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1 Bevezetés

1.1 Cerebro- és cardiovascularis betegségek

Az ischaemias szivbetegség (ISZB) ¢és a stroke a haldlozasi statisztikak élén
allnak. Az ISZB a vezet6 halalok vildgszerte, amit a rangsorban a malignus betegségek,
majd a stroke kovet (Lloyd-Jones és mtsai 2010). ISZB-ben tobb mint 7 millidan, stroke

kovetkeztében kozel 6 million halnak meg évente (Mackay és mtsai 2004).

1.1.1 Stroke

A stroke az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) megfogalmazasa szerint: ,,A
stroke az agymiikodés vérellatasi zavara altal okozott, globalis vagy fokalis zavarral
jellemezhetd, gyorsan kialakulo klinikai tlinetegyiittes, amely tobb mint 24 o6ran
keresztiil all fenn vagy halalt okoz, s amelynek bizonyithatéan nincs mas oka, mint az
agyi ¢érrendszerben kialakult elvaltozas.” A definici6 egy igen heterogén
betegségcsoportot takar (Truscott 1972).

Kialakulasat tekintve az esetek 80-85%-a ischaemids stroke, amit leggyakrabban
artérias elzarédas okoz (mintegy 75%-ban atherotromboézis, 25%-ban embolia). A
fennmarado 15-20% kialakulasat tekintve vérzéses stroke (Adams és mtsai 1993).

Idobeli lefolydsa alapjan a stroke négy fajtajat kiilonboztetjik meg. A
legenyhébb az atmeneti keringési zavar (TIA: transient ischaemic attack), amelynek
tiinetei 24 oran beliil oldédnak. A kovetkezd alcsoport a reverzibilis ischaemias
neurologiai deficit (RIND), melynek tiinetei 24 6ran tal, altaldban 3 héten beliil
oldodnak. A progressziv stroke (PRIND: progressziv reverzibilis ischaemids neuroldgiai
deficit) esetében a tiinetek a beteg megfigyelése alatt fokozatosan alakulnak ki, illetve
rosszabbodnak. A komplett stroke esetében a tiinetek hirtelen teljes stlyossagukban
alakulnak ki, késébb nem romlanak tovabb.

A betegséget tovabbi szempontok szerint is csoportositjdk. Sulyossag alapjan
megkiilonboztetiink minor (rokkantsdgot nem okozd) és major (rokkantsagot okozo)
stroke-ot, etioldgiaja szerint trombozisos, embodlids és hemodinamikai zavar okozta

stroke-ot (Maasz és mtsai 2011).
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1.1.2 Ischaemias szivbetegség

Az ISZB a szivizom elégtelen vérellatasabol eredd korkép. Ha a szivizom
oxigénigénye nd, azt bizonyos fiziologids hatdron belill az artéridk tagulasa révén a
fokozott vérataramlas képes kiegyenliteni. Az ISZB kialakuldsédnak hatterében a legtobb
esetben atherosclerosis all, vagyis koleszterin €s lipid halmozddik fel az érfalban, az
erek lumene besziikiil, vagy teljesen elzarodik.

A betegségnek 4 tipusat kiilonboztetjiik meg: angina pectoris, akut myocardialis
infarktus, kronikus ISZB és sziv eredetli hirtelen haldl. Az angina pectoris atmeneti
myocardialis ischaemia, amely nem jar myocardialis elhalassal. Az akut myocardialis
infarktus esetében a szivizomsejtek irreverzibilis ischaemias eredetii elhaldsa, nekrézisa
kovetkezik be, a myocardium nem regeneralodik. A kronikus ISZB a myocardium
lassu lefolyasu ischaemias karosodasa, a korlefolyas sordn kialakulhat angina pectoris
vagy akut myocardialis infarktus is. Sziv eredetii hirtelen halalrél akkor beszéliink, ha a

szivpanaszok jelentkezésétdl szamitott hat 6ran beliil beélld halal sziv eredeti halal.

1.1.3 Kockazati tényezdk

Az ischaemids szivbetegségben szenvedOk esetében az eltéré lipid és
koagulacios faktor értékeket, illetve a magas vérnyomast mar az 1940-es évek elején
leirtak (Jones és mtsai 1948). 1981-re tobb mint 200 ISZB rizik6faktort azonositottak
(Hopkins és mtsai 1981). Szdmos olyan rizikofaktor ismert, melyek mind az ISZB,
mind a stroke kialakuldsdban szerepet jatszanak. Ezek koz¢é tartoznak a magas
vérnyomas, az emelkedett low density lipoprotein (LDL) ¢és triglicerid (TG) szintek, a
csokkent high density lipoprotein (HDL) szint, a fizikai inaktivitds, az egészségtelen
taplalkozas és a diabetes mellitus (Mackay és mtsai 2004).

Az ISZB esetében 75%-ban a hagyomanyos rizikofaktorok feleldsek a betegség
kialakulasaért (Mackay ¢és mtsai 2004). A klasszikus rizikofaktorok a stroke
eléfordulasanak csupan kb. 60%-ért felelosek, a maradék 40% esetében genetikai
tényezOk miitkddnek kozre a betegség kialakuldsaban.

A genetikai faktorok szerepét bizonyitja a mindkét betegség esetében
megfigyelhet6 csaladi halmozottsag. Egy els6foku csaladtag korai ISZB eseménye kb.
dupldjara emeli az egyén esetében a betegség kialakuldsanak kockazatat (Lloyd-Jones és

mtsai 2004, Kaikkonen és mtsai 2006, Yusuf és mtsai 2004). Az ikervizsgalatok szintén



DOI:10.14753/SE.2012.1709 BEVEZETES

alatamasztjak az orokletes tényezok szerepét. Egy svéd tanulmanyban 21000 ikerpar 36
éves kovetése soran, a myocardialis infarktus konkordancidja (annak a valdsziniisége,
hogy ha az ikerpar egyik tagja beteg, akkor a masik is beteg lesz) egypetéji férfi
ikerparokndl 26%, néi ikerparoknal 27% volt, a kétpetéjii ikerparokndl ez az érték
férfiak esetében 20%, ndk esetében 16% volt. Az ordkletes tényezok hozzajarulasat
férfiak esetében 57%-ra, nok esetében 38%-ra becsiilték (Zdravkovic és mtsai 2002). A
csaladi halmozottsag és az egypetéjli ikrek magasabb konkordancidja a stroke esetében
is kimutathat6 (Flossmann és mtsai 2004).

Szintén a genetikai tényezok fontos szerepét bizonyitja, hogy az ismert
kockézati tényezok kialakulasdhoz is viszonylag nagy aranyban jarulnak hozza
orokletes faktorok: példaul az emelkedtt koleszterinhez szinthez 40-60%-ban, a HDL
szinthez 45-75%-ban, a TG szinthez 40-80%-ban, a testtomeg indexhez 25-60%-ban, a
sistolés vérnyomashoz 50-70%-ban (Lusis és mtsai 2004).

A genetikai tényezOk szadmottevé hozzdjarulasa ellenére a mendeli
oroklésmentet mutatd (egygénes) ISZB formak ritkdk. Az eddig azonositott mendeli
oroklésmenetet mutato ISZB esetében a mutaciok altaldban az LDL és a HDL
metabolizmusaval vagy homeosztazisaval kapcsolatos géneket érintik (Lusis és mtsai
2004). A két legismertebb ilyen betegség az orokletes hypercholesterinaemia és a
familiaris defektiv apolipoprotein B betegség. A cerebro- és cardiovascularis betegségek
esetében joval gyakoribbak a komplex 6roklésmenetli, multifaktoridlis, azaz egy vagy
tobb gén polimorfizmusai és a kornyezeti tényezok altal egyiittesen befolyasolt formak.
Az ilyen oroklésmenetet mutatd korképeknél az egyes polimorfizmusok hozzdjarulasa
csekély mértékili, amit egyéb polimorfizmusok vagy akar a kdrnyezeti tényezok jelentds
mértékben befolydsolhatnak. A multifaktorialis betegségek kialakuldsdhoz hozzajarulod

genetikai tényezOk azonositasara tobbféle vizsgalati megkozelitést alkalmaznak.

1.1.4 Genetikai rizikofaktorok azonositasanak modszerei

1.1.4.1 Csalddvizsgalatok

A kapcsoltsagi vizsgalatok sordn olyan csalddokat vizsgalnak, ahol a csalad
tagjai kozott a betegség eléfordulasa gyakoribb az atlagnal. Olyan régiokat keresnek,
ahol a genetikai polimorfizmusok a csaladfa érintett tagjai korében gyakrabban

fordulnak eld, mint azt a mendeli 6roklésmenet alapjan varnank. A kapcsoltsagi
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elemzések klasszikusan a monogénes mendeli 6roklésmenetet mutaté betegségeknél
sikeresek (Peltonen és mtsai 2001). Az ISZB esetében a csaladvizsgalatokat a betegség
id6éskori megjelenése is neheziti, a sziil6i mintdk gyakran mar nem elérhetdk, a fiatalabb
generaciok tagjai még sok esetben tiinetmentesek. A cardiovascularis betegségek
esetében a myocardialis infarktus és a stroke kialakulasdban feltehetéen szerepet jatszo
S-lipoxigenaz aktivalo fehérjét (ALOXSAP) kddold gén azonositasa egyike azon kevés
eseteknek, ahol a kapcsoltsagi analizis a cardiovascularis betegségek kutatdsa sordn

sikerrel zarult (Helgadottir és mtsai 2004).

1.1.4.2 Betegség asszociacios vizsgalatok

Az asszociacids vizsgalatoknal egymadssal rokoni kapcsolatban nem 4llo
személyeket vizsgalnak. Egyrészt a genetikai variansok gyakorisagat hasonlitjak dssze a
betegséget mutatd ¢és a betegséget nem mutatd csoportok kozott (eset-kontroll
vizsgalatok), masrészt a varidns €s egy mennyiségi paraméter (mint példaul egy szérum
lipid értékek) kapcsolatat vizsgaljak.

A kandidans gén asszociacios vizsgalatanal, ismereteink alapjan kivalasztanak
egy (vagy akar tobb) gént, amelyet kandidans génnek neveznek, és amelyrdl
feltételezik, hogy szerepet jatszhat egy adott betegség kialakulasaban. A
cardiovascularis betegségek esetén gyakran a lipid anyagcserében szerepet jatszo
géneket vizsgaljak, ahogy a jelen dolgozatban bemutatott kutatdsok soran magunk is
két, a koleszterin transzportjaban szerepet jatsz6 ABC transzportert vizsgaltunk. A
kandidans gén asszociacids vizsgéalatok soran egyszerre egy vagy csak néhany varidnst
vizsgélnak, szemben a teljes-genom vizsgalattal, ahol akdr milliés nagysagrendi SNP is
vizsgalhato egyszerre (Bevan és mitsa 2011). Az ISZB esetében a kandidans gén
vizsgalattal azonositott Osszefiiggések tekintetében az egyéb populdciokon végzett
ismételt tanulmanyok nem minden esetben végzddtek az elézdvel egyezd eredménnyel
(Arnett és mtsai 2007).

Az asszociacios vizsgalatok statisztikai erejének novelésére meta analiziseket
végeznek, ahol tobb tanulmany betegadatait ¢s eredményeit egyesitik. Az ilyen
0sszehasonlitasok esetében komoly limitald tényezo lehet, ha az egyedi tanulmanyoknal
esetlegesen eltérd a fenotipus definicidja/értelmezése, illetve ha a kiilonb6zd vizsgalt

populaciok nagyfokl heterogenitassal rendelkeznek.
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A teljes-genom vizsgalat (GWA: Genome Wide Association study) annyiban
hasonlit a kandidans gén asszociacios vizsgalathoz, hogy itt is tobb ezer egymassal
nem-rokon személyt vizsgéalnak, viszont nagysagrendekkel tobb marker meghatarozasat
végzik el, a markerek a teljes genomban elszortan helyezkednek el. A teljes-genom
vizsgalatok statisztikai ereje nagy, viszont a jol jellemzett esetek ezrei sziikségesek a
vizsgalathoz, és még igy csak a betegséghez kozepes mértékben hozzajarulo (tipikusan
1,2-1,5 kozotti esélyhanyados értékkel rendelkezd) kockéazati tényezdk azonositasara

alkalmasak (Bevan és mtsa 2011).

1.1.4.3 Egy nukleotidra kiterjedé polimorfizmusok (SNP-k)

A humaén genomot kb. 3 x 10° bazispar alkotja, amiben eddig 20000 gént
azonositottak. A genomban szamottevd genetikai valtozatossag figyelheté meg,
melynek leggyakoribb megjelenési formaja az egy nukleotidra kiterjedd polimorfizmus
(SNP, single nucleotide polymorphism). A gének kodold és szabalyozd régidin kiviil
elhelyezkedd, ezaltal funkcidval feltehetden nem rendelkezé SNP-ket, mint genetikai
markereket, arra hasznaljak, hogy segitségiikkel a veliik genetikai kapcsoltsagot mutatod
gének betegséget okozd varidnsait azonositsak (az ilyen esetekben az SNP-k kozvetett
kapcsolatban allnak a betegséggel). Az SNP-k kisebb hanyada a gének kodolo vagy
szabalyoz6d régioin beliil taldlhatd. A kodold régioban taldlhatdé SNP-k, amennyiben
megvaltoztatjak a fehérje elsddleges szerkezetét, hatassal lehetnek a fehérje funkciojara,
mig a szabalyozo régiot érinté SNP-k a fehérje expresszids szintjének valtoztatasaval
annak mennyiségi viszonyaira (az ilyen esetekben az SNP-k okozati, azaz kozvetlen
kapcsolatban allnak a betegséggel).

Az SNP-k vizsgalatara szdmos modszer terjedt el, ilyenek a restrikcids fragmens
hosszusag polimorfizmus vizsgalat (RFLP), az allél-specifikus PCR-ek kiilonb6z6
fajtai, a DNS szekvenalas és a hibridizacion alapulé metodikék (a teljesség igénye
nélkiil).

A jelen dolgozat részben egy hibridizacion alapuld SNP vizsgélati metodikaval,
a PCR-termék és a hozza hibridizaldé szonda olvadasi gorbe analizisén alapuléd allél-

diszkriminal6 technika optimalizalasaval foglalkozik.
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1.2 Olvadaspont analizisen alapul6 genotipizalas LightCycler
késziiléken

A LightCycler® egy PCR késziilék ¢és egy fluoriméter kombinacidja (Wittwer és
mtsai 1997b). A késziiléken kivitelezhetd allél-diszkriminacid két részfolyamatra
tagolhat6. Az elsé 1épés egy hagyomanyos PCR reakcid, annyi eltéréssel, hogy a
reakcid nagy héatadasi feliilettel rendelkezd liveg kapillarisokban jatszodik le, ami igen
gyors (akar 20°C/mp) hiitési/fiitési sebességet tesz lehetdve, igy egy 45 ciklusbodl allo
PCR reakcié akar 30 perc alatt végbemehet. A PCR-t idobeli megszakitas nélkiil kdveti
a masodik részfolyamat, az olvadaspont meghatarozas.

A LightCycler késziiléken torténd olvadaspont meghatarozas elve, hogy az
amplifikalt DNS termék egy altalunk kivalasztott szakaszahoz a bazis komplementarités
elve alapjan, egymastol 1-3 bazisparnyi tavolsagra két oligonukleotid, tn. hibridizacios
szonda kotédik. A szonddk egymashoz kozeli végein egy-egy kovalensen kapcsolt
fluorofér taldlhat6. A donor fluorofor gerjesztés hatdsara jellemzé hullamhossz
tartomanyban fényt emittal, amit a késziilék regisztral (1/B abra). A PCR-termékhez
kotodés (hibridizacio) kovetkeztében a két fluorofor megfeleld fizikai kozelségbe
(egymastol 1-10 nm tavolsagra) keriil. Ilyen tdvolsdgban a gerjesztés kovetkeztében a
donor fluorofér energiat ad at a riporter fluoroférnak, fluoreszcencia energia transzfer
(FRET) jatszodik le. A FRET feltétele, hogy a donor fluorofér abszorpcids spektruma
atfedjen a riporter emisszios spektrumaval (1/A abra). A riporter fluorofér a donor
fluorofortol eltérdé hullamhosszi fényt emittal, amit a késziilék a donor altal emittalt
fényté] elkiiloniilten, szintén regisztral (1/C abra). Igy végsé soron a késziilék altal mért
két hullamhosszli fény ardnya az elegyben 1évé, DNS termékhez kotott és nem kotott
allapott szondék aranyarol nyujt informaciot.

A genotipizadlashoz hasznalt szondak specifikusan kotddnek az altalunk
kivalasztott DNS szakaszhoz, amely vagy tartalmazza, vagy nem tartalmazza a vizsgalni
kivant genetikai varidnst. Az olvaddspont-elemzés soran, a mintat elészor 40°C-ra
lehiitjiik (a szonddk a DNS-szalakhoz kotddnek, hibridizalnak), majd a mintat lassan
(0,1-0,3°C/mp sebességgel) melegitjiik 95°C-ig, mikozben a fluoreszcencia szignalt
folyamatosan detektaljuk. A szondék a bazissorrendjiik altal meghatarozott hdmérséklet

értéknél levalnak (,leolvadnak™) a DNS-szalrdl, ezaltal hirtelen lecsokken a riporter
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fluoroforra jellemzd tartomanyban mérhetd fluoreszcencia. Amennyiben a szonda nem
teljesen komplementer szakaszhoz kotodott (a minta a szonddval nem komplementer
varianst tartalmazza) a kevésbé erds kotodés kovetkeztében a szonda levalasa, ezaltal a

fluoreszcencia jel csokkenése alacsonyabb hémérsékleten kovetkezik be.

f N @

Donor fluorofér Riporter fluorofdr

= AbszOrpcio

— Ernisszié
Abszorpcid

w— Emnisszio

C

Transfer
Excitation Emission

1. dbra: Fluoroférral jel6lt hibridizacids szonddak és a fluoreszcencia energia transzfer

(FRET) jelensége
A) A fluoreszcencia energia transzferben (FRET) részt vevé donor és riporter
fluoroférok spektralis atfedése. A donor abszorpcids spektruma atfed a riporter
emisszios spektrumadval. Koch és mtsai (2004) nyoman. A PCR-termékhez nem
hibridizdlt (B) és PCR-termékhez hibridizalt (C) fluoroférral jelolt szondaparok.
Gerjesztés hatasara a donor fluorofér (zold korong) jellemz6 hulldmhossz
tartomanyban fényt emittdl (A). A DNS-hez hibridizdlt szondak egymadstél 1-3
bazisparnyi tavolsagra kerilnek (C), ami lehet6vé teszi, hogy a donor fluorofér a
riporter fluoroférnak (piros korong) energiat adjon at, amelynek hatdsara a riporter
fluorofér az donorétdl eltéré hulldmhosszu fényt emittal, a jelenséget FRET-nek
nevezik.

Az ¢értékeléshez a késziilék szoftvere a homérséklet fliggvényében mért
fluoreszcencia jel negativ derivaltjat [-d(F2/F1)/dT)] abrazolja, ahol F2 a riporter és F1

a donor fluorofor emisszidés hullamhossz tartomdnyaban mért fluoreszcencia, T a
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homérseéklet. Az igy kapott gorbén a szonda olvadasi pontjanak megteleld
homérsekletnél ,,csucs” lathatd, ezen a ponton a legintenzivebb a fluoreszcencia jel
valtozadsa. A szonda olvadasi homérséklete (a csucs helye) fligg a minta tipusatol,
vagyis attol, hogy a PCR termék ¢és a szonda kozott volt-e mismatch, vagy sem. A
heterozigdta mintak gorbéjén a két olvadasi maximumnak megfelelé homérsékleti

értékeknél 2 csucs lathato.

