdzotti kapcsolat vizs@lata

Ezen vizsgalatokat tobb részletben végeztik. Egyrés
elemeztik MSZ-s betegekben az IVS3+G476A és a Ta259
varians edfordulasi gyakorisagat, ezeknek a szérum trigleteri
szintjével valo kapcsolatat (A). Masrészt elemeziRPOA5gén
kilonbd® haplotipusainak a MSZ-s betegekben valo gyakaditsag
(B). Harmadrészt — TG szintjeik alapjan — kvartikst
alakitottunk ki a MSZ paciensek kozott, es ezenrtkisekben
vizsgéltuk az APOAS5 gén négy variansanak o6ébrduldsi
gyakorisagat (C).

A. Metabolikus szindrobmas betegek APOA5 bizonydél al
varidnsai €s szerum triglicerid szintek

Ezen vizsgalatainkhoz 213 MSZ-s beteg mintait halsak.

A betegek kozul 99 férfi és 114 volt. Atlagéletkoruk: 61,09 +
1,01 év (25 — 82 évesek).

A kapott eredmények alapjan megéallapithatjuk, hagy
IVS3+G476A és a T1259C variansok tekintetében aomin
alléleket hordoz6 MSZ-s betegekben a szérum tegtic szint
szignifikansan magasabb a nem-hordozokhoz visaamyit

Ezen eredmények ellenére a tobbszoros logisztikai
regresszios analizis csak a IVS3+G476A variansradaltt
kapcsolatot a MSZ éfordulasaval, s ezt a T1259C varians
tekintetében nem tudta megsiteni.

B. A metabolikus szindrémas betegek haplotipusai

A haplotipus analizis egy masik tanulmanyban tiortEmen
vizsgalatokhoz 343 MSZ-s paciens mintait hasznaltoémek
szerinti megoszlas: 149 férfi és 194; eletkoruk: 60,9 40,58 év
(25 — 81 évesek).



Az APOA5gén kulonboé haplotipusait az alabbi tablazat
mutatja.

Allél varidnsok IVS3 G

Haplotipusok T-LI81C [ 476n T1299C  CS6G
APOAS*1 T G T c
APOAS?2 C A c c
APOA53 T G T G
APOAS4 c G - c
APOAS55 T G C c

Eredményeinkl az latszik, hogy az elemzett MSZ-s
paciensek kulonb@z haplotipusai kézil a magasabb szérum
triglicerid szinttel szignifikdns korrelaciot a 2-ehaplotipus
mutatott.

C. Neégy, triglicerid szint szerinti kvartilisbenazsgalt APOA5
allél variansok gyakorisaga

Vizsgalataink ezen részéhez 325 metabolikus sznéso
paciens (141 férfi és 1846natlag életkoruk: 60,5 40,8 év,
eloszlasuk: 23 — 74 éves korig) mintait hasznaltuk.

A trigicerid szintek alapjan négy kvartilist alakiunk ki.
Q1l: TG < 1,38 mmol/L, Q2: 1,38 — 1,93 mmol/L, Q394 - 2,83
mmol/L és Q4: > 2,83 mmol/L.

Eredményeink szerint — a C56G allél varians kivétel a
tobbi harom variansnal — lé@zetes emelkedés mutatkozott az
allélfrekvenciak tekintetében. Ez a léeprstes emelkedés ezen
harom allélnal a harmadik és a negyedik kvartilisbeolt
szignifikans (az etskvartilishez viszonyitva).



Stroke-os betegek APOAS5 allél varidnsainak és szérum
triglicerid szintjeinek elemzése

Munkank ezen részében is adzékekben is vizsgalt négy
leggyakoribb varians élordulasat elemeztik egy masik,
nevezetesen stroke-os betegcsoportban.

1. AT-1131C APOAS varians vizsgalata

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogizsgalt
-1131C genetikai varianst hordozoknal — a nem-tumilboz
viszonyitva — a szérum triglicerid szint szignifilsén magasabb.