1.3 ABC transzporterek

Az ATP Binding Cassette (ABC) transzporterek egy igen népes géncsaladot
alkotnak. A huméan genomban eddig 49 ABC transzportert azonositottak, melyeket
felépitésiik (aminosav szekvencidjuk €s domain szerkezetiik) alapjan 7 alcsaladba
sorolnak, ezeket az abc betliivel ABCA-t6l ABCG-ig elnevezve (Dean és mtsai 2001).
A géncsalad tagjai a szubsztratok igen széles skalajat képesek az extra- és intracellularis
membranokon keresztiil transzportalni. A transzport energiaigényét az ATP hidrolizise
szolgéltatja (Higgins 1992). Felépitésiik szerint két nagy csoportba sorolhatok: az egész
transzporterek esetében két szerkezetileg hasonld egység egymashoz kovalensen
kapcsolt (2/A abra), a féltranszporterek esetében a két hasonld egység homo- vagy
heterodimert képezve alkot egy funkcionalis, miikodoképes egységet (2/B abra).

2. abra: Az ABCA (A) és ABCG (B) géncsaladok membran topolégiai modelljei
Oram és mtsai (2006) nyoman
Az abra egy ABCA (A) és egy ABCG (B) transzporter membran topoldgiai modelljét
abrazolja. Az ABCA csaladba tartozo transzporterek két transzmembran domaint és két
nukleotid kot6 domaint (NBD) tartalmaznak, ezaltal a transzporter egy funkcionalis
egységet alkot, szemben a fél transzporterekkel (mint példaul az ABCG csalad tagjai),
amelyek egy transzmembran domaint és egy NBD-t tartalmaznak, a funkcionalis egység
két fehérje dimerébdl épiil fel. llyen dimer példaul az ABCG5 és ABCG8 heterodimerije.

Az ABC transzporterekre jellemz0 a két erdsen konzervalt hidrofil

citoplazmatikus nukleotid koté domain (NBD), és a két hidrofob transzmembran
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domain (TMD). Mindkét TMD 6-12 membranon ativeld o-hélixet tartalmaz. A
szubsztrat specificitast a TMD hatarozza meg (Schneider és mtsai 1998). A NBD 200-
250 aminosav altal felépitett globularis egység, amely tartalmazza a konzervalt Walker
A ¢és Walker B nukleotid koté motivumot, tovabba az ABC signature vagy C-loop
motivumot. Az ABC signature motivum kizarélag az ABC transzporterekre jellemzo.

Az ABC transzporterek szamos ¢lettani folyamatban jatszanak kulcsfontossagu
szerepet, mutaciok klinikai jelentdséggel birnak. Eddig 13 olyan human betegség
ismert, amelynek hatterében valamely ABC transzporterben bekdvetkezett mutacié all.
Ezek kozé tartozik példaul a Tangier betegség (ABCAT1; Brooks-Wilson és mtsai 1999,
Rust és mtsai 1999), Dubin-Johnson szindroma (ABCC2; Paulusma ¢s mtsai 1996,
Wada ¢és mitsai 1998), cisztds fibrozis (ABCC7; Riordan és mtsai 1989),
pseudoxanthoma elasticum (ABCC6; Ringpfeil és mtsai 2000), Stargardt-betegség
(ABCAA4; Sun és mtsai 1999), progressiv familiaris intrahepaticus cholestasis (ABCB4,
ABCBI1; Strautniesks ¢és mtsai 1998, Vree és mtsai 1998), sitosterolémia (ABCGS,
ABCGS; Berge ¢és mtsai 2000, Lee és mtsai 2001), de el6fordulnak daganatos sejtekben
multidrog rezisztenciat okoz6 mutaciok is (ABCB1, ABCC1, ABCG2; Cole és mtsai
1992, Bakos és mtsai 2007, Robey és mtsai 2007).

A lipoprotein anyagcserében a géncsalad négy tagjanak (ABCA1l, ABCGI,
ABCGS5 és ABCG8) meghatarozd szerepe van, ezek koziil harommal részletesen is

foglalkozunk.

1.3.1 Tangier betegség

A Tangier betegség egy igen ritka, autoszomadlis recessziv Oroklésmenetet
mutatd anyagcserezavar, amelyet a szérum HDL csokkenése vagy teljes hidnya
jellemez. Els6ként 1961-ben irtak le Tangier szigetén (Virginia allam, USA), egy ott ¢l6
kisfii esetében (Fredrickson és mtsai 1961). Par évre rd mar ismert volt, hogy a
betegség hatterében egy autoszomalis recessziv Oroklésmenetet mutatdé gén all
(Fredrickson ¢és mtsai 1964), de a betegségért felelés gén lokuszénak (9q31)
azonositasara csak 1998-ban keriilt sor (Rust és mitsai 1998). A kovetkezo évben a

cres

1s azonositott a betegség fenotipusaval kapcsolt mutacidkat (Bodzioch €s mtsai 1999,
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Brooks-Wilson €és mtsai 1999, Lawn ¢és mtsai 1999, Rust €s mtsai 1999). Az elmult 50

évben Osszesen kb. 100 Tangier-esetet regisztraltak vilagszerte.
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3. abra: Az ABCAL1 transzporter membran topolégiai modellje
Az ABCA1 transzporter domain szerkezete. Az A dbrarész az azonositott mutaciokat
szemlélteti. A mutaciok eloszlasa nem egyenletes, a fehérje specialis funkcidval
rendelkez részein halmozottan fordulnak el6 (sarga négyzetek). A B abrarész a kadold
szakaszon taldlhaté SNP-ket (cSNP) szemlélteti. Az altalunk is vizsgdlt harom varians
(R219K, V771M és 1883M) elhelyezkedését piros nyilak mutatjak. Singaraja és mtsai
2003 nyoman.
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1.3.2 ABCA1l

Az ABCA1 az ABC géncsalad A alcsaladjanak tagja. A 2261 aminosavbol allo,
220 kD tomegti fehérjét egy 50 exonbol allo gén kodolja. Membran topoldgiai modelljét
a 2/A és 3. dbra mutatja. Tobbféle sejttipus expresszalja: makrofagok, endotél sejtek,
hepatocitak ¢és hizosejtek (Voloshyna ¢és mitsai 2011). Az ABCA1 a koleszterin
apolipoprotein Al-re (ApoAl) torténd effluxdban miikodik kozre, ezaltal alapvetd
szerepet tolt be a HDL partikulumok kialakuldsaban (lasd késébb).

1.3.3 Sitosterolémia

A sitosterolémiat elsoként Bhattacharyya és Connor irta le 1974-ben egy
testvérpar esetében, akik mar korai gyermekkorban megjelent xantoémaikrol szdmoltak
be (Bhattacharyya és Connor 1974). A xantomak megjelenésének hatterében
leggyakrabban a orokletes hypercholesterinaemia 4ll, ami az emelkedett szérum
koleszterin szint kovetkezményeként alakul ki. A testvérpar esetében a varakozéssal
ellentétben nem a szérum koleszterin szintje, hanem egy ndvényi sterol, a sitosterol
szintje emelkedett. A betegségre xantdomak korai megjelenése, a csaladban és a
betegekben nem azonosithatd orokletes hypercholesterinaemia, az emelkedett szérum
sitosterol szint, emellett normal, vagy néhany esetben mérsékelten emelkedett
koleszterin szint, tovabba az atherosclerosis korai kialakulasa jellemz6 (Salen és mtsai

1992). A betegség késdbbi szovédményként ISZB is el6fordulhat (Salen és mtsai 1985).

Koleszterin B-sitosterol

HO
4. abra: A koleszterin és a B-sitosterol szerkezetének 6sszehasonlitasa.

A koleszterin és a B-sitosterol egymashoz hasonlé szerkezet(, szteranvazas vegyiuletek,
amelyek kozott csak a C24-es szénatomhoz kapcsolddé oldallancban taldlhato eltérés.

A novények tobb, mint 20 féle novényi sterolt szintetizalnak (Ling és mtsai

1995), amelyek magas fokti hasonlosdgot mutatnak a koleszterinnel. A 4. abran a
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leggyakoribb ndvényi sterol, a B-sitosterol €s koleszterin szerkezetének dsszehasonlitasa
lathato.

A sitosterolémia kialakuldsaért felelds lokuszt (STSL) a 2p21 kromoszéma
régioban azonositottak (Patel és mtsai 1998). A 16kusz két kozeli, egymassal nagyfoku
homologiat mutatd gént, az ABCGS és ABCGS géneket kodolja (régebbi elnevezésiikon

sterolin-1 és sterolin-2).

1.3.4 ABCG5 és ABCGS

Az ABCGS és az ABCGS8 az ABC géncsalad G alcsaladjanak tagjai. A gének 13
exont tartalmaznak (lasd 5 4bra). Fél transzporterek, amelyek egymadssal heterodimert
képezve egylittesen alkotnak egy funkcidképes transzportert, azaz obligat
heterodimerek. (Graf és mtsai 2002 és 2003, lasd 2/B). A heterodimer barmely tagjaban
bekovetkez6 mutacid sitosterolémia kialakuldsahoz vezethet (Berge €s mtsai 2000). A
heterodimer az enterocitak és a majsejtek apikalis membranjaban lokalizalédnak, ahol
novényi sterolok ¢és a koleszterin transzportjat végzik a vékonybél iirege ¢és az
epecsatornak lumene felé (Klett és mitsai 2004). A ndvényi sterolokat az emberi
szervezet nem képes szintetizalni, igy a keringésben jelen 1év6 ndvényi sterolok mind az
étrendbdl szarmaznak. A tipikus nyugati étrend napi 150-400 mg ndvényi sterolt
tartalmaz ¢és nagysdgrendben ugyanennyi koleszterint is. Az elfogyasztott ndvényi
sterolok abszorpcidja 5% alatti, mig a koleszterin esetében ez az arany atlagosan 55%
(Bosner és mtsai 1999). A sitosterolémiaban szenveddk plazma sitosterol szintje 10-25-
szOr magasabb, mint egy normal személyé, ugyanakkor a koleszterin szint nem vagy
csak mérsékelten emelkedett. A sitosterol és a koleszterin szint kozotti kiilonbség annak
tulajdonithatd, hogy a sitosterolémidban szenveddk koleszterin bioszintézise gatlas alatt
all (Nguyen ¢és mtsai 1990).

A betegségért felelos mutaciokon kiviil szdmos SNP-t is azonositottak (Berge és
mtsai 2002, lida és mtsai 2002). A kaukazusi populaciokban az ABCGS8 gént érintd
genetikai varidciok a gyakoribbak, mig a kinai, japan és indiai betegekre (az Osszes eset
20%-a) inkabb az ABCGS5 gént érintd eltérések jellemzoek (Lu és mtsai 2001). A gének

kodold szakaszait érintd mutacidkat a 5. abra szemlélteti (Hazard és mtsai 2007).
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5. abra: Az STSL I6kuszon beliili ismert mutacidk és polimorfizmusok

Az abra az ABCG5 és ABCG8 géneket mutatja. Mindkét gén 13 exonbdl All
(narancssarga négyzetek), az dbrazolas nem méretaranyos. Mindkét gén folott kék
korok abrazoljdk az ismert, sitosterolémiat okozé mutacidkat. A gének alatt lathaté
korok ismert SNP-k helyét mutatjak (a teli korok missense, az lres koérok szinonim
polimorfizmusokat jel6lnek), a felsorolas nem teljes. Az altalunk vizsgalt 4 ABCG8 SNP-t
(D19H, Y54C [az abran C54Y], T400K, A632V) piros nyilak mutatjak. Hazard és mtsai
(2007) nyoman.

A polimorfizmusok koziil az ABCGS5-ben leirt Q604E és az ABCGS8-ban
azonositott D19H, Y54C, T400K és A632V variansok szamos human klinikai
tanulmany targyat képezték. Vizsgaltdk a genotipusok Osszefiiggéseit a szérum lipid
szinttel (Weggemans ¢s mtsai 2002), hogy hogyan valtozik a kiilonb6zd genotipussal
rendelkezé személyek esetén a szérum lipid szint az étrendi valtozasok (Hubacek és
mtsai 2004) vagy gyogyszeres kezelés hatasara (Kajinami és mtsai 2004). Vizsgaltak a
polimorfizmusok kapcsolatat a novényi sterolok abszorpcidjaval (Plat és mtsai 2005), és
az epekd képzddéssel (Acalovschi és mtsai 2006). Koeijvoets ¢és mitsai (2009)

publikacidjukban két ABCGS polimorfizmus és az ISZB kapcsolatat vizsgaltak.
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1.3.5 ABC transzporterek a lipoprotein metabolizmusban

A szervezet szamara szilikséges hidrofob lipid molekulak szallitasa a vér vizes
fazisaban lipoproteinek segitségével valosul meg. Az egyes lipoprotein partikulumok
jellemz6 lipoprotein €s lipid Osszetétellel rendelkeznek. A fehérje és lipid természetii
Osszetevok meghatarozzak a partikulumok denzitasat (stirliségét), ami alapjan 4 6
csoportba sorolhatok: high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL),
very low density lipoprotein (VLDL) és kilomikron. A lipoproteinek metabolizmusaban
tobb ABC transzporter jatszik kulcsszerepet. Fitzgerald és mtsai 2010-ben megjelent
abraja segitségével bemutatjuk a 4 ABC transzporter szerepét a lipid abszorpcidban és a
reverse koleszterin transzportban (RCT) (6. 4bra).

A HDL kialakulasa a foszfolipidek és a koleszterin apolipoprotein Al-re
(ApoAl) torténd transzferével veszi kezdetét, aminek eredményeként pref-HDL alakul
ki. A folyamatot a periférias szovetekben, a vékonybélben és a majban kifejezodd
ABCALI katalizalja. Az érett HDL kialakuldsanak részeként az éretlen pref-HDL-ben
jelen 1évd koleszterint a lecitin-koleszterin-aciltranszferdaz (LCAT) észterifikalja. Az
ABCG1 transzporter tovabbi koleszterint képes a periférids szovetekbdl az érett HDL
partikulumokba juttatni. Az ABCA1 és az ABCGI transzporterek részt vesznek a
makrofagok altal medialt artérias érfalrol torténd koleszterin eltavolitas folyamatdban.
Ezaltal fontos szerepet toltenek be az atherosclerosissal jar6 betegségekkel szembeni
védelemben. A HDL koleszterinészter tartalma a scavenger receptor B1 (SR-BI)
kozremikodésével a majsejtekbe kertil, ahol a majenzimek hatasara epesavva alakul. Az
epesavak tovabbi szabad koleszterinnel egyiitt kivalasztddnak az epecsatornak iiregébe.
Az efflux folyamatat tovabbi ABC transzporterek, az ABCGS és az ABCGS végzik.

A lipid felszivddas folyaman a vékonybélben abszorbealt zsirsavak trigliceriddé
(TG) konvertalodnak, majd, mint kilomikron a véraramba szekretalddnak. A kilomikron
a TG mellett apolipoprotein B48-at (ApoB48) tartalmaz. A kilomikron TG tartalméat a
lipoprotein lipaz szabad zsirsavakka hidrolizalja, igy kilomikron remnant alakul ki, amit
a maj az apolipoprotein E receptora (ApoER) segitségével felvesz. Az étrendbdl
szarmazod koleszterin az ABCAl ¢és ABCGI1 segitségével szintétn a HDL
partikulumokba keriill. A keringd HDL apolipoprotein &sszetétele a VLDL
partikulumokkal torténd apolipoprotein csere kovetkeztében modosul. A koleszterin-

¢észter-transzfer-protein  (CETP) koleszterinésztert szallit a VLDL remnant (IDL)

20



DOI:10.14753/SE.2012.1709 BEVEZETES

partikulumra, ami az apoB-n kiviil, szinte 0sszes apolipoprotein tartalmat elvesziti és a
hepatikus lipaz (LIPC) kozremiikodésével LDL partikulumma alakul at. Végiil a maj és
egyéb szovetek az LDL-t az LDL receptor (LDLR) &ltal kozvetitett endocitdzissal
veszik fel.

Az LDL receptor mutacioi emelkedett szérum LDL  szinthez
(hypercholesterinaemidhoz), az ABCA1 mutacioi a keringd HDL szint csokkenéséhez
vagy teljes hianydhoz (Tangier betegséghez, lasd 1.3.1 fejezet), az ABCGS5/ABCGS8
mutacioi emelkedett koleszterin és novényi sterol szinthez (sitosterolémidhoz, 1asd 1.3.2

fejezet) vezetnek.

prep-HDL
Koleszterin )
és sitosterol .
exkréci a %mmikron [ G,
vekonybél remnant o
lirege felé : ' HDL

Kilomikron

6. abra: ABC transzporterek a lipoproteinek metabolizmusban.

Az abra leirasa a szbvegben talalhatd. Roviditések: ApoAl: apolipoprotein Al; ApoB:
apolipoprotein B; ApoER: apolipoprotein E receptor; CHOL: koleszterin; HDL: high
density lipoprotein; IDL: intermediate density lipoprotein; LCAT: lecitin-koleszterin-
aciltranszferaz; LDLR: low density lipoprotein receptor; LIPC: hepatikus lipaz; LPL:
lipoprotein lipdz; preB-HDL: pre-B high density lipoprotein; SR-BI: scavenger receptor
B1; TG: triglicerid; VLDL: very low density lipoprotein. Fitzgerald és mtsai 2010 nyomdn
(mddositott dbra).
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2 Célkitlizések

A multifaktoridlis betegségek kialakulasahoz szamottevé mértékben orokletes
tényezok is hozzédjarulnak. A genetikai faktorok azonositdsa segitséget nytjthat a
betegség patomechanizmusanak tisztdzasdban, a folyamatban részt vevd fehérjék
szerepének megértésében. Az Ujonnan azonositott fehérjék, 0j gyodgyszeres kezelési
célpontok lehetnek. A genetikai tényezOk ismerete hosszu tavon hozzajarulhat az
egyénre szabott orvoslas lehetdségének megteremtéséhez.

Munkénk célja két, a lipid metabolizmusban fontos szerepet betolté ABC
transzporter polimorfizmusainak (ABCA1: R219K, V771M, 1883M; és ABCGS8: D19H,
Y54C, T400K, A632V), illetve két multifaktorialis betegség, a stroke és az ISZB
Osszefiiggéseinek elemezése, tovabba a polimorfizmusok ¢€s a lipid szint kapcsolatanak

vizsgalata volt.

Egyrészt célunk volt, az allél diszkriminacids technikdnk optimalizéalésa.
Elézetes eredményeink alapjan az aszimmetrikus PCR jelentés mértékben novelte a
hibridizaciés szondak olvadaspont analizisén alapul6 allél-diszkrimindcios méddszeriink
megbizhatdsagat és értékelhetdségét. Ezért célul tliztiik ki az aszimmetrikus koriilmény
szisztematikus vizsgalatat, hogy azt a késdbbiekben a diagnosztikai és klinikai
vizsgélatokban alkalmazhassuk. Ezen beliil, az alabbi céljaink voltak.

o Az optimalis primer arany meghatarozasa.

o Az eredetivel reciprok primer arany és az eredeti hibridizacios szonddkkal

komplementer szondapar viselkedésének tesztelése.

o Az aszimmetrikus PCR egyéb genotipizal6 rendszerekre adaptalhatosaganak

vizsgalata.

Masrészt, az ABC transzporterek polimorfizmusainak cerebro-  ¢és
cardiovascularis betegségekkel, illetve a szérum lipid szintekkel mutatott esetleges
kapcsolatainak vizsgélataval kapcsolatban az aldbbi céljaink voltak.

o Az allél- és genotipus gyakorisdgok meghatarozasa a hazai stroke, ISZB és

az egészséges kontroll csoportokban.
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A hazai allélgyakorisag (AF) értékek Osszevetése mas populacidkban észlelt
adatokkal.

A kapott AF vagy genotipus gyakorisag értékek 0sszehasonlitdsa a beteg €s a
kontroll csoportok vonatkozdsaban az esetleges polimorfizmus-betegség
kapcsolat(ok) azonositasara.

Annak vizsgalata, hogy a varidnsok megoszlasa mutat-e valamilyen
kiilonbséget a kiilonbozo ¢életkorban diagnosztizalt beteg alcsoportok kozott.
Annak vizsgalata, hogy a varidnsok megoszldsa mutat-e valamilyen
kiilonbséget a két nem alcsoportja kdzott.

Annak vizsgélata, hogy van-e Osszefliggés a variansok és a stroke betegség
kiilonb6z6 megjelenési (sulyossagi) formai kozott.

A haplotipus gyakorisagok megallapitasa ¢s gyakorisaguk dsszehasonlitdsa a
betegcesoportok, illetve a kontroll vonatkozasaban.

Végiil annak vizsgalata, hogy a varidnsok mutatnak-e 6sszefliggést az egyedi
csoportokon (stroke, ISZB, kontroll) beliil a szérum lipid szintekkel
(koleszterin, TG, LDL, HDL).
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3 Maddszerek

3.1 Avizsgalatokban résztvevo személyek

Az olvadéspont analizis optimalizalasara iranyuld kisérletsorozathoz a vizsgalt
polimorfizmusoknak megfeleléen valasztottunk a mar ismert genotipus alapjan egy-egy
homozigéta normal, heterozigéta ¢és homozigdta varidns személyt. Ezeknél a
kisérleteknél a vizsgalt személyekrdl klinikai informéciora nem volt sziikség, ezért
ezekre nem tériink ki.

A polimorfizmus-betegség Osszefiiggések vizsgalatdnal két betegcsoporttal
dolgoztunk (stroke- és ischaemias szivbetegek), amelyek mellett rendelkeztiink még egy
véradokbol Osszedllitott egészséges kontroll csoporttal is. Minden vizsgalt személy a
kaukézusi populacidhoz tartozott, akiktdl klinikai vizsgélatok elvégzéséhez irdsos
hozzajarulast kértiink. Az aldbbiakban az emlitett csoportok részletes jellemzése
olvashato, az adatokat tablazatosan is megadtuk. A betegek periférids vérébodl izolalt
DNS-mintakon két ABC transzporter vizsgalatat végeztiik el, el6szor az ABCAI1
polimorfizmusait, kés6bb az ABCG8 polimorfizmusait vizsgaltuk. A rendelkezésre allo
vizsgalati anyag mennyiségi €s/vagy mindségi korlatai miatt az idérendben késobb
vizsgalt transzporter (ABCGS8) polimorfizmusainak esetében, a korabbi vizsgalatokhoz
képest a harom csoport esetében dsszesen 7 személy kiesett, ami nem okozott lényeges
valtozast a csoportok Osszetételében (587 helyett dsszesen 580 esetet vizsgaltunk). Az
egyszeriibb bemutathatdsag kedvéért az elsének tanulmanyozott transzporter (ABCA1)
esetében is az emlitett 7 fOvel csokkentett esetszdmmal Gjra elvégeztiik az elemzéseket,

melyek eredményei szamszeriileg igy kis mértékben valtoztak.

3.1.1 Stroke betegek csoportja

A stroke betegek csoportjaba 1998. januar 1 és 1999. november 30 kozott a
hajdani Honvéd Koérhazban (Budapest) stroke-kal diagnosztizalt és kezelt 241 beteget
(164 férfit és 77 ndt) vontunk be. A diagnézis felallitasanak idOpontjdban az
atlagéletkor 53,4 + 14,5 év volt (18-t61 86 évig terjedd életkor intervallummal). A stroke

csoport klinikai paramétereit az 1. tadblazatban foglaltuk 6ssze.
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1. tdbldzat: Stroke betegcsoport klinikai paraméterei

Klinikai jellemzo Erték
Betegszam 241
Férfi/n6 arany 164/77

Atlagos diagnoziskori életkor + SD (életkor tartomany) 53,4+ 14,5 év (18-86)
Betegség stlyossaga szerinti felosztas

TIA 32,0% (77/241)
RIND 50,2% (121/241)
PRIND 17,8% (43/241)
CDS
negativ 45,8% (110/240)
pozitiv, <85% stenozis 43,8% (105/240)
pozitiv, >85% stenozis 10,4% (25/240)
ISZB egyiittes eléfordulasa 14,9% (36/241)
Tovabbi rizikofaktorok gyakorisaga
magas vérnyomas 49,0% (118/241)
cukorbetegség 11,6% (28/241)
dohényzas 53,5% (121/226)
fokozott alkoholbevitel 19,9% (45/226)

A szazalékosan megadott adatok az adott sajatossaggal rendelkez6 esetek ardnyat
mutatjdk, a konkrét esetszamokat a szadzalékos adat utan zardjelben tlintettlink fel.
Roviditések: SD: standard deviacid (tapasztalati szords); TIA: tranziens ischaemidas attak
(3tmeneti keringési zavar); RIND: reverzibilis ischaemids neuroldgiai deficit; PRIND:
progressziv reverzibilis ischaemids neurolégiai deficit; CDS: carotis duplex scan; ISZB:
ischaemias szivbetegség

A stroke-betegek jellemzése képalkotd vizsgalatok (CT: computed tomography)
alapjan, az etioldgiai alcsoportok kialakitdsa a carotis duplex scan (CDS) vizsgalattal
tortént (110 esetben negativ, 105 esetben pozitiv <85% stenodzissal, 25 esetben pozitiv,
>85% stenozissal, 1 esetben hidnyzott az adat). A stroke betegeket a betegség
sulyossaga alapjan harom csoportba soroltuk: TIA (transient ischaemic attack) 77 {6
(32,0%), RIND (reverzibilis ischaemids neurologiai deficit) 121 6 (50,2%), valamint
PRIND (progressziv reverzibilis ischaemias neuroldgiai deficit) 43 6 (17,8%). A
betegek 14,9%-anal (36 esetben) az anamnézisében a stroke mellett ISZB is szerepelt.
Az ismert stroke rizikdfaktorok koziil a magas vérnyomasra vagy az egyiittesen
eléforduld cukorbetegségre vonatkozdan a teljes csoport esetében rendelkeztiink adattal.
Az ¢érintett személyek szama az aldbbiak szerint alakult: magas vérnyomadas 49,0%
(118/241), cukorbetegség 11,6% (28/241). A betegek nagy részénél tovabbi két
rizikofaktorrol is rendelkeztiink informdacidval, igy, mint rendszeres dohanyzas 53,5%

(121/228) és fokozott alkoholbevitel 19,9% (45/226).

25



DOI:10.14753/SE.2012.1709 MODSZEREK

3.1.2 Ischaemias szivbetegek csoportja

A szivkoszoruér betegségben szenveddk csoportjaba 148 olyan nem-rokon
személyt (107 férfit és 41 nét) vontunk be, akiknél a betegséget 1998. szeptember 1 ¢€s
1999. oktober 30 kozott az akkori MAV Korhazban (Budapest) diagnosztizaltak. A
diagnozis idépontjaban az atlagos ¢€letkor 61,4 + 9,3 év volt (32-86 év tartomany). A
diagnézist minden esetben koszoriér angiografids vizsgéalat tdmasztotta ald, 97 beteg
(65,5%) esetében angina pectoris, mig 51 betegnél (34,5%) akut myocardialis infarktus

volt kimutathatd. A betegcsoport klinikai jellemzdit a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

2. tabldzat: Ischaemids szivbetegek klinikai paraméterei

Klinikai jellemzo Erték
Betegszam 148
Férfi/n6 arany 107/41
Atlagos diagnoziskori életkor + SD (életkor tartomany) 61,4+ 9,3 ¢év (32-86)
Betegség stlyossaga szerinti felosztas
angina pectoris 65,5% (97 eset)
akut myocardialis infarktus 34,5% (51 eset)

Roviditések: SD: standard deviaciod (tapasztalati szoras).

3.1.3 Kontroll csoport

A kontroll csoportot 191 nem-rokon onkéntes vérado alkotta (a mintagytijtésig
2-5 alkalommal adtak vért). A kontroll csoport 92 férfit és 99 nét foglalt magaba, a
mintagytjtés idépontjaban az atlagos életkoruk 35,3 = 11,8 év volt (19-63 év tartomany;
lasd 3. tablazat). A vérmintakat és a hozzajuk tartozé adatokat az Orszagos Vérellato
Szolgélat bocsatotta rendelkezésiinkre. A donorokat véradaskor egy orvos kolléga
kérdezte ki korabbi, illetve aktudlis betegségek szempontjabol, amelyek jelenléte vagy
korabbi eléforduldsa a véradasbol valo kizarast vonja maga utdn. A kontroll csoport
tagjai, ennek megfeleléen kikérdezés alapjan nem szenvedtek malignus betegségben,

fert6zésekben, szivkoszoriér betegségben, illetve stroke-ban.

3. tabldzat: Kontroll csoport klinikai paraméterei

Klinikai jellemzo Erték
Esetszam 191

Férfi/n6 arany 92/99

Eletkor + SD (életkor tartomany) 35,3+ 11,8 év (19-63)

Roviditések: SD: standard deviacid (tapasztalati szoras).
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3.2 Alkalmazott laboratdériumi modszerek

3.2.1 DNS izolalas

A DNS-t a frissen levett vagy a -20°C-on tarolt, alvadasgatolt periférids
vérmintabol izolaltuk, amelyhez a ,,kis6zasos” moddszert alkalmaztuk (Miller és mtsai
1988). A mddszer Iényege az volt, hogy a vorosvérsejtek hipozmotikus lizisét kdvetden
a fehérvérsejteket proteinaz K-val emésztettiik, majd a megemésztett fehérjéket nagy
koncentracioju NaCl-dal, ezt kovetden a DNS-t etanollal kicsaptuk. A DNS oldatot
-20°C-on taroltuk.

3.2.2 Polimorfizmusok kimutatasa olvadasgorbe analizissel

3.2.2.1 Avizsgdlt genetikai variansok jellemzéi

Az aszimmetrikus PCR optimalizalasa sordn vizsgalt genetikai varidnsok
klinikai relevanciaval rendelkeznek, tehat mutacionak mindsiilnek. Esetiikben a
genotipusokra torténd hivatkozanal ez alapjan a normal, heterozigéta és mutans
kifejezéseket hasznaltuk.

Az ABC transzporterek mind a hét altalunk vizsgalt genetikai varidnsa egy
nukleotidra kiterjedd, kodold régidban taldlhatd, aminosav cserével jar6 (missense)
polimorfizmus (cSNP). Klinikai relevancidjuk nem bizonyitott, viszont a fehérje
aminosavsorrendjének modositasa révén, annak funkcidjdban valtozast okozhatnak. A
dolgozatban a polimorfizmusokra mindig az aminosav poziciora és cserére utald
elnevezéssel hivatkozunk (pl.: R219K), az allélra a pozicid-aminosav kombinacidval
(pl.: 219K), a genotipusra a pozicid-aminosavak kombinacidval, vagy, amennyiben a
szovegkornyezetbdl egyértelmiien kidertil, akkor az aminosavak egybetiis kodjaival (pl.:
219KK vagy KK).

A genetikai varidnsok legfontosabb paramétereit (gén, génen beliili régio,
nukleotid és aminosav csere, referencia SNP [rs] azonositdé szdm) a 4. tdblazatban

foglaltuk 6ssze.
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4. tdblazat: A vizsgdlt genetikai varidnsok legfontosabb paraméterei

e . .y Nukleotid Aminosav rs azonosito

Varians Gén Reégio .
csere csere szam

R219K ABCALl 7. exon c.969A>G Arg—Lys 152230806
V771M ABCALI 16.exon  ¢.2624G>A  Val->Met 152066718
1883M ABCALI 18.exon  ¢.2962A>G  lle—»Met 152066714
Ql41K ABCG2 5. exon c.421C>G Gln—Lys 152231142
DI9H ABCGS 1. exon c.52G>C Asp—His 1s11887534
Y54C ABCGS8 2. exon c.161A>G Tyr—Cis  rs4148211
T400K ABCGS 8. exon c.1199C>A  Thr—Lys rs4148217
A632V ABCGS 13.exon  ¢.1895C>T  Ala—Val 156544718
2.20210G>A 1II. faktor ~ 3’UTR 2.20210G>A - rs1799963
Leiden V. faktor 10.exon  ¢c.1601G>A  Arg—GIln rs6025
H63D HFE 2. exon c.187C>G His—Asp 151799945

A tablazat a vizsgalt genetikai variansok altalunk hasznalt elnevezéseit, a gén és a
génen bellli régidk megjel6lését, a varidnsok altal okozott nukleotid és aminosav
cseréket, illetve a referecia SNP (rs) azonositd szamokat tartalmazza. A Il. faktor
mutacid nem kodold (3’UTR) régidban talalhatd, ezért nem jar aminosav cserével.
Roviditések: HFE: 6rokletes hemokromatozis.

3.2.2.2 Oligonukleotid tervezés

Az ABCA1 SNP-k (R219K, V771M, I883M) vizsgéalatdhoz egy korabbi
koézleményben megjelent primer €s szonda készletet hasznaltunk (Brousseau és mtsai
2001). A dolgozatban érintett minden egyéb allél-diszkriminaciés modszerhez
(ABCG2: Q141K, ABCGS8: D19H, Y54C, T400K és A632V, FII: g.20210G>A, FV:
Leiden, HFE: H63D) sajat tervezésii oligonukleotidokat hasznaltunk.

Az aszimmetrikus PCR vizsgalatdhoz hasznalt primerek (Leiden-LCF és
Leiden-LCR) a véralvadasi kaszkdd V. faktor (FV) gén 10. exonjanak egy 210
bazisparos szakaszat amplifikaltdk, a termék tartalmazta a Leiden mutéaciot. Két
hibridizaciés szondapart hasznaltunk, melyek az amplifikdlt PCR termék azonos
szakaszahoz hibridizaltak, de a PCR termékben jelen 1évé komplementer DNS szalak
eltéré szalaihoz kotddtek. Ezeket ,,sense” (Leiden-3LC, Leiden-5LC) és ,,antisense”
(Leiden-3LC-comp, Leiden-5LC-comp) szondaparoknak neveztiik el. A Leiden-SLC
szonda a vad tipusu allél értelmes szalaval (a Leiden-LCR primer elongatumaval)
mutatott komplementaritast, mig a Leiden-5LC-comp a gén ugyanezen szakaszdnak
antisense szaldhoz (a Leiden-LCF primer elongdtumahoz) kotédott. A két hibridizacios

szondapar a mutacié pozicidjatdl eltekintve egymas tokéletes komplementere volt
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(részletesebben lasd késobb, 4.1 fejezet). A FV Leiden mutacié esetében alkalmazott

primerek és szondaparok sematikus elhelyezkedését a 7. dbra szemlélteti.

Leiden-5LC Leiden-3LC
Leiden-LCF

—— NN
o Intron 10 < Exon 10 < ¥
3 5

—
~.
Leiden-LCR
Leiden-5LC-comp Leiden-3LC-comp

7. abra. Az V. faktor Leiden mutdcid vizsgalata soran alkalmazott oligonukleotidok
(primerek és szondaparok) sematikus elhelyezkedése az V. faktor génen
Az abra az V. faktor (FV) gén 10. exonjanak az amplifikaciés primerek (Leiden-LCF,
Leiden-LCR) 4&ltal amplifikdlt 210 bdazispdr hosszU szakaszat abrazolja. Az abran
feltiintettik a ,sense” (Leiden-3LC, Leiden-5LC) és ,antisense” (Leiden-3LC-comp,
Leiden-5LC-comp) szondapdrokat. A FV Leiden mutacié a Leiden-5LC, illetve Leiden-
5LC-comp szonddk altal felismert szakaszon taldlhaté. Az dbra nem méretaranyos.

Az aszimmetrikus PCR sajatossagainak vizsgalatdhoz hasznalt tovabbi
tesztrendszerek az ABCG2 gén Q141K polimorfizmusa, a véralvadasi kaszkad II. faktor
(FII, prothrombin) génjének g.20210G>A mutacidja és az orokletes hemokromatdzis
(HFE) gén H63D variansa voltak.

Az amplifikacids primereket és a hibridizacios szondékat a LightCycler Probe
Design programmal terveztik (Roche Diagnostics). Minden oligonukleotidot az
Integrated DNA Technologies (Coralville, USA) szintetizalt. A primerek és szondak

szekvenciait az 1. fiiggelékben foglaltuk Gssze.

3.2.2.3 Amplifikacio és olvadaspont analizis

Az amplifikaciot és olvadasgorbe analizist LightCycler®1.2 (Roche Diagnostics
Corp., Indianapolis, USA) késziilékben végeztiikk. A PCR térfogata 20 pul volt, ami 10 pl
2 x PCR Master Mix-et (Promega Corp., Madison, USA) tartalmazott, 0,7 U Taq
polimerazzal (Finnzyme, Espoo, Finnorszag) és 0,75 mM MgCl-vel kiegészitve.
Kiilonb6z6 mennyiségii primerekkel amplifikaltunk (ABCA1 R219K, V771M, 1883M:
0,5 umol/L mindkét primerbdl; ABCG8 Y54C, A632V: 0,5 pmol/L a forward és 0,15
umol/L a reverse primerbdl; ABCG8 D19H, T400K: 0,15 umol/L a forward és 0,5
umol/L a reverse primerbdl). A hibridizacids szondapar mindkét tagjabol 0,25 umol/L

mennyiséget hasznaltunk minden esetben. A templatként bevitt DNS mennyisége 200
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ng volt. Az amplifikdcié sordn a denaturacios 1épés egységesen 95°C/30 mp volt,
amelyet 70 PCR ciklus kovetett (95°C/0 mp, 50°C/10 mp, 72°C/10 mp [kivéve ABCG2
Q141K: 72°C/15 mp]). Az olvadaspont analizis soran, kezdeti 1épésként el6szér 60 mp-
ig 40°C-on inkubaltuk a mintdkat, majd a hémérsékletet 0,1°C/mp sebességgel emeltiik
80°C-ig, mikdzben a fluoreszcencia szignalt folyamatosan detektaltuk.

A kiértekelés soran a mérési adatokbol a LightCycler késziilék szoftvere
olvadasi gorbét (a hdmérséklet fliggvényében felvett fluoreszcencia jelintenzitas negativ
derivéltja) generalt, a genotipusok beazonositasa a gérbék vizudlis értékelésével tortént.
Emellett sziikség volt az optimalizacios mérések eredményeinek objektiv
Osszehasonlitasara, ehhez a szoftver altal szamolt gorbe alatti teriiletet elnevezési

paramétert valasztottuk.