2. A C56G APOAS varians vizsgalata

Vizsgaltuk tovabba az egyes stroke-os alcsoportokba
(Adams 1993) azAPOAS5 gén C56G varidnsa és a szérum
triglicerid szintjének a kapcsolatat is.

A kapott eredmények azt mutatjak, hogy ARPOA5 gén
C56G variansanak tekintetében a vizsgalt harom kestos
alcsoportban az 56G varianst hordozé betegek széiglicerid
szintje szignifikhnsan magasabb volt, a nem-horkidziglicerid
szintjeihez viszonyitva.

3. AT1259C és IVS3+G476A variansok vizsgalata

Végiul — a stroke-os betegekben is — megvizsgaltuk a
APOA5 gén tovabbi két, gyakori variansdnak (T1259C és
IVS3+G476A) és a szérum triglicerid szintek kdz&tpcsolatat.

Az eredményekdl szembeiinik, hogy a kontroll csoporthoz
viszonyitva mindharom stroke-os alcsoport szeéruigliderid
értékei szignifikansan magasabbak. Ez a szignifieanmég
szembdinébb, ha nem az egyes stroke-os alcsoportokat, hanem
stroke-os betegeket egyutt elemezzuk.
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Atlag magyar népességAPOAS5 allél polimorfizmusainak és
szérum triglicerid szintjeinek kapcsolata

A vizsgalathoz 436 személy (235 férfi és 208) n-
atlagéletkoruk 60,5 40,1 év, legdfiatalabb 23, ledisebb 74 év —
EDTA-val alvadasgatolt vérmintait hasznaltuk fel. \Azsgalati
alanyokat a szérum triglicerid szintjeik alapjangyévartilisbe
osztottuk; nevezetesen, ql: TG < 1,31 mmol/L, g&: 31,31 —
2,90 mmol/L, g3: TG = 2,91 — 4, 85 mmol/L és qg4: BG4,85
mmol/L.
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Az APOADS gén promoter régidjaban talalhato T-113a@ans
vizsgalata
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A folyamatos vonallal 6sszekétott pontok a T-113hor
varians edforduldsi gyakorisdgat jelentik az egyes kvartkizen.
Megallapithat6, hogy a harmadik és negyedik kvabi tartoz6
személyek szignifikansan nagyobb aranyban hordozzak a
varianst az ebs kvartilis pacienseihez viszonyitva. A
szignifikancia a negyedik kvartilisre nézve6sgbb, mint a
harmadik kvartilis tekintetében (p < 0,001 illetge= 0,001). A
masodik kvartilis értékei nem mutattak szignifikiwéltozast a
legalacsonyabb szérum triglicerid koncentracioj@nszlyekhez
viszonyitva.
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Az APOAS gén intronikus IVS3+G476A varidnsanakpéleda
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Kvartilisek

Az IVS3+G476A minor varidnsainak vizsgalata a -1031
varianshoz hasonlé eredményeket mutatott.

Az elemzés eredményeként az lathatd, hogy ad els
kvartilisben ebforduld variansok aranyahoz képest szignifikans
eltérés a harmadik és negyedik kvartilisben Iéhétl. A
szignifikancia szintje a negyedik kvartilis tekitében efsebb
volt, mint a harmadik kvartilist tekintve (p < ODdlletve p =
0,006).

A mésodik kvartilisbe tartoz6 személyek ezen varitkintetében
sem mutattak szignifikans valtozast azédtsartilis pacienseihez
viszonyitva.
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Az APOADS gén T1259C varians vizsgalata
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Az eredmények az &6 két varians vizsgalati
eredményeihez voltak hasonlatosak. Nevezetesearmalik és
negyedik kvartilis pacienseiben talalhaté allélokakprisaga
szignifikdns eltérést mutatott az @Iskvartilis pécienseihez
viszonyitva.