3.2.3 Szekvenalas

Az ABCGS gén T400K variansanak vizsgalata kapcsan egy esetben sziikség volt
a vart olvadasi gorbétdl ismételten Iényegesen eltéré eredményt mutatdé minta
genotipusdnak tisztdzdsa céljabol nukleotid szekvencia meghatirozasra. Az
amplifikacios 1épés (PCR) 30 pl térfogatban zajlott, 200 ng genomidlis DNS-t, 2 x PCR
Master Mixet (Promega) és mindkét primerb6l 0,5 pmol/L tartalmazott. A PCR
programban 95°C/3 perc kezdeti denaturaci6 utan 35 ciklus kovetkezett (95°C/30 mp,
55°C/40 mp, 72°C/60 mp), amit 72°C/7 perc végsd extenzidos lépés zart. A PCR
terméket Montage PCR Kittel (Millipore Corp., Billerica, USA) tisztitottuk. A
szekvenald reakcidhoz a BigDye Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kitet (Applied
Biosystems, Foster City, USA) hasznaltuk a gyartdo leirdsanak megfeleléen. A
szekvenald reakcid tisztitdisa Multiscreen-HV talcdban (Millipore) kialakitott
Sephadex™ G-50 Superfine gyongy oszlopon (Amersham Biosciences, Arlington
Heights, USA) tortént. A kapillaris elektroforézist és szekvencia analizist ABI PRISM
310 Genetic Analyzer késziiléken és a Sequencing Analyzis 5.3.1 programmal (Applied

Biosystems) végeztiik.

3.2.4 Lipid paraméterek meghatarozasa

A szérum koleszterin, a TG és a HDL szintek meghatarozasara standard

kolorimetrids modszerrel tortént. Az LDL szintet a Friedewald képlet alapjan
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szamoltuk, amennyiben a koleszterin, a TG ¢és a HDL szint értékek egyarant
rendelkezésre alltak. A kontroll csoport szérum mintdit centrifugalassal szeparaltuk ¢és a
mérés elvégzéséig -70°C-on taroltuk. A donorok esetében nem mértiink TG szintet,
mivel az ¢ esetiikkben a vérvétel nem éhgyomri allapotban tortént, kovetkezésképpen

esetiikben LDL szintet sem szamoltunk.

3.3 Statisztikai modszerek

Az allél-diszkriminacios mddszer optimalizalasara iranyuld kisérleteknél a gorbe
alatti teriiletek Osszehasonlitasara Student-féle t-tesztet alkalmaztunk.

A Kklinikai vizsgélatoknal az allélgyakorisdgokat (AF) 95%-os konfidencia
tartomannyal (CI 95%) adtuk meg. A kiilonb6z6 betegcsoportok és a kontroll csoport
allélgyakorisaganak 0Osszehasonlitasara tobbféle genetikai (allélikus, recessziv és
dominéans) modellt alkalmaztunk. Mindharom modellnél kiilon a stroke és kiilon az
ISZB csoport értékeit vetettiik 6ssze a kontrolléval. Az AF értékek Gsszehasonlitasanal
mindig a betegcsoportok értékeit hasonlitottuk a kontroll csoport értékeihez. A
genotipus megoszlasok Osszehasonlitdsat elvégeztiik a recessziv modell szerint (a ritka
allélt homozigéta formaban hordozok szdmat viszonyitva a gyakori allélt egy vagy két
példanyban hordozok szamahoz) és a dominans modell szerint is (a ritka allélt egy vagy
két példanyban hordozok szdmat hasonlitottuk Ossze a gyakori allélt homozigota
formdban hordozok szdmaval). A genetikai modellek vizsgalatandl 2 x 2-es
kontingencia tablat hasznaltunk, ahol Fisher-féle egzakt tesztet alkalmazva két-oldalu p
értéket €s esélyhanyadost (OR: odds ratio) szamoltunk a GraphPad InStat v3.06 for
Windows program segitségével (GraphPad Software, San Diego, USA,
www.graphpad.com). Vizsgélatainkban az OR azt mutatja meg, hogy a vizsgalt markert
hordozok esetében hanyszoros a betegség kialakuldsanak az esélye, a markert nem
hordozdkhoz képest. Az 1 feletti OR magasabb kockazatot jelent, a marker feltehetéen
hajlamosit a betegség kialakuldsara. Az 1 alatti OR alacsonyabb kockazatot jelent, a
marker feltehetéen véddfaktor a betegséggel szemben. Az esélyhanyados akkor mutat
szignifikans eltérést, ha a 95%-o0s konfidencia tartomanya (CI 95%) nem tartalmazza az

1-et.
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A vizsgalt SNP-k hatasanak fliggetlenségét a nemtdl és €letkortdl multinomialis
logisztikus regresszioval teszteltiik, az SPSS 13.0 for Windows program (SPSS Inc,
Chicago, USA) segitségével.

A Hardy-Weinberg egyenstly vizsgélata, a kapcsoltsagi analizis és a haplotipus
gyakorisagok becslése az SNPstats online szoftverrel tortént
(http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats, Solé és mtsai 2006).

A lipid értékekkel kapcsolatos statisztikai értékeléseket az SPSS 13.0. for
Windows program segitségével végeztiink. A lipid adatok eloszlds-vizsgélatira a
Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk. A lipid értékek eloszlasa a normal eloszlastol
eltéré eloszlast mutatott, ezért nem-parametrikus probakat (Kruskal-Wallis tesztet €s
Mann-Whitney tesztet) alkalmaztunk a kiillonb6z6 genotipust csoportok lipid
paramétereinek Osszehasonlitdsara. A lipid paraméterek megadasara a mediant, a 25. és
a 75. percentilis értékeket hasznaltuk. A két betegcsoport, illetve kontroll csoport lipid
adatait kiilon-kiilon értékeltiik, mivel a lipid érték meghatarozasa eltérd centrumokban
tortént. (Minden esetben csak egy adott betegcsoporton vagy csak a kontroll csoporton
beliili 6sszehasonlitdsokat végeztiink, a harom csoport lipid értékeit egyik vizsgalatnal
sem hasonlitottuk egymashoz.)

A valasztott szignifikancia szint minden esetben p<0,05 volt.
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4 Eredmények

4.1 Olvadaspont analizis optimalizalasa a LightCycler
késziiléken

Az V. faktor (FV) Leiden mutacié diagnosztikai kimutatasara sajat tervezésu
genotipizald rendszert alkalmaztunk a LightCycler késziiléken. Az optimalizalast
kovetden egyértelmiien el tudtuk kiiloniteni a harom lehetséges genotipust egymastol. A
homozigoéta normal mintdk egy részénél viszont a specifikus olvadaspontoknak
megfeleld csucsok kozott egy harmadik csticsot is detektaltunk, ami a 8. dbran lathato

(piros és zold gorbék).

0.008 - homozigéta Leiden

poor= normal

0.006- .
m— ormal
0.005 -

= heterozigota

0.004-
0.003 -

0.002 - /
0.004 - /

0.000 -

-0.001 - = =

m—\/iZ kontroll

Fluoreszcencia intenzitas —d{F2/F1)/dT

-0.002 -
o 1 1 ] ] 1 1 ] ] 1 [
47.0 50.0 525 55.0 a7.5 G0.0 625 65.0 67.5 Fo.0 720

Homérsékdet (*C)

8. abra: Szimmetrikus PCR-t kdvet6 olvadaspont analizis (FV Leiden)
Az V. faktor (FV) Leiden mutacié vizsgdlata szimmetrikus (1:1 primer ardnyu) PCR-t
kovetd olvaddspont analizissel. A kiilonb6z6 genotipusu mintak gorbéi: homozigéta
Leiden (rdézsaszin), heterozigdéta (kék) és homozigéta normal (z6ld és piros). A
homozigéta normdl mintak egy részénél egy aspecifikus kozbensé csucsot
tapasztaltunk (piros gorbe).

A probléma megoldasara (az aspecifikus csucs eltlintetésére) tobbféle koriillmény
valtoztatasaval probalkoztunk. Az két amplifikdciés primert eltéré (1:6,7

forward:reverse) aranyban alkalmazva az olvadaspont analizis sordn a fluoreszcencia
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intenzitds novekedését €s a kozbensd cstcs eltlinését tapasztaltuk. A 9. dbra 31 minta

aszimmetrikus PCR-t kdvetd olvadasi gorbe analizisét szemlélteti.

00G5 =

aoso-| NOMoOzZigota Leiden normal

Q0S5 -
0.050 =
005 -
000 =
0.5 -
Qo30-
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o026=
0020 =
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0000 -
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0.010=

00E5=
1 [ [
470 4310 0.0 520 0 5610 580 800 s2.0 840 8450 880 TOO

Hémérsbkdet {*C)
9. dbra: Aszimmetrikus PCR-t kévet6 olvadaspont analizis (FV Leiden)
Az V. faktor (FV) Leiden mutdcié vizsgalata aszimmetrikus (1:3,3 forward:reverse
primer aranyu) PCR-t koveté olvaddspont analizissel. A kiilonb6z6 genotipusd mintak
(n=31) gorbéi egymastdl egyértelmien elkilonilnek, a szimmetrikus PCR-nél észlelt
aspecifikus kézbensé csucs egyetlen mintanal sem tapasztalhato.

Fluoreszcencia intenzitas —d{F2/F1)/dT

Az FV Leiden genotipizaldst modell rendszernek hasznalva szisztematikusan
megvizsgaltuk az eltéré ardnyban hasznalt amplifikacios primerek (aszimmetrikus PCR)
hatdsat az olvadasgorbe analizisre. A hatékonysag szamszeri 0sszehasonlitasdhoz az
olvadasi gorbe gorbe alatti teriilete, vagy a cslicsok magassadga, mint két objektiv, a
LightCycler szoftvere altal szamitott paraméter koziil vélaszthattunk. FElézetes
vizsgalataink alapjan a két paraméter egyenértékiinek tlint (szamszertien eltértek ugyan,
de hanyadosuk — amire az dsszehasonlitdsokhoz sziikségiink volt — kozel azonos volt).
Eredményeink 6sszehasonlitdsahoz a gorbe alatti teriiletet valasztottuk.

Ahogy a reverse primert a forward primerhez képest egyre nagyobb feleslegben
alkalmaztuk, a gorbe alatti teriilet fokozatos ndvekedését tapasztaltuk. Az 1:3,3
aranyban hasznalt forward:reverse primer arany mellett a gorbe alatti teriilet harom
parhuzamos mérés eredményeit értékelve szignifikdns mértékben, atlagosan 4,7-
szeresére novekedett (0,13 = 0,049 SD v6. 0,028 £ 0,017 SD; p=0,014; lasd 10. dbra). A

reverse primert még nagyobb feleslegben alkalmazva, 1:6,7 arany mellett, a gorbe alatti
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teriilet tovabbi, atlagosan 2,4-szeres emelkedést mutatott az 1:3,3-as primer aranyu
koriilményhez viszonyitva (0,31 + 0,12 SD v6. 0,13 + 0,049 SD; p=0,035). A primer
arany ennél nagyobb mértékili eltolasa (1:13 és 1:16 ardnyban) tovabbi, de mar nem
szignifikans gorbe alatti teriilet emelkedést eredményezett. Az 1:16 f6lé emelt primer
arany hasznalata nem eredményezett tovabbi emelkedést (az abra nem mutatja). A
primer arany valtoztatasa mellett teszteltilk a primerek mennyiségének egyilittes (azaz
1:1 ardnyd) emelése, tovabba a hibridizacids szondapar mennyiség megduplazasanak
hatasat is. A fenti valtoztatasok nem szignifikdns mértékben és inkonzisztens médon

befolyasoltak a gorbe alatti teriilet nagysagat.
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10. abra: Kiilonb6z6 primer aranyokkal kivitelezett PCR-t kdvetd olvadaspont
analizisek gorbe alatti teriilet értékei

Szimmetrikus (kék oszlop) és aszimmetrikus (z0ld oszlopok) primer aranyokkal
végeztiink PCR-t, 3 parhuzamos mérésben. A primer aranyokat abszolut (és relativ)
értékben, uM koncentracidoban adtuk meg. A parhuzamos mérések olvadaspont gorbéi
atlagos gorbe alatti terileti értékeit abrazoltuk, a hibasavok a tapasztalati szérasnak
(SD) felelnek meg.
a* Az 1:3,3 ardnyu PCR-t kovet6 olvadaspont analizis gorbe alatti terilete 4,7-szeresére
emelkedett az 1:1 aranyu kéridlményhez képest (p=0,014).
b* Az 1:6,7 ardnyu PCR-t kdvet6 olvadaspont analizis gorbe alatti teriilete tovabbi 2,4-
szeres emelkedést mutat az 1:3,3 aranyu korilményhez viszonyitva (p=0,035).

Hipotézisiink alatdmasztasara, miszerint a PCR termék szondékkal
komplementer DNS szalanak relativ mennyiségét ndvelve fokozodhat az allél-

diszkriminacié hatékonysdga, egy 10j szondapart terveztiink. Ezt az 10j szondapart
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»antisense” szondaparnak neveztiikk el, mivel egy bazistol eltekintve tokéletesen
komplementer az eredeti szondaparral. Az eltérés a mutacio helyének megfeleld bazis
modositasa (1691. pozicioban G helyett A), amire azért volt sziikség, mert az eredetivel
komplementer szonda feltehetden kis hdmérsékletkiilonbséggel valt volna le a normal,
illetve a mutacidt hordozé6 DNS széalakrél. A komplementer szonda a kérdéses pozicio
helyén G-t tartalmazna, amely a minta tipusatol fiiggden vagy C, vagy T bazissal
kertilne szembe (G-C vagy G-T part alkotna). A szonddban a G>A cserével igy egy A
keriil majd szembe a minta tipusatol fliggden vagy C, vagy T bazissal (A-C vagy A-T
parok). Az egymassal parba keriild bazisok stabilitasa a 10. &bran bemutatott sorrendben

csokken (Peyret és mtsai 1999).

komplementer szonda

»

G-C>A-T>G-G>G-T=G-A>T-T=A-A>T-C>A-C>C-C

- L

baziscserés szonda

11. dbra: Nukleotid bazisparok stabilitasi sora
A 10 lehetséges nukleotid bazispar stabilitdsa csokkend sorrendben feltiintetve (Peyret
és mtsai 1999 nyoman). A nyilak a sense szonddval tokéletes komplementaritast
mutatd és a mutdcid helyén egy baziscserét tartalmazd szonda josolhatd, a vad és
mutdns allélt tartalmazé DNS-szalak kozotti stabilitasi kiilonbségeit szemléltetik.

A modositassal a stabilitasi sorban egymastdl nagyobb tdvolsdgban talalhatd
parokat kaptunk (A-C és A-T tavolabb van egymastol, mint G-C és G-T), igy a normal
¢s a mutaciot hordozé6 DNS szal olvadéaspontja kozott nagyobb homérséklet-kiilonbség
varhat6, vagyis az olvadaspont gorbén a két tipusnak megfeleld cslics egymastol
tavolabb keriil, ezaltal a vizudlis kiértékelés sordn a csiucsok egymastdl jobban
elkiilonithetové valnak. A baziscsere egyben azt is eredményezi, hogy az antisense
szondapar a varians Leiden all¢lnek megfeleld termékhez kotddik erdsebben (azzal
mutat teljes komplementaritast), igy az antisense szondapdarral végzett kisérletnél, az
eredeti elrendezéssel ellentétben, a magasabb olvadaspontot mutatd csucs felel meg a

varidns (Leiden) allélnek.
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12. dbra: A sense és antisense szondaparokkal és eltéré amplifikacids primer
aranyokkal végzett olvadaspont analizis gorbék 6sszehasonlitasa.
Szimmetrikus (1:1 primer aranyu) és aszimmetrikus (1:3,3 és 3,3:1 primer aranyu) PCR-
t, majd mindhdrom koérilmény PCR termékén olvadasgorbe analizist végeztiink a sense
és antisense szondapdarokkal (kiilon reakciéban). (A) A legmagasabb csucsot a sense
szondapart és a reverse primer feleslegét tartalmazd reakcidban mértiik (piros).
Alacsonyabb csucsot kaptunk az antisense szondapart és a forward primer feleslegét
tartalmazé reakcidban (kék). A kedvez6tlen aranyu primer felesleggel végzett (sense
szondapar reverse primer tobblettel [szlirke], antisense szondapar forward primer
tobblettel [z6ld]) és a szimmetrikus PCR-ek termékeinek olvaddspont gorbéi az (A)
abrarész felbontdsanal egymastdl elkilonithetetlen gorbéket mutatnak. A (B) dbrarész
ennek az alsé szakasznak a kinagyitasa, kb. 9-szeres nagyitds. Mindkét szondapar
szimmetrikus PCR-t kdvetS olvaddspont gorbéi (lila és fekete) ennél a felbontasnal
értékelheté eredményt adnak, mig a kedvezStlen aranyban alkalmazott primer

aranyok esetében a gorbék tovabbra is értékelhetetlenek.
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Kovetkezd kisérletiinkben a sense ¢€s antisense szondaparokkal végeztiink
parhuzamos olvadaspont analizist, azonos PCR koriilményekbdl kiindulva. Egy
homozigota normal mintat amplifikaltunk 3 kiilonb6z6 primer aranyt alkalmazva (3,3:1;
1:1 ¢és 1:3,3), mindharom koriilménybdl 2-2 parhuzamos PCR-rel. Az olvadaspont
analizishez a parhuzamos mérések koziil az egyik esetben a sense, a masikban pedig az
antisense szondaparokat alkalmaztuk. Az olvadaspont analizissel kapott eredményeinket
a 12. dbra mutatja. Az eredeti szondapar a reverse primer felesleget tartalmaz6 PCR-t
kovetd olvadasi gorbén mutatott kimagasld jelintenzitast, a komplementer szondapar
pedig a forward felesleggel rendelkez6 PCR-t kovetéen. A szimmetrikus PCR
koriilménynek megfeleld és a kedvezdtlen aranyban alkalmazott primerekkel amplifikalt
kisérletekben joval alacsonyabb fluoreszcencia intenzitist tapasztaltunk, az utobbi
reakcioknak megfeleld olvadasi gorbék a 12/A abran lathatdé fluoreszcencia skalan
abrazolva szinte teljesen egymasra fekszenek. A 12/B dbra megfelel a 12/A abranak,
azzal a kilonbséggel, hogy a fluoreszcencia intenzitas skdla maximumat 0,065-rdl
0,007-re valtoztattuk (kb. 9-szeres nagyitds). A szimmetrikus PCR koriilményt kovetd
olvadasi gorbék mindkét szondapdr esetén a kedvezd ardnyban eltolt aranyban
alkalmazott primerekkel végzett kisérlethez képest joval alacsonyabb, de értékelhetd
jelet adtak. A kedvezdtlen aranyban alkalmazott primerekkel végzett aszimmetrikus
PCR utdni olvadasi gdrbéken, még tovabbi felbontas ndvelésnél sem észlelhetd a
genotipusnak megfeleld hdmérsékletnél olvadasi cstcs, egyik szondapar esetében sem.

Tovabbi harom genotipizald rendszeren (ABCG2 QI141K, FII g.20210G>A,
HFE H63D) vizsgaltuk az aszimmetrikus PCR olvadési gorbe jelintenzitasara gyakorolt
hatdsat. A szimmetrikus primer koriilmény mellett négy aszimmetrikus koriilményt
teszteltiik, 1:3,3; 1:1,6; 1:13 és 1:16 primer ardnyokkal (mindig az adott rendszernél
elény0s primert alkalmazva feleslegben). Valamennyi vizsgalt genotipizald rendszerben
hasonlé tendenciat tapasztaltunk: a szimmetrikus PCR koriilményhez viszonyitva, az
1:3,3 és 1:6,7 primer ardnyokndl minden esetben ndvekedett a csucs alatti teriilet
nagysaga (lasd 10. dbra). Az ennél nagyobb mértékii primer aranyok esetében (1:13 és
1:16) mar nem minden esetben tapasztaltunk jelintenzitas novekedést. A szimmetrikus
koriilményhez viszonyitva az 1:6,7 aranyban alkalmazott amplifikacids primerek mellett
a 4 vizsgalt rendszer esetében atlagosan 11,2-szeresére emelkedett a jelintenzitas (6-17-

szeresig terjedd tartomanyban).
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13. abra: Kiilonb6z6 amplifikaciés primer aranyok hatdsa az olvadaspont analizis

gorbe alatti teriiletének nagysagara négy genotipizald rendszerben
Az ABCG2 Q141K (Q141K), prothrombin g.20210G>A (Fll), FV Leiden (Leiden) és HFE
H63D (H63D) variansok amplifikacidjat az abran feltiintetett eltéré primer aranyokkal,
de egyébként azonos korilmények kozott, homozigdta mintdkon végeztiik. A relativ
aranyok mindig az adott tipizald rendszernek megfelel6 kedvez6 primer tobbletét
mutatjak, az abszolut értékek pmol/L-ben értendSk (végs6 koncentracidk). Az
olvaddsgorbe analizist kovet6en a LightCycler software megadta a gorbe alatti terilet
nagysagadt. A jobb Osszehasonlithatésag kedvéért a relativ gorbe alatti terllet
novekedését adtuk meg, amihez a gorbe alatti terlletek értékeit elosztottuk a
megfelel§ 1:1 primer ardnyu gorbe értékével.

4.2 ABCA1 és ABCG8 polimorfizmusok vizsgalata

4.2.1 Genotipusok meghatarozasa

Genomialis DNS mintabol kiindulva PCR-t kovetd fluoreszcens allél-
diszkriminacidés moédszerrel hataroztuk meg az ABCA1 (R219K, V771M, I883M) ¢és
ABCGS polimorfizmusok (D19H, Y54C, T400K, A632V) genotipusat a kontroll és a
betegcsoportokban. A 14. abran azoknak az allél-diszkriminaciés metodikaknak a
tipikus olvaddspont analizis gorbéit mutatjuk be, ahol az olvadaspont meghatirozast
aszimmetrikus PCR elézte meg (ABCG8 SNP-k). Az ABCAIl varidnsok

meghatdrozasara még az aszimmetrikus PCR bevezetése el6tt kertilt sor.
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14. abra: ABCG8 polimorfizmusok (D19H, A632V, T400K és Y54C) olvadaspont gorbéi.
Az ABCGS alléleknek megfelel6 csucsot az adott pozicidban az allél altal meghatarozott
aminosav kdédjaval jeloltik. Az dbran minden SNP esetén mindharom lehetséges
genotipust legalabb egy minta reprezental.

4.2.2 Allélgyakorisagok

A kontroll- és a betegcsoportokon beliil tapasztalt genotipus megoszlasokat és az
ebbdl szamitott allélgyakorisag (AF) értékeket azok 95%-os konfidencia
intervalluméaval (95% CI) a 5. tablazatban foglaltuk 6ssze. Annak eldontésére, hogy a
kiilonbozé  allélek, hozzajarulhatnak-e a stroke vagy ISZB kialakulasédhoz,
Osszehasonlitottuk a betegcsoportban mért AF értékeket a kontroll csoportban mért
értekekkel. Mind a stroke, mind az ISZB csoportban csokkent AF értékeket
tapasztaltunk az R219K és V771M variansok esetében (stroke: 28,6 + 4,1% [R219K] és
3,1 + 1,6% [V771M]; ISZB: 25,7 + 5,1% [R219K] ¢és 1,4 = 1,3% [V771M]) a kontroll
csoporthoz viszonyitva (31,2 = 4,7% [R219K] ¢és 5,0 £ 2,2% [V771M]). Az ISZB
csoportban az ABCA1 V771M polimorfizmusanak a kontroll csoporthoz viszonyitott
allélgyakorisag csokkenése szignifikdns eltérésnek bizonyult (p=0,010). Mivel a ritka
allél (771M) a betegcsoportban kisebb gyakorisaggal fordul eld, vagyis akik ilyen
alléllel rendelkeztek, azoknal ritkdbban manifesztdlodott a betegség, ezért
védofaktornak tekinthetd, amit az 1-nél kisebb értékii esélyhanyados is mutat (OR [95%
CI]: 0,3 [0,1-0,8]; 1asd 6. tablazat).
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5. tabldzat: ABCA1 R219K, V771M, M883I és ABCG8 D19H, Y54C, T400K, A632V allél
varidnsok genotipusok szerinti megoszldsa a kontroll és a beteg csoportokban

Genotipus megoszlds Kontroll Stroke ISZB
n (%) n (%) n (%)

ABCA1 R219K

RR 95 (49.8) 132 (54.8) 83 (56.1)

RK 73 (38.2) 80 (33.2) 54 (36.5)

KK 23 (12,0) 29 (12,0) 11(7,4)

AF (%) £ 95% CI  31,2+4,7 28,6+ 4.1 25,7451
ABCA1 V771IM

A% 172 (90,1) 227 (94.2) 144 (97.3)

VM 19 (9,9) 13 (5.4) 42.7)

MM 0 1(0,4) 0

AF (%) £ 95% CI  5,0+22 31416 14+ 13%
ABCA1I883M *?

Il 79 (76.7) 175 (72.6) 115 (77.7)

M 23 (22.3) 59 (24,5) 29 (19,6)

MM 1(1,0) 7(2,9) 42,7)

AF (%) £ 95% CI  121+4,6 15.1+33 125438
ABCGS8 D19H

DD 173 (90,6) 220 (91,3) 132 (89.,2)

DH 18 (9,4) 20 (8,3) 15 (10,1

HH 0 1(0,4) 1(0,7)

AF (%) £ 95% CI  4,7+2.2 46+19 57427
ABCGS8 Y54C

YY 71 (37,2) 80 (33,2) 58 (39,2)

YC 84 (44.0) 123 (51,0) 62 (41.9)

cC 36 (13.8) 38 (15.9) 28 (18.9)

AF (%) £ 95% CI 40,8 +5,0 413445 390457
ABCGS8 T400K

TT 124 (64,9) 164 (68,1) 94 (63.5)

TK 62 (32.5) 67 (27.8) 51.(34.5)

KK 5(2,6) 10 (4,1) 3(2,0)

AF (%) £95% CI  188+4,0 18,0+ 3,5 193446
ABCGS8 A632V

AA 119 (62,3) 156 (64,7) 94 (63,5)

AV 63 (33.0) 70 (29,1) 52 (35.1)

A% 9(4,7) 15 (6.2) 2(1.4)

AF (%) £ 95% CI  21,2+4,2 20,7437 18.9+4.6
Osszesen n=191* n=241 n=148

A tablazat adatai az egyes genotipusokhoz tartozé személyek szamat és zardjelben
azok gyakorisdgat (%) mutatjak. Az allélgyakorisag (AF) értékeket szdzalékban (%)
adtuk meg, azok 95%-os konfidencia intervallumaval (95% Cl).

*Az ISZB csoport V771M AF értéke szignifikans eltérést mutatott a kontrollhoz képest
(p=0,010; OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,8]; a 771M varians véddGfaktor szerepet jatszhat).

% Az I1883M esetében a kontroll csoport a tébbi SNP-t8l eltéréen 103 f&bdl 4llt.
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A statisztikai elemzés soran a tobbi AF eltérés nem bizonyult szignifikdnsnak.
Az ABCGS8 varidnsok AF értékei nem mutattak szignifikans eltérést a kontroll

csoporthoz viszonyitva egyik vizsgalt betegcsoport esetében sem.

4.2.3 Genotipus gyakorisagok

Sok esetben célszerli a vizsgalt csoportok Osszehasonlitdsat dichotomizalt
bontdsokban is elvégezni. A dominans genetikai modell szerinti elemzés sordn a ritka
allélt (1 vagy 2 példanyban) hordozok gyakorisagat és a gyakori allélra nézve
homozigota személyek gyakorisagat hasonlitjuk 0ssze a beteg és kontroll csoportok
kozott, feltételezve, hogy a ritka allél a dominéns, igy hatdsat mar egy példanyban is
kifejtheti, vagyis a homozigota ritka €s a heterozigota genotipusok azonos hatast
gyakorolhatnak a fenotipusra. A recessziv genetikai modell szerinti megkozelitésnél a
ritka allélt recesszivnek feltételezve, a homozigota ritka allélt hordozok gyakorisagat
viszonyitjuk az Osszes tobbi egyiittes gyakorisagahoz, feltételezve, hogy a fenotipusos
valtozas kialakulasdhoz a varians allélnek homozigota formaban kell jelen lennie.

Mind a 7 emlitett genetikai varidns estében elvégeztiik a domindns genetikai
modell szerint a betegcsoportok Osszehasonlitdsat a kontrollal, és azoknal a
polimorfizmusoknal, ahol a ritka allélre homozigétdk aranya 5% felett volt, ott a
recessziv modell szerint is. A V771M varians az ISZB csoport esetében a dominans
genetikai modell szerint vizsgilva szignifikdns eltérést mutatott a kontrollhoz
viszonyitva (p=0,008; OR [95% CI]: 0,2 [0,1-0,7]; lasd 15/B abra és 6. tablazat). Ez
meger6siti az allél frekvencia elemzés soran észlelt 0sszefliggést (1asd 4.2.2 fejezet): a
771M hordozok védettebbek lehetnek az ISZB manifesztacigjaval szemben. A V771M
varians esetében a stroke betegséggel kapcsolatban nem észleltiink hasonlo
Osszefliggést. A genetikai modellekkel a tobbi varidns esetében nem észleltiink tovabbi

Osszefiiggéseket a genotipusok €s a teljes betegcsoportok kozott.

4.2.4 Alcsoport vizsgalatok

Az ABCAI1 R219K ¢és a V771M variansok esetében szerettiik volna kideriteni,
milyen tényez6é huzddhat meg a beteg- és kontroll csoportok kdzott kimutathatd eltérd
AF értékek hatterében (lasd 4.2.2 fejezet). Ennek eldontésére a betegcsoportokat

kiilonféle szempontok szerint alcsoportokra osztottuk (pl. a nem vagy a diagnozis
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idépontjaban betdltott életkor alapjan) és ezekben vizsgaltuk a genotipusok kontrollhoz
viszonyitott gyakorisagat. A stroke csoport esetében kiilonb6zd klinikai paraméterek
alapjan tovabbi alcsoportokat képeztiink a betegség sulyossaga és a carotis duplex scan
eredménye szerint. Vizsgaltuk az egyidejiileg jelen 1évé ISZB hatasat, végiil
Osszehasonlitottuk az egyéb ismert kockazati tényezdk szdma alapjan létrehozott

»alacsony” €s ,,magas” kockazati csoportokat.

4.2.4.1 Nemek alapjan képzett alcsoportok vizsgalata

A férfiakat és noket kiilon alcsoportként is megvizsgaltuk. Erre a bontdsra
egyrészt az adott indokot, hogy a kontroll csoportban a nemek aranya kb. 1:1, mig
mindkét betegesoportban kb. 2,5:1 a férfi:nd arany (lasd 1-3. tablazatok), masrészt az
irodalmi adatok arra utaltak, hogy a két nem esetében jelentds eltérések lehetnek a lipid
metabolizmus tekintetében. A genotipus gyakorisdgokat a férfiakra és ndkre sziikitett
kontroll alcsoportok értékeivel vetettiik Ossze. Egyik nem esetében sem taldltunk

szignifikans eltérést a vizsgalt variansok esetében.

4.2.4.2 Diagnozis felallitasakor betéltott életévek alapjan képzett beteg

alcsoportok vizsgalata

A betegcsoportok az atlagéletkor tekintetében nem mutattak teljes egyezést a
kontroll csoporttal (stroke: 53,4 + 14,5; ISZB: 61,4 £ 9,3; kontroll: 35,3 + 11,8 év).
Emellett a multifaktorialis betegségek esetében, az olyan esetek vizsgalataval, akiknél a
betegség fiatalabb korban manifesztalodott, nagyobb esély van az orokletes tényezdk
azonositasara, mivel naluk a kornyezeti tényez6k hatdsa még kevésbé kifejezett. Ezért a
kovetkezd felosztasban a betegeket diagndziskori életkoruk alapjan soroltuk
alcsoportokba. Az iddésebb korban diagnosztizalt betegeket 5 éves intervallumos
egységekben fokozatosan kizarva, sorra létrehoztuk a 60-ik, 55-ik és 50-ik életéviik
alatt, kiilon a stroke-kal, majd kiilon az ISZB-vel diagnosztizalt betegek alcsoportjait.
fgy a felsorolas sorrendjében egyre kisebb esetszamu csoportokat képeztiink. A
genotipus gyakorisagokat mindkét betegség Osszes alcsoportja esetén, mindig a teljes

kontroll csoport adataival hasonlitottuk 6ssze.
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15. abra: ABCA1 R219K hordozé (RK+KK) genotipusok (A) és ABCA1 V771M hordozé
(VM+MM) genotipusok (B) gyakorisaganak dsszehasonlitasa a kontroll és
betegcsoportokban.

Az oszlopok a hordozdk gyakorisagat jelolik a teljes kontroll csoportban (kék), illetve a
stroke (z6ld) és az ISZB (lila) életkor szerint képzett alcsoportjaiban. A hibasavok a 95%-
os konfidencia intervallumnak felelnek meg. A kontrollhoz viszonyitva csokkent
hordozé gyakorisdgot észlelink mindkét betegcsoport esetében, amely még
markdansabba valik, az egyre fiatalabb életkorban diagnosztizalt beteg alcsoportok felé

haladva.

a* Az 50 év alatt diagnosztizalt stroke betegek esetében az R219K hordozo6 gyakorisag
szignifikdnsan eltér a kontrollhoz viszonyitva (p=0,022; OR [95% Cl]: 0,6 [0,3-0,9]).

b* Az 50 év alatt diagnosztizalt stroke betegek esetében a V771M hordozé gyakorisag
szignifikdnsan eltér a kontrollhoz viszonyitva (p=0,035; OR [95% Cl]: 0,3 [0,1-0,9]).

c* Az ISZB csoportban a V771M hordozdk gyakorisaga szignifikdnsan eltér a kontrollhoz
viszonyitva (p=0,008; OR [95% Cl]: 0,2 [0,1-0,7]).
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Két ABCAI1 varians esetében (R219K, V771M) az alacsonyabb korban
diagnosztizalt betegek fel¢ haladva csokkend tendencia mutatkozott a ritkabb allélt
(219K, illetve 771M) hordozé egyének gyakorisagaban. Egy ABCGS8 varians esetében
(Y54C) hasonld tendenciat észleltiink, de ebben az esetben a gyakoribb allélra
homozigota egyének (54YY) gyakorisaga mutatott csokkend tendenciat az alacsonyabb
¢letkorban felallitott diagndzist alcsoportok fel¢ haladva. Az R219K allél esetében a
tendencia mindkét betegcsoportban megfigyelhetd volt (1asd 15/A). A V771M esetében
a tendencia szintén mindkét betegcsoport esetében jelen volt (15/B abra), de a 60 év
alatt ISZB-vel diagnosztizaltak kdrében egyetlen f6 sem hordozta a ritka (7771M) allélt
(az abran nem tiintettiik fel). Az Y54C esetében ezt a jelenséget csak a stroke
csoportban tapasztaltuk (4bra nem mutatja).

Az R219K varidnst a domindns genetikai modell szerint vizsgalva, az 50 év alatt
stroke-kal diagnosztizalt betegek csoportjaban (n=106) az eltérés szignifikansnak
mutatkozott (p=0,022), a ritka allélt hordozé statusz (219RK+219KK) védofaktorként
szerepelhet a stroke-kal szemben (OR [95%CI]: 0,6 [0,3-0,9]). Az R219K varians ¢és az
ISZB vonatkozasaban tapasztalt tendencia nem bizonyult szignifikansnak. A 15/A abra
a ritka allélt hordozok gyakorisdgat szemlélteti a diagnozis felallitasakor betdltott
¢letkor alapjan képzett alcsoportokban ¢és a kontrollban.

A V77IM varidns esetében szintén a domindns modellnek megfeleld
Osszehasonlitdsban szignifikdns eltérés mutatkozott az 50 ¢év alatt stroke-kal
diagnosztizalt betegeket (n=106) a kontrollhoz viszonyitva (p=0,035; OR [95% CI]: 0,3
[0,1-0,9]), tovabba a teljes ISZB csoportot (n=148) a kontrollhoz viszonyitva (lasd
fentebb, 4.2.3 fejezet). Mindkét Osszefiiggésben a 771M varians hordoz6 formaban
feltehetden véddfaktor szerepet tolt be. A 15/B abran a V771M varidns esetében — az
R219K-hoz hasonldan — szintén a ritka allélt hordozok gyakorisagat tiintettiik fel.

Az Y54C varians esetében tapasztalt tendencia (az 54YY genotipus csokkenése
az egyre alacsonyabb ¢letkorban stroke-kal diagnosztizalt beteg alcsoportok felé
haladva) nem bizonyult szignifikdns mértékiinek.

A harmadik ABCAI1 varians (az 1883M) és a tobbi ABCGS8 varians (D19H,
T400K, A632V) genotipus gyakorisaga nem mutatott szignifikans eltérést a kontrollhoz
viszonyitva egyik vizsgalt betegcsoportban sem, az életkor szerint létrehozott

alcsoportok dsszehasonlitasa soran.
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4.2.4.3 Eletkor szerinti csoportositds tovdabbi bontdsa a nemek szerint

Az R219K, V77IM és Y54C variansok esetében multivariancia analizissel
(logisztikus regresszioval) megvizsgaltuk, hogy a kérdéses variansok fiiggetlenck-e a
diagnoziskori életkortol és a nemtdl. Kimutattuk, hogy az R219K és V771M variansok
az ¢letkortdél és a nemtdl fliggetlen véddfaktorok a stroke-kal szemben (R219K:
p=0,026; OR [95% CI]: 0,7 [0,5-0,9]; V771M: p=0,016, OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,8]),
ugyanakkor egymastdl nem fliggetlenek. A V771M varians az ISZB-vel szemben is
fiiggetlen véddéfaktornak bizonyult (p=0,027, OR [95% CI]: 0,1 [0,1-0,8]). Kideriilt,
hogy az Y54C nem fiiggetlen sem az életkort6l, sem a nemtdl, ezért Y54C esetében az
¢letkor szerinti alcsoportokat a nemek szerinti tovabbi bontdsban is megvizsgaltuk.

A 16. abran az 54YY gyakorisdganak értékei lathatok a férfi kontroll és férfi
stroke alcsoportokban. Az abra jol szemlélteti, hogy mar a teljes férfi stroke csoportban
is csokkent YY gyakorisag tapasztalhatd a férfi kontrollhoz képest, de az eltérés nem
szignifikans. A gyakorisadg tovabb csokken, ahogy sorra sziikitjiikk az alcsoportot a 60,
55, ill. 50 év felett diagnosztizalt betegek kizarasaval. Az 50 év alatt diagnosztizalt
csoport (62 f6) YY gyakorisaga szignifikdns eltérést mutat a kontrollhoz képest (24,2%
+ 5,4 v6. 41,3% + 5,1; p=0,038; OR [95% CI]: 0,5 [0,2-0,9]). Az 54Y allél homozigota
formaban véddfaktor lehet a stroke kialakuldsdval szemben 50 év alatti férfiak esetében.
(A 6. tablazatban 1 feletti esélyhanyados érték talalhato az emlitett 0sszefliggésre, mivel
ott a dominans genetikai modellnek megfelel6 eredmény szerepel, azaz az YC+CC
genotipus hajlamosité tényezd a fenti Osszefliggésben.) A ndk esetében hasonlod

Osszefliggést nem mutattunk ki.
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16. abra: Y54C gyakori allélra (YY) homozigotak gyakorisaganak dsszehasonlitasa a
kontroll és a stroke alcsoportokban.