Ezen APOA5 minor varians tekintetében a riziké allélek
gyakorisagat a harmadik kvartilisben 11,1%-nak,egyedikben
20,6%-nak talaltuk.
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Az APOAGS gén harmadik exonjaban talalhaté C56Gareri
vizsgalata
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Az el6z6 harom varidnsnal kapott eredményekkel ellentéikten
csak a negyedik kvartilis mutatott szignifikans dadbséget (p<
0,001) az els kvartilissel tortént dsszehasonlitasnal. A C56G
minor varians éifordulasi gyakorisaga az él&vartilisben 5,64%-
nak, a masodikban 6,31%-nak, a harmadikban 6,94&oméy a
negyedikben 11,9%-nak bizonyult.
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Az APOAGS haplotipusok

Ezen eredmények szerint #&POAS51-es haplotipusanak
eléfordulasi gyakorisagaban nem talaltunk kulonbségetegyes
kvartilisek kozott. AzZAPOASB2-es haplotipusanal a harmadik és
negyedik  kvartilis  pacienseinél, mig azAPOA53-as
haplotipusanal kizardlag a negyedik kvartilisnél tatkozott
szignifikans kiloénbség az egyes kvartilisben ébeiélhaplotipus
eléfordulasi gyakorisdgadhoz viszonyitva. A szignifikenszintek
mindharom esetben_pG;05 értéknek adodtak.
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KOVETKEZTETESEK

1. A metabolikus szindrbmas  betegeket vizsgalva
elmondhaté, hogy a -1131C, IVS3+476A, 1259C alktiek
hordozdk szérum triglicerid szintje szignifikAnsaagasabb, mint
a nem-hordozé egyéneké. A C56G varians esetéberazez
dsszefliggés nem kimutathaté.
2. A metabolikus szindromas betegek haplotipus eleémsds
eredménye alapjan a&aPOAS51/2-2/2 hordozasa szignifikansan
magasabb szérum triglicerid szinttel jar egyuttg ez a tdbbi
haplotipusnal nem kimutathaté.
3. A stroke-os betegekben vizsgalt allélek hordozésaaé
szérum triglicerid szintjének kapcsolata terén eéigeglemzésekih
megallapithatd, hogy a szérum triglicerid szint dnia négy
polimorfizmus hordozadsa esetén, minden stroke parsioan
szignifikansan magasabb.
4. Az apolipoprotein ASvariansainak és a szérum triglicerid
szintjének kapcsolatat vizsgalva elmondhato, hogy-1431C,
IVS3+476A, 1259C és 56G alléleknek az atlag magyar
népességben valoddbrdulasi gyakorisaga és a magasabb szérum
triglicerid szintek kozott szignifikdns, lépizetesen emelkéd
0sszefliggés van.
5. Ez az Osszefiiggés a —1131C, IVS3+476A, 1259C klléle
vonatkozasaban a 2,91 mmol/L-nél magasabb TG d&kéek¢q3;
g4) rendelke& egyének esetében igazolhaté, mig az 56G
variansnal csak a 4,85 mmol/L-nél magasabb TG ékiék (q4)
rendelkedknél volt megtaladlhatd, az é@élIskvartilis, azaz a
legalacsonyabb szérum triglicerid s#inpaciensekkel szemben
(TG<1,31 mmol/L).
6. Az atlag magyar népessépolipoprotein A5gén egyes
haplotipusait tekintve — a legalacsonyabb szérigticerid szinti
csoporthoz viszonyitva — az alabbiakat talaltuk:

a. Az APOA51/1 haplotipus difordulasi gyakorisagaban

nem volt szignifikans eltérés az egyes kvartilik@kott.
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b. Az APOA51/2-2/2 haplotipus a 2,91 mmol/L-nél
magasabb TG értékekkel (g3; g4) rendetkpaciensek
esetében, mig aAPOA51/3-3/3 haplotipus a 4,85
mmol/L-nél magasabb TG értékekkel (q4) bird
személyeknél volt szignifikAnsan gyakoribb, azdéels
kvartilishez viszonyitva.
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