Az oszlopok az 54YY genotipus gyakorisagat jelolik a kontrollban (kék) illetve a stroke
életkor szerint képzett alcsoportjaiban (zold), a hibasavok a 95%-os konfidencia
intervallumnak felelnek meg. A férfi kontrollhoz viszonyitva csokkent gyakorisagot
észleliink a férfi stroke betegek esetében, amely még hatdrozottabba valik, az egyre
fiatalabb életkorban diagnosztizalt stroke alcsoportok felé haladva.

* Az 50 év alatt diagnosztizalt stroke betegek esetében az 54YY genotipust mutaté
egyének gyakorisaga szignifikansan eltér a kontroll csoport gyakorisagahoz viszonyitva
(p=0,038; OR [95% CI]: 0,5 [0,2-0,9]).

Mivel logisztikus regresszids analizissel igazoltuk, hogy a stroke betegek
esetében az R219K és V771M, illetve az ISZB betegek esetében a V771M a nemtdl és
¢letkortol fiiggetlen védofaktorok, igy nem lett volna feltétlen sziikséges ezen
csoportoknak a nemek szerinti szétvalasztasa és analizise. Csak a férfiakat vizsgalva az
R219K varidans a dominans genetikai modellnek megfeleléen mar a 60 év alatt
diagnosztizalt stroke betegek esetén is szignifikdns hordoz6 gyakorisag-eltérést mutatott
a kontrollhoz képest (p=0,028; OR [95% CI]: 0,5 [0,3-0,9]; lasd 6. tablazat). Az
elézoéekben, ndkkel egyiittesen vizsgalva, hasonld 0Osszefliggést (csokkent hordozd
gyakorisagot) csak egy sziikebb, az 50 ¢év alatt diagnosztizalt csoportban tudtuk
kimutatni. Szintén csak a férfiakat vizsgélva a V771M varidns esetében nem tudtuk a
varians védofaktor szerepét statisztikailag megerdsiteni, egyik betegcsoportban sem,
feltehetden a varidns igen alacsony AF értéke miatt (atlagosan 3,3%). Csak a ndket

vizsgalva egyik varians esetén sem talaltunk szignifikdns eltérést.
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Végiil, csak az 50 év alatti férfiakat vizsgalva, logisztikus regresszios analizissel
megallapitottuk, hogy az életkor, az R219K ¢és V771M genotipusok, valamint az 54YY
statusz egymastdl fiiggetlen tényezdk a stroke kialakulasa szempontjabdl (p<0,001;
p=0,037; p=0,023 és p=0,023; a felsorolas sorrendjében).

A vizsgalataink soran tapasztalt AF és genotipus gyakorisag 0sszefiiggéseket

egy attekint0 tablazatban foglaltuk 6ssze, lasd 6. tablazat.

4.2.4.4 Klinikai jellemzék alapjan képzett stroke alcsoportok vizsgdlata

Annak kideritésére, hogy a vizsgalt polimorfizmusok hatadssal vannak-e a
betegség sulyossagara, klinikai megjelenési formajara, tovabbi alcsoportokat képeztiink
ismert klinikai paraméterek alapjan. Az egyik ilyen 6sszehasonlitdsban egy olyan stroke
alcsoportot vizsgaltunk, amelybdl kizartuk a TIA-val diagnosztizalt betegeket. A TIA-
mentes stroke alcsoportban (n=164) logisztikus regresszidés analizissel az R219K
(p=0,013) és a V771M (p=0,042) tovabbra is a nemtdl és életkortdl fiiggetlen
védoéfaktornak bizonyult. Az Y54C esetében a TIA-mentes csoportban — a teljes stroke
csoporthoz hasonldéan — nem észleltiink hasonld Osszefiiggést.

Annak érdekében, hogy kizarjuk a stroke-kal tarsult ISZB esetleges modosito
hatdsat a stroke-kal diagnosztizalt betegek eredményeire, logisztikus regresszios
analizist végeztiink azokon a stroke betegeken, akik anamnézisében ISZB nem szerepelt
(n=205; a teljes stroke csoport 85,1%-a). Az eredmények azt mutattak, hogy az R219K
¢s V771M varidnsok az ¢életkortol és nemtdl fliggetlen védéfaktorok az ISZB-mentes
stroke alcsoportban is (R219K: p=0,033, OR [95% CI]: 0,7 [0,5-0,9], és V771M:
p=0,033, OR [95% CI]: 0,4 [0,2-0,9]). A V771IM stroke csoportban tapasztalt védd
szerepe nem tulajdonithat6 a stroke-kal gyakran egyiitt el6forduld ISZB-ben kimutatott
védo szerepének.

Egy kovetkezd Osszehasonlitdsban, a stroke betegeket a carotis duplex scan
eredményeik alapjan harom alcsoportba soroltuk: (1) negativ, (2) 85% alatti és (3) 85%
feletti stendzissal pozitiv csoportok (lasd 1. tablazat). Az emlitett hdrom csoportban az
AF értékek nem mutattak szignifikans eltérést egyik vizsgalt SNP esetében sem.

Végiil, az ismert kockdzati tényezok szdma szerint a stroke csoportot két
alcsoportra osztottuk. Az alacsony kockazati csoportba azokat a stroke betegeket

soroltuk, akiknél a figyelembe vett négy kockazati tényez6 (magas vérnyomas, diabetes,
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dohanyzas ¢és fokozott alkohol bevitel) koziil legfeljebb egy szerepelt (148/226 beteg).
A magas kockazati csoportba a 2-4 rizikéfaktorral rendelkezé személyeket soroltuk
(78/226 beteg), mig 15 {6t az adatok hidnyossagabdl kifolyolag kizartunk az analizisbdl
(lasd 1. tablazat). Az alacsony ¢és magas kockazata csoportok allélgyakorisagat

Osszehasonlitva, nem mutatkozott szignifikans eltérés egyik vizsgalt SNP esetében sem.

4.2.5 A varidansok kapcsoltsagi eredményei

A Hardy—Weinberg egyensuly vizsgalatat, a kapcsoltsagi analizist (linkage
disequilibrium) és a haplotipus gyakorisagok szamitdsat az SNPStats online
programmal végeztiik, csak az egy génen beliil elhelyezkedd variansok kozotti genetikai

kapcsolatsag és haplotipus gyakorisadg elemzésével.

4.2.5.1 Hardy-Weinberg egyensuly vizsgdlata

Az ABCAI1 V77IM ¢s 1883M variansai, tovabba az ABCGS8 0Osszes vizsgalt
variansa Hardy—Weinberg egyenstulyban (HWE) volt, minden vizsgélt beteg és kontroll
populacidéban. Ezzel szemben, az R219K szignifikdns eltérést mutatott a HWE-t6l a
stroke érintettségli csoportban (p=0,004). Az egyensulytdl vald eltérést csak a stroke
csoportban mutattuk ki, az ISZB ¢és kontroll csoportokban az R219K varians esetében is
fennallt a Hardy—Weinberg egyensuly. Az egyensulytol vald eltérést esetiinkben nem
lehet az SNP kozelmultbeli 1étrejottével, vagy a nem véletlenszerli parvalasztassal
magyarazni, igy az egyensulytdl valo eltérés feltehetben a csoportba valasztasi

kritériummal (stroke érintettséggel) hozhato 6sszefliggésbe (Bardoczy és mtsai 2004).

4.2.5.2 Kapcsoltsdgi analizis (linkage disequilibrium)

Az allélek kapcsoltsagi analiziséhez 0sszevontuk a beteg €s a kontroll csoport
adatait és a vizsgalatokat az Osszes egyént (580 személyt) tartalmazd csoporton
végeztik el. Az ABCA1 16kusz kapcsoltsagi analizis¢hez tartozé p értékeket a 7.
tablazatban, az ABCGS8 10kusz értékeit a 8. tablazatban tiintettiik fel. Az ABCAI
lokuszai koziil az R219K mutatott kapcsoltsagot a V771M 16kusszal és az 1883M
l16kusszal, mig ez utobbi kettd egymassal nem allt kapcsoltsagban. Az ABCGS esetében
minden szomszédos 16kusz (D19H-Y54C, Y54C-T400K, T400K-A632V), tovabba a
legsz¢lso 16kuszok (D19H-A632V) mutattak egymassal kapcsoltsagot.
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7. tabldzat: Az ABCA1 I6kuszok (R219K, V771M, 1883M) kézotti kapcsoltsdgi analizis
(linkage disequilibrium) eredménye

Lokusz parok V771M 1883M
R219K p<0,0001 p<0,0001
V7711M p=0,3072

A kapcsoltsagi analizis (linkage disequilibrium) eredménye a 3 ABCA1 Iékusz (R219K,
V771M és 1883M) esetében a I6kusz parokhoz tartozé p értékekkel. Az R219K |6kusz
kapcsolt a V771M és 1883M ldkuszokkal, ugyanakkor az V771M és 1883M ldkuszok
kozott nem 4&ll fenn kapcsoltsdg. Az elemzést a kontroll és betegcsoportok
0sszevonasaval létrehozott 580 esetet tartalmazé kombinalt csoporton végeztiik.

8. tabldzat: Az ABCGS8 Iokuszok (D19H, Y54C, T400K, A632V) kézétti kapcsoltsdgi
analizis (linkage disequilibrium) eredménye

Lokusz parok Y54C T400K A632V
D19H p<0,0001 p=0,0510 p=0,0122
Y54C p<0,0001 p=0,6064
T400K p<0,0001

A kapcsoltsagi analizis (linkage disequilibrium) eredménye a 4 ABCG8 ldokusz (D19H,
Y54C, T400K és A632V) esetében a lokusz parokhoz tartozo p értékekkel. A szomszédos
I6kuszok, tovabba a D19H-A632V Idkuszok kozott szignifikans p értékeket kaptunk,
tehat ezek a l6kuszok egymassal kapcsoltak. Az elemzést a kontroll és betegcsoportok
Osszevonasaval létrehozott 580 esetet tartalmazo kombinalt csoporton végeztiik.

Megvizsgaltuk, hogy a kapcsolt 16kuszok mely alléljai fordulnak eld preferaltan
egymas mellett. A 310 f6 219KK genotipusti személybdl csupan 1 f6 hordozta a 771M
allélt, mig a 270 f6 219RK+KK genotipust személybdl 36 hordozta a 771M allélt
(1/310 vo. 36/270 ardny). Ezek alapjan megallapithato, hogy a 771M allél preferaltan a
219K alléllel fordul el6 egy kromoszéman.

Hasonlé gondolatmenetet kovetve, a 263 f6 219RR genotipusu személybdl 39
hordozta a 883M allélt, mig a 229 RK vagy KK genotipusu személybdl 84 f6 volt 881M
hordozo6 (39/269 vo. 84/229 arany), a 883M allél elsésorban a 219K alléllal talalhato
egy kromoszoman.

Az ABCGS variansok esetében a 19H allél preferaltan az 54Y alléllal fordul el
(209 YY esetbol 36 eset DH+HH; 371 YC+CC esetbdl 19 eset DH), végiil a 400K
szintén az 54Y-al azonos kromoszoman talalhato (209 YY esetbdl 115 eset TK+KK;
371 YCH+CC esetbdl 83 eset TK). Statisztikailag a T400K-A632V és D19H-A632V
lokuszok kozott szintén kimutathatdé kapcsoltsag, viszont az, hogy mely allélek
fordulnak eld egy kromoszoman, a fenti megkozelitéssel egyértelmiien nem allapithatéd

meg.
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Az R219K ¢és a V771M lokuszok kozott azonositott igen erds kapcsoltsag egy
tovabbi problémat vetett fel. Annak kizardsara, hogy az R219K statisztikailag
azonositott véddfaktor szerepe nem a V771M kapcsoltsagnak koszonhetd-e, Gjabb
vizsgalatot végeztiink. Kizartuk a 771M hordozdkat mind a stroke, mind a kontroll
csoportbol, és az igy megmaradt (172 kontroll és 227 stroke esetet magaba foglald)
771M  varidnsra negativ csoporton végzett logisztikus regresszidés analizis
eredményeként az R219K nem bizonyult a nemtdl ¢és ¢életkortdl fiiggetlen
védofaktornak. A kérdést a masik iranyban (a V771M védodfaktor szerepe nem az
R219K kapcsoltsagnak koszonhetd-e) a fenti megkozelitéssel nem lehet elemezni, mert
a 219K hordozo esetek kizarasaval, a 37 f6 771M hordozdébol 36-ot kizarnank az

analizisb6l.

4.2.5.3 Haplotipus gyakorisdgok vizsgdlata

Az SNPStats program segitségével megvizsgaltuk az ABCA1l és ABCGS
haplotipusok gyakorisadgat kiilon a kontroll és betegcsoportokban, illetve a kontroll és
betegcsoportok Osszevonasaval készilt Osszesitett (n=580) csoportban. Az egyes
haplotipusokon beliill a vizsgalt csoportok (kontroll, illetve beteg csoportok) nem
mutattak szignifikans eltérést egymashoz képest a gyakorisagot illetden. Az 9sszesitett
csoportban az ABCAI1 esetében 7, az ABCG8 esetében 9 kiilonbdz6 haplotipust
azonositottunk, melyeket a gyakorisaguk szerint csokkend sorrendben felsorolva a 9.
(ABCATI) és 10. (ABCGS) tablazatban adtunk meg, illetve sorszammal latunk el (Ne). A
haplotipusokat a megfeleld egybetlis aminosav koddal adtuk meg, a félkovér
betlitipussal mindig a ritkdbb allélt jelolve. Az esetek 90%-at lefedi az ABCAI1
variansnal a harom leggyakoribb, az ABCGS8 variansnal pedig az 6t leggyakoribb
haplotipus.
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9. tabldzat: ABCA1 haplotipus gyakorisdgok a betegek és kontroll 6sszevondsadval
létrehozott 6sszesitett csoportban

Ne R219K V771IM  1883M Gyakorisag Osszesitett gyakorisig
1 R A% I 0,6518 0,6518
2 K \Y I 0,1810 0,8329
3 K A% M 0,0744 0,9073
4 R \Y M 0,0599 0,9672
5 K M I 0,0290 0,9962
6 K M M 0,0027 0,9989
7 R M I 0,0011 1,0000

Az SNPStats program altal becsilt ABCA1 haplotipus gyakorisagok a kontroll és a
betegcsoportok 6sszevondsaval késziilt dsszesitett (n=580) csoportban. Osszesen 7
kiilonb6z6 haplotipust azonositottunk, melyeket a gyakorisdguk alapjan csokkend
sorrendben felsorolva adtunk meg, illetve sorszammal latunk el (Ne). A haplotipusokat
a megfelelé egybetlis aminosav kéddal adtuk meg, a félkovér bet(itipussal mindig a
ritkabb allélt jelolve. Az Osszesitett gyakorisdg oszlopban az Osszes, a listaban a
rangsorban feljebb szerepl6 haplotipus gyakorisagainak 6sszege lathaté.

10. tablazat: ABCG8 haplotipus gyakorisadgok a betegek és kontroll 6sszevondsaval
létrehozott dsszesitett csoportban

Ne DI9H YS54C T400K A632V  Gyakorisag Osszesitett gyakorisag

1 D C T A 0,3182 0,3182
2 D Y T A 0,2672 0,5854
3 D Y K A 0,1646 0,7500
4 D Y T \% 0,0996 0,8496
5 D C T \% 0,0896 0,9391
6 H Y T A 0,0358 0,9750
7 D Y K \% 0,0117 0,9867
8 H Y K A 0,0099 0,9966
9 H Y T \4 0,0034 1,0000

Az SNPStats program dltal becsilt ABCG8 haplotipus gyakorisagok a kontroll és a
betegcsoportok dsszevondsaval késziilt dsszesitett (n=580) csoportban. Osszesen 9
kiilonb6z6 haplotipust azonositottunk, melyeket a gyakorisdguk alapjan csokkend
sorrendben felsorolva adtunk meg, illetve sorszammal latunk el (Ne). A haplotipusokat
a megfeleld egybetlis aminosav kéddal adtuk meg, a félkovér betlitipussal mindig a
ritkdbb allélt jelolve. Az Osszesitett gyakorisdg oszlopban az Osszes, a listdban a
rangsorban feljebb szerepl6 haplotipus gyakorisagainak 6sszege lathato.

4.2.6 Szérum koleszterin szint vizsgalatok

A genotipus és fenotipus (szérum lipid szint) kdzotti Osszefiiggések vizsgalatat
mind a 7 SNP esetén a harom csoporton (stroke, ISZB ¢és kontroll) kiilon-kiilon
végeztiik el, azokat a személyeket bevonva, akiknél a lipid paraméterek rendelkezésre

alltak (stroke: 111 f6, ISZB: 93 {0, kontroll: 191 f6). Kolmogorov-Smirnov teszttel
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megallapitottuk, hogy a lipid értékek eloszlasa eltér a normal eloszlastol, ezért a
statisztikai Osszehasonlitasokhoz nem-parametrikus teszteket alkalmaztunk. Kruskal-
Wallis teszttel a hdrom, genotipus szerinti alcsoport lipid értékeit, Mann-Whitney
teszttel a gyakori allélt homozigéta forméban hordozdkat a ritka allélt hordozokkal
hasonlitottuk ossze.

A kontroll csoportban az Y54C genotipusai kozott szignifikdns eltérést
tapasztaltunk (Kruskal-Wallis teszt: p=0,018). A legalacsonyabb koleszterin szint az
YY genotipusra volt jellemzd, a legmagasabb pedig a CC genotipusra (lasd 11.
tablazat). Az YY genotipust az 54C hordozokhoz (YC+CC) viszonyitva szintén
szignifikans eltérést észleltlink (Mann-Whitney proba: p=0,009), ugyanakkor az 54Y
hordozokat (YY+YC) viszonyitva a CC genotipushoz ez nem volt jellemzd, ami
feltehetéen arra utal, hogy az 54Y allélnek homozigéta forméban kell jelen lennie
ahhoz, hogy kifejezettebb mértékii koleszterin szint csdokkenés alakulhasson ki.

A tobbi SNP vonatkozédsaban és az Y54C varians és az egyéb vizsgalt lipid
paraméter tekintetében nem taldltunk szignifikdns eltérést a kiilonb6zdé genotipusok

kozott egyik betegesoportban és a kontrollban sem.

11. tdblazat: A kontroll csoport koleszterin szint értékei (a teljes csoportban, illetve az
Y54C genotipus szerint képzett alcsoportokban)

Y54C Esetszam Koleszterin szint (mM)
genotipus (n) 25" percentilis Median 75™ percentilis
YY 71 4,19 4,51 5,43
YC 84 4,32 4,95 5,82
CC 36 4,53 4,98 6,31
YC+CC 120 4,42 4,95 5,88
YY+YC+CC 191 4,28 4,82 5,78

A tablazatban az Y54C genotipusok alapjan képzett kontroll alcsoportok és a teljes
kontroll csoport koleszterin szint értékeit tintettiik fel. Megadtuk a genotipusokhoz
tartozé esetszdmot, a mediant, a 25 és a 75 percentilis értékeket. A legalacsonyabb
értékeket az YY genotipussal rendelkez6, a legmagasabb értéket pedig a CC csoportban
kaptuk, mig a heterozigdta csoport koztes értéket mutatott. Kruskal-Wallis teszttel
szignifikdnsnak bizonyult az eltérés a harom genotipus kozétt (p=0,018). Mann-
Whitney proébaval szintén szignifikdns eltérést mutattunk ki az YY és az YC+CC
kombinalt csoportok kézott (p=0,009).

4.2.7 Uj ABCGS varians azonositasa

A T400K wvaridns vizsgalata soran egy kontroll minta tipizdlasa kozben

mindharom genotipustél Iényegesen eltérd, reprodukalhaté olvadaspont gorbét
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regisztraltunk. A minta genotipusanak tisztdzasara kozvetlen szekvencia-analizissel
meghataroztuk a PCR-termék nukleotid-sorrendjét. Az olvadasi gorbét és a szekvencia
meghatarozas elektroferogram képét a 17. abra mutatja.

lehetséges nukleotidot tartalmazza, emellett a varianstol 2 bazispar tavolsagra talalhato
pozicioban (c.1201) szintén azonosithatd egy heterozigota bazis (c.1201A>T), amely
egy T401S, treonin-szerin aminosav cserével jar6 (missense) transzverzids
béaziscserének felel meg. Onmagiban a szekvencia-analizis nem alkalmas annak
eldontésére, hogy az egymas melletti aminosavak cseréjéért felelés genetikai variansok
azonos kromoszéman helyezkednek-e el, un. cisz helyzetben, vagy kiilon kromoszoéman
kédoltak (transz helyzetben). Az olvadéaspont gorbe segitségével viszont ez a kérdés is
tisztazhato. Két eset lehetséges: az elsé esetben, amennyiben a két polimorfizmus egy
kromoszéman talalhatd, akkor egy, a szondahoz képest 2 mismatch-et tartalmazé PCR
termék ¢és egy, a szondaval tokéletesen komplementer termék keletkezik. Az
olvadaspont-analizis sordn a két eltérést tartalmazé DNS-szalrol (a gyengeébb kotddés
kovetkeztében) az egy eltérést tartalmazd6 DNS-szalndl (a 400K-ndl) hamarabb
(alacsonyabb hémérsékleten) valna le a szonda, vagyis az egyik csticsot 58°C alatti
homérsékleten, a masikat az eltérés nélkiili, gyakori tipusnak (400T) megteleld
hémérsékleten, kb. 65°C-ndl észlelnénk. A mésodik esetben, a polimorfizmusok transz
elhelyezkedése esetén, mindkét keletkezd PCR-termék tartalmaz egy-egy mismatch-et a
szondahoz képest, ekkor az egyik csticsot a 400K-nak megfelelé homérsékletnél, a
masikat pedig 65°C alatti hdémérsékletnél varjuk. Az olvadasi gorbén a masodik esetnek
megfeleld képet latjuk, igy a mintank transz helyzetben (kiilon kromoszémakon)
tartalmazza a két polimorfizmust.

A fenti, kettds heterozigodta tipust hordozo kontroll személy lipid paraméterei a
normal tartomanyba estek (koleszterin: 4,23 mM, HDL: 1,1 mM). Erdekes, hogy
Osszesen 581 minta (1162 kromoszéma) tipusat hataroztuk meg a T400K
polimorfizmusra, ¢és ebbdl csupan egyetlen kromoszoma tartalmazta az wjonnan
azonositott varianst. Ezt a kontroll személyt nem vettiikk figyelembe a statisztikai

analizisek soran.
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17. dbra: Uj ABCG8 varians (T401S) azonositasa.
A T400K genotipizdlas sordn mindharom lehetséges genotipustdl eltérd olvadasi gorbét
mutatd minta olvadasi gorbéje (A) és a varians nukleotid kornyezetének szekvenalasi
elektroferogramja az érintett tripletek és megfelel6 aminosavak jelolésével (B).
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5 Megbeszélés

5.1 Aszimmetrikus PCR-t kovetd olvadaspont analizis

A LightCycler késziiléket els6nek 1997-ben mutattdk be a BioTechiques
folydiratban, ahol egy kiadvanyon beliil tobb kozlemény is foglalkozott a késziilékkel és
az 1j metodikaval (Wittwer és mtsai 1997; 2 kdzlemény). Még ugyanebben az évben
megjelentek az elsd olyan klinikai témaji kozlemények, melyekben a polimorfizmusok
meghatarozasa LightCycler késziiléken, hibridizaciés szonda olvadéaspont analizisével
tortént (Lay és mtsai 1997, Woo és mtsai 1997). Az emlitett kozleményekben 3
oligonukleotidot alkalmaztak, ahol a forward amplifikaciés primert Cy5 festékkel
jelolték, amely a fluoreszcensen jel6lt hibridizacios szondaval egyiitt vett részt a FRET
reakcioban. (A harmadik oligonukleotid egy nem-jeldlt reverse primer volt.) Ebben a
rendszerben magatol értetddden tobbet alkalmaztak a szondaként is funkciondl6 forward
primerbdl, végso soron itt is aszimmetrikus PCR-t alkalmaztak. A LightCycler esetében
a késobbiekben vezették be az Un. ,,dual-probe”, azaz , kétszondas” rendszert, amellyel
az irodalomban 1998-t6l taldlkozhatunk (Bernard és mtsai 1998). Megjelent néhany
publikécio, melyekben a két rendszert egymas mellett alkalmaztédk (von Ahsen és mtsai
1999, von Ahsen ¢s mtsai 2000, Moos és mtsai 2000), a variansok egy részét még a 3
oligonukleotidos, mas részét mar a kétszondds rendszerrel vizsgéltak, majd a 3
oligonukleotidos rendszer gyorsan feledésbe meriilt. Erdekes modon, a kétszondas
rendszerre torténd atallassal egy idOben, atvaltottak a szimmetrikus PCR szinte
kizarolagos alkalmazasara. Az aszimmetrikus PCR hasznélatat, a metodika alkalmazasa
soran felmertilt, kiilonféle problémak lehetséges megoldasaként publikaltak, ahogy sajat
esetiinkben is egy problémds (extra olvadasi csucsot mutatd) rendszer miatt
probalkoztunk tobbféle optimalizacios lehetdséggel, €s jutottunk el az aszimmetrikus
PCR-hez, mint lehetséges megoldashoz.

Burgaff ¢és mtsai (2002) a hazilag kifejlesztett genotipizaldé rendszeriikkel
helytelen tipizalasi eredményeket kaptak a heterozigota mintdk esetében. Ahogy
fokozatosan emelték az alkalmazott primer aranyt 1:5 aranyig, ugy megjelent a
heterozigdta mintdk esetében vart masodik csucs, ezzel lehetdvé téve a helyes tipizalast.

Ellenben az altalunk leirtakkal, az 6 esetiikben az aszimmetrikus PCR-t kdvetéen nem
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tapasztaltak fluoreszcencia jelintenzitds nodvekedést a szimmetrikus rendszerhez
viszonyitva. Igaz, esetiikben az amplifikacios 1épés 45 ciklust tartalmazott szemben az
altalunk alkalmazott 70 ciklussal. Sajat tapasztalataink alapjan az amplifikacios
folyamat real-time kovetésébdl feltételezhetd, hogy nagyjabol a 40. ciklusig az eltérd
primer arany mellett is szimmetrikus PCR jatszodik le. Az eleinte exponencidlis gorbe a
40. ciklusnal mar telitési gorbébét mutat, majd a 40. ciklus utan lineéris ndvekedésre
valt at.

Barratt ¢s mtsai (2002) a ,hook-effektus”-t irtdk le sajat genotipizalo
rendszeriikben. A jelenség lényege, hogy a PCR késoéi ciklusai soran a fluoreszcencia
intenzitds az el6zd ciklusok soran mért érték ala esik, melynek okai tobbek kozott a
magas kiinduldsi DNS vagy magas Mg®" koncentraci6 lehet. Feltehetden a nagyobb
mennyiségben keletkezé6 PCR termék a hibridizacids szondak szempontjabdl fokozott
mértékli kompeticiot jelent a hibridizacid soran. A jelenség szintén negativ hatdssal van
az olvadaspont analizis megbizhatosdgara és értékelhetdségére. Kisérleteikben az
aszimmetrikus PCR hasznalatat kovetden a ,hook-effektus” és a jelenséggel
Osszefliggésben allo értékelési problémak megsziintek.

Egy, az altalunk publikdlt kézlemény utan megjelent publikacioban az allél-
diszkriminacidés modszer érzékenységét a tizszeresére tudtdk noveli az aszimmetrikus
PCR hasznalataval, igy a szimmetrikus PCR-rel detektalhatdé 600 pg DNS templat
helyett, 60 pg DNS-bdl kiindulva is sikerrel amplifikaltdk és analizaltak a mintakat
(Kroupis és mtsai 2008).

Az aszimmetrikus PCR kedvezd hatasa feltehetéen abban rejlik, hogy a
szondapar a PCR terméknek egy bizonyos DNS széaldhoz kotddik és versengés alakul ki
a szondapar ¢és a komplementer DNS szal kozott. Az aszimmetrikus PCR ezt a
versengést csOkkenti a cél DNS szal mennyiségének megnovelésével. A jelenséget
igazolja Bernard ¢és mtsai eredménye, amelyben szintetikus oligonukleotidok
hozzéadasaval modellezték a cél-DNS szalhoz torténd hibridizacié sordn a hibridizacios
szonddk ¢és a komplementer DNS szal kozott kialakul kompeticidt. A szintetikus
oligonukleotidok hozzaadasanak eredményeként kb. 40%-al csokkent jelintenzitast
mértek (Bernard és mtsai 1999).

Tudomasunk szerint, els6ként kozoltiik olyan kisérlet eredményét, amelyben

azonos PCR korilményeket kovetden teszteltik két egymassal komplementer
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hibridizacidés szondapar viselkedését. A komplementer hibridizaciés szondaparral a
varakozasunknak megfeleld eredményt kaptuk, az ellenkezd primer aranyanak hasonlo
mértékli emelése vezetett az eredeti koriilményekhez hasonlé fluoreszcencia
jelintenzitas novekedéshez. Aszimmetrikus PCR-t végeztiink kiilonb6zé primer
aranyokkal négy kiillonbozé hazilag beallitott SNP detektaldé rendszeriikben (ABCG2
QI141K, FII g.20210G>A, FV Leiden ¢s HFE H63D). Minden vizsgalt rendszerben
hasonl6 tendenciat észleltiink, ezzel alatdmasztva, hogy a hibridizaciés szondaparral
komplementer DNS termék mennyiségi elényéhez vezetd ardnyban kivitelezett
aszimmetrikus PCR, az olvadéaspont analizis fluoreszcencia intenzitasra kifejtett pozitiv
hatdsa nem csupan egy génszakaszra korlatozodik, hanem — feltételezésiink szerint —

altaldnos érvényii.
5.2 ABC transzporterek polimorfizmusainak vizsgalata

5.2.1 Allél gyakorisagok

A kontroll csoportban mért AF értékek (R219K: 31,2 £ 4,7%; V771M: 5,0 +
2,2%; 1883M: 12,1 + 4,6%; D19H: 4,7 + 2,2%; Y54C: 40,8 + 5,0%; T400K: 18,8 +
4,0%; A632V: 21,2 + 4,2%) az irodalmi adatok alapjan varhat6 tartomanyba estek, lasd
12. tablazat, ahol a magyarorszagi adatokat hasonlitottuk 0ssze mas kutatocsoportok
kontroll AF adataival. A téblazatban feltiintettiik a kozlemény elsé szerzdjének
vezetéknevét, a megjelenés évszamat, illetve a vizsgalt populacid etnikai besorolasat.
Az Osszehasonlitasbol jol latszik, hogy a vizsgalt polimorfizmusok gyakorisagaban

jelentds etnikai kiilonbségek vannak.
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12. tablazat: Magyarorszdgi ABCA1 és ABCG8 varidnsok allélgyakorisdg értékeinek (%)
Osszehasonlitdsa kiilfoldi adatokkal

ABCA1 Populici6 n R219K V771IM  1883M
Andrikovics (2006) hazai 191 31,2 5,0 12,1
Brousseau (2001) kaukézusi 1013 26,6 2,6 12,2
Frikke-Schmidt (2004)  kaukézusi 9123 26 3 12

Tregouet (2004) kaukézusi 1613 28,1 3,1 13,2

Li (2009) azsiai 246 39,0 - -

Srinivasan (2003) kaukédzusi 887 26,2 - -

Srinivasan (2003) afrikai 390 59,5 - -

Doosti (2010) irani 94 61,7 - -
Guevara-Cruz (2010) mexikoi 43 314 - -

ABCGS8 Populici6 n D19H Y54C T400K A632V
Szilvasi (2010) hazai 191 4,7 40,8 18,8 21,2
Plat (2005) kaukdzusi 112 - - 17,4 21
Berge (2002) kaukazusi 148 5,2 38,2 18,4 17,0
Hubacek (2004) kaukazusi 285 6,7 43,2 18,9 25,3
Caamano (2008) chile-i 102 - 27,0 - -
Hubacek (2001) kaukazusi 50 6 39 20 17
Chen (2008) azsiai 1046 1,4 90,3 8,0 -

A tabldzat kontroll populaciék allélgyakorisdg (AF) értékeit tartalmazza az altalunk
vizsgdlt ABCA1 (R219K, V771M, 1883M) és ABCG8 (D19H, Y54C, T400K, A632V)
variansok esetében, szazalékban kifejezve. Feltlintettiik a kdzlemény elsé szerz&jének
vezetéknevét, a megjelenés évszamat, az esetszamot (n) és a populacido etnikai
besorolasat. Sajat eredményeinket (Andrikovics 2006, Szilvasi 2010) délt betl(tipussal
emeltiik ki.

5.2.2 Az ABCA1 és ABCG8 genotipusainak kapcsolata a stroke-kal és
ISZB-vel

Szamos kozlemény jelent meg az ABCA1 és ABCGS polimorfizmusainak és a
lipid anyagcsere kapcsolatanak, valamint az azzal Osszefiiggésbe hozhato betegségek
vizsgalatarol. Ezek a tanulmanyok jelentds eltérést mutattak a vizsgalt populaciok
etnikai, nembeli Gsszetételében, egészségligyi (beteg, illetve egészséges) statuszaban.
Az ABCGS5/G8 polimorfizmusokkal kapcsolatban Rudkowska és mtsanak (2008) jelent
meg egy Osszefoglalo kozleménye. Az egyedi SNP-ket vizsgdlod publikdciokon tul, két
teljes-genom Osszehasonlitd vizsgalat igazolta az ABCA1, ABCGS5 és ABCG8 SNP-k
kapcsolatat a lipid paraméterekkel (Aulchenko és mtsai 2009, Kathiresan és mtsai

2009).

60



DOI:10.14753/SE.2012.1709 MEGBESZELES

Célul thztik ki, hogy két kiilon kisérletsorozatban megvizsgaljuk elészor a
harom leggyakrabban kutatott ABCA1 varians (R219K, V771M, 1883M) majd a négy
leggyakoribb ABCGS8 varians (D19H, Y54C, T400K, A632V) szerepét a stroke és
ischaemias szivbetegséggel diagnosztizaltak csoportjaiban (a polimorfizmus-betegség,
illetve a polimorfizmus-lipid értékek kapcsolatat).

Az Osszesen 7 vizsgalt varidans kozlil 3 mutatott Osszefliggést a stroke
betegséggel (ABCAl R219K ¢és V771M, ABCG8 Y54C), az ischaemias
szivbetegséggel (ABCA1 V771M), vagy a szérum lipid értékekkel (ABCGS8 Y54C).

5.2.2.1 Az ABCA1 V771M varidns 0sszefiiggése a vizsgalt betegségekkel és a
lipid értékekkel

Vizsgalatunkban a legmarkdnsabb Osszefiiggést a V771M varians és az ISZB
kozott mutattuk ki. A 771M allél védétaktornak bizonyult a teljes ISZB csoportban az
allélgyakorisagok Osszehasonlitiasa és a domindns genetikai modell szerint elvégzett
analizis soran is. Emellett homozigota formaban 50 éves kor alatt a stroke-kal szemben
is védofaktornak bizonyult.

Frikke-Schmidt ¢és mtsai (2004) tobb mint 9000 személyt vontak be
tanulmanyukba. Koziilik a 95 legmagasabb HDL szinttel rendelkezd személy (HDL
szint fels6 1%-a) V771M allélgyakorisaganak meghatarozasa soran emelkedett AF
érteket mértek (p=0,04). A teljes esetszdmon (n>9000) a V771M hordozdk
alcsoportjaban emelkedett HDL értéket mutattak ki. Utobbi Osszefiiggést csak a ndk
csoportjaban észlelték (p=0,02), a férfiaknal nem. Figyelembe véve, hogy az emelkedett
HDL szint feltehetéen véddfaktor az ISZB kialakuladsdval szemben (Emerging Rirk
Factors Collaboration és mtsai 2009), eredményeink Osszhangban vannak Frikke-
Schmidt és mtsai eredményeivel. Emelkedett HDL szintet egyik vizsgalt csoportunk
esetében sem tudtuk kimutatni, de ugyanazt a varians azonositottuk potencialis
védofaktorként, mint ami Frikke-Schmidt és mtsai kozleményében emelkedett HDL
szinttel tarsult.

A V77IM varians 771M allélje és az R219K varians 219K allélje kozott
kapcsoltsagot azonositottunk, ezzel részletesebben az R219K varidns 0sszefiiggéseinek

targyaldsanal foglalkozunk.
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5.2.2.2 Az ABCA1 R219K varidns 6sszefiiggése a vizsgalt betegségekkel és a
lipid értékekkel

Az R219K az ABCGS variansok koziil a leggyakoribb és a legkutatottabb is
egyben. Vascularis betegségekben betdltott szerepe, publikacionk megjelenésének
idépontjaban (2006) vitatott volt, ezzel kapcsolatban ellentmondasos tanulmanyok
lattak napvildgot. A polimorfizmust elséként Clee és mtsai (2001) azonositottak,
tovabbi 9, aminosav cserével jard polimorfizmussal (koztik a V771M ¢és 1883M
variansokkal) egylitt. Tanulmanyukban az 219K hordozok esetében az ISZB kevésbé
sulyos formdban jelentkezett, csokkent mértékii fokalis és diffuz atherosclerosissal és
kevesebb koronaria eseménnyel. A hordozok alacsonyabb TG szinttel és magasabb
HDL szinttel rendelkeztek, bar ez utobbiakat, a lipid értékekkel kapcsolatos
Osszefiiggéseket, csak az 57 év alatti alcsoportban mutattak ki, az idésebbekben nem.
Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az R219K feltehetéen egy
fiiggetlen védofaktor az ISZB kialakulasaval szemben.

Egy masik, nagy esetszamot feldolgozé tanulméanyban (n=2028), Brousseau és
mtsai (2001), az ISZB csoportot a kontrollhoz viszonyitva magasabb R219K
allélgyakorisagrol és csokkent HDL szintrél szdmoltak be, amibdl azt a kdvetkeztetést
vontak le, hogy a 219K allél a HDL szint csokkenéséhez és ezéltal az atherosclerosis
kialakulasédhoz, végs6 soron ISZB-hez vezethet. A sajat beteganyagunkon tapasztaltak a
Clee és mtsai altal leirt eredményekhez hasonloak. Esetiinkben az R219K varidns
multivariancia analizissel a nemtdl és ¢€letkortol fiiggetlen véddfaktornak bizonyult a
stroke-kal szemben, még annak ellenére is, hogy a teljes stroke betegcsoporton ezt az
Osszefiiggést az AF értékek vagy genotipus megoszlasok nem tdmasztottak ald. A
genotipus megoszlas szignifikans eltérést csak az 50 év alatt diagnosztizalt betegenél
(illetve a nok kizarasa utan a 60 év alatt diagnosztizalt férfiaknal) mutatott. Clee és
mtsai megvizsgaltdk az erek minimalis obstrukcids atmérdjét és az atlagos szegmens
atmérdt, amely mérészamok csokkenése az atherosclerotikus folyamat elérehaladtanak
indikatorai. Az iddsebb és fiatalabb esetek adatait dsszehasonlitottdk a 219K hordozok
¢s nem-hordozok kozott. Eredményeik azt mutattdk, hogy a fenti mérészamok az
¢letkor eldrehaladtdval csak a nem-hordozok esetében csokkentek szignifikans
mértékben, mig a 219K hordozok esetében a csokkenés nem volt szignifikans. Arra

kovetkeztettek, hogy a varianst hordozok esetében a vascularis betegség lassabban
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progredialt. Sajat vizsgalatunk soran tobb varians esetében is (R219K, V771M, Y54C)
tapasztaltunk hasonld jelenséget, azaz a genotipus-fenotipus (betegség) Osszefiiggés
kifejezett¢ valasat az alacsonyabb életkorti csoportokban. Feltételezhetd, hogy az
emlitett variansok fiatal korban betoltott védod szerepe mogott is hasonld mechanizmus,
vagyis az atherosclerotikus folyamat lassabb elérehaladasa jatszhat szerepet.
Eredményeinkkel Osszhangban Bertolini és mitsai (2004), Benton ¢és mtsai (2007),
illetve Woll és mtsai (2005) szintén alacsonyabb R219K hordoz6 gyakorisagot mértek
az ISZB csoportban, mint a kontrollban. Emellett tobb publikacié jelent meg a hordozo
gyakorisag és ISZB kozotti semleges kapcsolattal (Morgan és mtsai 2007, Pasdar és
mtsai 2007, Frikke-Schmidt és mtsai 2008), mig a hordoz¢ statusz rizikofaktor szerepét
feltételezd ,,tdbor”, ugy tlinik egyszemélyes maradt (Brousseau és mtsai 2001).

2010-re elegendd kozlemény jelent meg ahhoz, hogy a kis esetszamokat
feldolgoz6 publikaciok adatait Osszevonva értékeljék. 2011-ben harom egymastol
fliggetlen kinai kutatdcsoport is elvégezte 18-27 angol vagy kinai nyelven megjelent
kozlemény meta-analizisét az ABCA1 R219K variansanak és az ISZB 0sszefiiggéseinek
tisztazasara (Ma és mtsai 2011, Jiang és mtsai 2011, Li és mtsai 2011). A legnagyobb
esetszamu vizsgalat 12960 ISZB és 26834 kontroll személy eredményein alapult (Jiang
¢s mtsai 2011). Mindharom kutatécsoport eredményei egybehangzdan azt tiikrozték,
hogy a 219K varianst hordozok védettebbek az ISZB kialakuldsdval szemben. Az dzsiai
¢s kaukdzusi populaciok adatait kiilon értékelve a fenti szignifikans osszefiiggés csak az
4zsiai populicioban maradt meg, a kaukézusi csoportban nem. Erdekes, hogy a
vizsgalatba bevont esetek 28%-a az azsiai, 69%-a a kaukazusi populacidhoz tartozott
(Jiang és mtsai 2011), az alcsoport vizsgalat soran mégis a kisebb 1étszdmu csoportban
marad meg az Osszefiiggés. A két populacio kozott jelentds mértékben eltérd a ritka allél
gyakorisaga: 43,4% az azsiai és 27,5% a kaukazusi populacioban (Li és mtsai 2011). A
12. tablazatban szereplé AF adatok alapjan lathato, hogy a hazai kontroll populacié AF
érteke (32,1%) valamivel magasabb a kaukéazusi atlagnal, talan ez is hozzéjarult ahhoz,
hogy esetiinkben szignifikéns eltérést sikeriilt kimutatnunk az ISZB és kontroll csoport
kozott a 219K allélt hordozok gyakorisagat illetden.

Clee ¢és mtsai (2001) — sajat eredményeinkkel Osszhangban — igen erds
kapcsoltsagrol szamoltak be az R219K és V771M variansok kozott. Kozleménytlikben
37 6 771M hordozobol 35 hordozta a 219K allélt is. Az eredmény igen kozel all az
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altalunk tapasztalt aranyhoz (37 f6 771M hordozobdl 36 f6 volt 219K hordozé is
egyben). Esetiilkben a 771M hordozok kizarasa az analizisb6l nem valtoztatott az
R219K ¢és a ISZB sulyossaga kozott kimutatott dsszefliggésen, igazolva azt, hogy az
R219K allél esetében tapasztalt Osszefliggések nem a V771M varianssal kimutatott
kapcsoltsagnak koszonhetoek. Sajat beteganyagunkon a V771M hordozok kizarasat
kovetden elvégzett multivariancia analizissel mar nem lehetett az eredeti csoporton
igazolt Osszefiiggést kimutatni, miszerint a R219K a nemtdl és életkortdl fiiggetlen
védofaktor a stroke-kal szemben. Amennyiben a multivariancia analizis a V771M
hordozo-mentes csoporton is szignifikans eltérést mutatott volna, az igazolta volna az
R219K 16kusz fliggetlenségét a V771M lokusztol. A nem szignifikdns eredmény viszont
nem bizonyitja az ellenkezdjét (hiszen az R219K hordozok nagy részét ezzel kizartuk),
igy tovabbra sem tekintjiik eldontottnek, hogy az R219K varidns vizsgalatanal tapasztalt
Osszefliggések valoban az R219K varians funkcionalis eltérésének vagy a V771M
varianssal ~ kimutatott kapcsoltsdgan keresztiil ez utobbi funkiovaltozasanak
tulajdonithaté-e. A kérdést egyértelmiien a varidnsok funkciondlis vizsgélata,

aktivitasuk 0sszehasonlitasa donthetné el.

5.2.2.3 Az ABCA1 I883M varidns Osszefiiggése a vizsgalt betegségekkel és a
lipid értékekkel

Nem talaltunk Osszefiiggést az ABCA1 I883M varidnsa és a stroke, illetve az
ISZB kialakulasa kozott. Az irodalomban az I883M szerepével kapcsolatban sincs
egységes vélemény. Clee €s mtsai (2001) az 1883M hordozok korében sulyosabb ISZB
manifesztaciordl szamoltak be, Wang ¢és mitsai (2000) szignifikdns mértékben
emelkedett HDL szintet mértek az I883M homozigdtak esetében a tobbi genotipushoz
viszonyitva. Feltehetéen az alacsony hordoz6 gyakorisdgnak, alacsony esetszamnak,
vagy a kevésbé kifejezett Osszefliggésnek tulajdonithatban, a magyarorszagi
populacioban az I883M genotipusok kozotti eltérések, amennyiben voltak, rejtve

maradhattak.
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5.2.2.4 Az ABCG8 Y54C varians 6sszefiiggése a vizsgalt betegségekkel és a
lipid értékekkel

Az allélgyakorisag és genotipus eloszlas Osszehasonlitdsanal nem mutattunk ki
Osszefliggést az Y54C varians és egyik vizsgalt betegcsoport kozott sem. Ugyanakkor
az alacsonyabb ¢letkorban stroke-kal diagnosztizalt esetek felé¢ haladva, az 54YY
genotipus gyakorisaga csokkend tendenciat mutatott a férfiak esetében. Az 50 év alatt
stroke-kal diagnosztizalt férfi betegek alcsoportjaban szignifikdns mértékben csokkent
54YY gyakorisagot mértiink a kontrollhoz viszonyitva, ami az allél védo szerepére utal.
Az allélgyakorisagok 0Osszehasonlitasaval recessziv genetikai modellt alkalmazva
(54CC vo. 54YY ¢és 54YC) ezt az Osszefliggést nem tudtuk kimutatni, ami arra utal,
hogy az 54Y allélnek homozigdta formaban kell jelen lennie a védd funkcio kifejezésre
jutasahoz.

A kontroll csoportban (férfiakat és ndket egyiitt vizsgalva) a szérum koleszterin
szint az Y54C genotipus fiiggvényében szignifikans eltérést mutatott. A koleszterin
szint az 54YY, 54YC, 54CC genotipusok sorrendjében nétt (p=0,018). Az Osszefiiggést
a betegcsoportok egyikében sem észleltiilk, amire magyarazat lehet, hogy a betegek
terapias kezelésér6l nem rendelkeztiink informacidval, igy nem tudjuk, hogy
részesliltek-e a lipid paramétereket befolyasold gydgyszeres kezelésben. Az 54YY
esetében tapasztalt alacsonyabb koleszterin szint dsszhangban van a fiatal férfiakban
tapasztalt vélhetd védo szerepével.

Az els6 tanulmany, amely az Y54C szerepét kimutatta a lipid anyagcserében azt
vizsgalta, hogy a megvaltozott taplalkozasi szokasoknak koszonhetden 8 év elteltével
hogyan valtozott a szérum lipid szint a kiilonb6z6 genotipusokkal rendelkezd csoportok
esetében (Hubacek ¢és mtsai 2001). Az 54YY genotipussal rendelkezé nék esetében a
koleszterin és LDL szintek jelentds mértékii, mig a heterozigotak esetében koztes
mértékill csokkenését tapasztaltak. A tanulmany szerz6i az 54YY hordozokat tekintették
,JOl reagald” csoportnak. Egy masik kozlemény a stlycsokkenést kovetd koleszterin
szint valtozasok és az Y54C genotipus kozott mutattak ki Osszefiiggést nok esetében
(férfiakat nem vizsgaltak, Santosa és mtsai 2007). Egy ujabb koézlemény szerzdi az
54YY esetekhez viszonyitva csokkent HDL szintrél szdmolt be az 54YC és 54CC
esetekben (Junyent és mtsai 2009). Sajat tanulmanyainkban nem tudtuk az 54YY és

HDL szint kozotti direkt Osszefliggést kimutatni, de a genotipus esetleges védo
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funkciojat a betegséggel szemben — amelynek hatterében az emelkedett HDL szint
allhat — igen. Eredményeink Osszhangban vannak Abellan ¢és misai (2010)
eredményeivel is, tanulmanyukban az egészséges 54CC hordozok korében a koleszterin
¢s HDL szintek emelkedtek a tobbi genotipushoz viszonyitva.

Erdekes modon a varians feltételezhetd védd szerepét csak férfiakban tudtuk
kimutatni, n6kben nem. Ennek magyarazata lehet, hogy a ndk esetszama kb. 40%-a a
férfiak esetszdmanak, de eléfordulhat, hogy a védd szerep nem-specifikus, amire szintén
van példa az ABCGS irodalmaban. Hubacek és mtsai (2001) fentebb mar emlitett
tanulmanyaban az Y54C 0Osszefliggését a lipid szinttel csak a ndkben, mig hasonlé lipid
szint csokkenést a T400K varians esetében csak a férfiakban tudtak kimutatni. Egy
2011-ben megjelent tanulmanyban 1249 olyan gént azonositottak, melyek majban mért
expresszios szintje eltérést mutatott a két nem kozott (Zhang és mtsai 2011). A nem-
fliggd expressziot mutatd gének altal befolyasolt molekularis és cellularis funkcidok
kozott a rangsorban a lipid metabolizmus 4llt az elsé helyen. Emellett az eltérd
expresszios aktivitdst mutatd gének altal befolyasolt betegségek koziil a legmagasabb

szignifikancia értékkel a cardiovasculéris betegség rendelkezett.

5.2.2.5 Az ABCG8 D19H, T400K, A632V variansok Osszefiiggései a vizsgalt

betegségekkel és a lipid értékekkel

A DI9H, T400K és A632V ABCGS8 varidnsok esetében se a két vizsgalt
betegséggel, se a szérum lipidszintekkel kapcsolatban nem taldltunk Osszefliggést.
Koeijvoets és mtsai (2009) a mienkhez hasonl6 SNP-betegség tanulmanyt végeztek.
Nagy szamu beteganyagon dolgoztak, Osszesen 2012 orokletes
hypercholesterinaemidban szenvedd esetet vizsgaltak, akik koziil 648 f6nél regisztraltak
cardiovascularis eseményt, ebbdl 553 esetben ISZB-t. Az altalunk vizsgalt négy
ABCGS8 SNP koziil 6k kettot vizsgaltak, a D19H és a T400K variansokat. A D19H
varians ISZB rizikéfaktornak bizonyult, de csak az életkorra, nemre, dohanyzésra,
diabetesre, HDL-re és TG-re illesztett tobbvaltozos Cox regresszids analizissel. Sajat
tanulmanyunkban a D19H varianssal kapcsolatban nem tudtunk hasonlo Osszefliggést
kimutatni, ami akdr az altalunk vizsgalt joval alacsonyabb mintaszdm kdvetkezménye is
lehet (148 vo. 553 eset). Az Y54C varianst a Koeijvoets és munkacsoportja nem

vizsgalta.
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Tobb tanulmanyban sikeriilt 6sszefliggést kimutatni az ABCG5/G8 varidnsok ¢€s
a szérum lipid szintek kozott (Berge és mtsai 2002, Weggemans €s mtsai 2002, Chen és
mtsai 2008), amiket ugyanakkor masok nem tudtak megerdsiteni. Az 6t leggyakrabban
vizsgalt ABCGS5/G8 polimorfizmus (ABCGS5 Q604E és az altalunk is vizsgalt 4
ABCGS varians) 0sszefiiggését a lipid paraméterekkel egy 16 tanulmany 3364 esetét
magaba foglald meta-analizisben is megvizsgaltak (Jakulj és mtsai 2010). Nehezen
magyarazhatdé modon, egy olyan SNP-lipid Osszefiiggést talaltak, amelyet az egyedi
cikkek egyikében sem azonositottak (az ABCGS8 632V allélje csokkent LDL szinttel
mutatott kapcsolatot). A teljes-genom vizsgalatok ezzel szemben egyértelmii
Osszefiiggést mutattak ki a szérum lipid szintek és az ABCGS5/G8 kapcsolatarol.
Aulchenko és mtsai (2009) az ABCGS5 gén az LDL és a TG szintekkel, illetve az
ABCAI1 gén a HDL szinttel mutatott dsszefliggését, mig Kathiresan és mtsai (2009) az
ABCGS gén az LDL szinttel, illetve az ABCA1 a HDL szinttel mutatott 0sszefliggéseit
azonositottak. Nem kizarhato, hogy az altalunk és/vagy mas kutatocsoportok altal
azonositott Osszefliggések hatterében nem a vizsgalt polimorfizmusok transzporter
aktivitast modositd hatasa all, hanem valamely azokkal genetikai kapcsoltsagban allo
egyéb polimorfizmus, amely vagy a transzporter aktivitdsara vagy expresszidjara van
hatassal.

A DI9H az egyetlen varidns, amelynek klinikai relevancigjat egybehangzdan
igazolni tudtak. A 19H allél és az epekd kialakuldsa kozotti pozitiv korrelaciot elészor
Acalovschi és mtsai azonositottak (Acalovschi és mtsai 2006, Griinhage ¢és mtsai 2007),
amit késobb teljes-genom vizsgalattal (Buch és mtsai 2007) illetve nagy esetszdmon

(n>62000) elvégzett kisérlettel is igazoltak (Stender és mtsai 2011).

5.2.2.6 Alcsoportok ésszehasonlito vizsgdlatai

Elemzéseink sordn a két vizsgalt betegség kiilonbozd sulyossagi vagy
megjelenési formdi és a varidnsok kozott nem sikeriilt Osszefliggést kimutatni.
Feltételezziik, hogy a vizsgalt varidnsok szamottevd mértékben nem befolyasoljak a

betegségek megjelenési formait.
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5.2.3 Kapcsoltsagi eredmények

Mindkét vizsgalt génen beliil tobb allél kdzott mutattunk ki kapesoltsagok, ezek
mindegyike szerepel mas kozleményekben is. Az ABCGS8 esetében egyeziink a
Kajinami és mtsai (2001) altal publikalt eredményekkel, de voltak, akik az altalunk
azonositott kapcsoltsdgokon til tovabbiakat is azonositottak (Gylling €s mtsai 2004), és
voltak, akik ennél kevesebbet (Berge és mtsai 2002). Az ABCA1 gén R219K és V771M
varidnsai kozotti kapcsoltsdg a legnyilvanvalobb, ezt veliink egyetemben minden
kapcsoltsagot vizsgalo kutatocsoport igazolni tudta (Clee és mtsai 2001, Kakko és mtsai

2003, Tregouet és mtsai 2004, Frikke-Schmidt 2004).

5.3 Uj ABCG8 varians (T401S) azonositasa

A hibridizaciés szonddk olvadasgorbe analizisén alapuld genotipizalod
modszernél nem egyedi eset, hogy uj, a szondaval komplementer DNS szakaszon
lokalizal6odo varidnst azonitsanak. A II. faktor (prothrombin) génben a diagnosztikai
jelentdségli g.20210G>A varidns vizsgalatakor tobb 1 varianst is azonositottak
(Warshawsky és mtsai 2002, Tag és mtsai 2005). A szintén nagy esetszamban vizsgalt
metiléntetrahidrofolat-reduktaz (MTHFR; Gilfix ¢és mitsai 2009), FV Leiden
(Mahadevan ¢és mtsai 2005) és HFE (Bach és mtsai 2006) esetében is kozoltek 1)
variansokat. Erdekesség, hogy a fentiekkel ellentétben, ahol diagnosztikai célzattal tobb
ezer mintat vizsgaltak, a mi esetiinkben az ABCG8 T400K vizsgalatat ,,csak” 581
mintan végeztiikk el, mégis sikeriilt egy varianst (T401S) azonositanunk. Ismereteink
szerint, rajtunk kiviil més kutatdcsoport nem azonositotta a varidnst. Az Ujonnan
felfedezett varians jelent6sége nem tisztdzott, esetiinkben egy normal lipid

paraméterekkel rendelkezd kontroll személy hordozta.
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6 Kovetkeztetések

A LightCycler késziiléken végzett hibridizacios szondak olvadasi gorbéjén
alapulé metodika, az aszimmetrikus PCR-rel torténd optimalizalasa teriiletén az alabbi
kovetkeztetésekre jutottunk.

e Az aszimmetrikus PCR hasznéalatakor megsziint a sajat tervezésii FV Leiden
genotipizald rendszerlink esetében a normal genotipussal rendelkezd mintdk egy
részénél tapasztalhato, az olvadasi gorbén regisztralt aspecifikus csucs.

o A szimmetrikus PCR-t kéveté olvadasi gorbén lathato aspecifikus csucs
homérseékleti értékénél az aszimmetrikus PCR gorbéjén egy ,,vadll” lathato, amely
feltételezésiink szerint arra utal, hogy a szimmetrikus koriilmény esetén alacsony
volt a jel/zaj arany, amely az aszimmetrikus PCR hatasara jelentosen emelkedett.

e A reciprok primer ardny a komplementer hibridizacids szondapar esetén az eredeti
primer arany és az eredeti hibridizacids szondaparhoz hasonléan hatékonynak, mig a
szondapar szempontjabol kedvezbtlen aranyban alkalmazott primer aranyt melletti
olvadasi gorbe értékelhetetlennek bizonyult.

o Szimmetrikus primer arany mellett, ha az amplifikacios primerek hatékonysaga eltér
(az egyik primer szamdra kedvezotlen anellacios homérséklet, reagensben
bekovetkezett mindségromlas), akkor feltételezésiink szerint elofordulhat, hogy a
kisérletiinkben modellezett kedvezotlen aranynak megfelelo amplifikacios kériilmény
jon létre, ami negativ hatdssal lehet az olvadasi gorbe értékelhetoségere. Ez a
probléma bizonyos hatarokon beliil aszimmetrikus PCR alkalmazasaval kivédheto.

e Az altalunk vizsgélt négy genotipizald metodika mindegyikénél az 1:6,7 primer
aranyu aszimmetrikus PCR bizonyult optimalisnak.

Osszegezve, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a LightCycler késziiléken végzett

hibridizacios szondak olvadaspont analizisén alapulo allél meghatdarozo

metodikdknal, a kedvezo primer aranyu aszimmetrikus PCR a jelintenzitdast és ezaltal

a modszer érzékenységét és megbizhatosagat is jelentos mértékben noveli, ezért

célszerii, hogy az optimalis primer ardany megallapitisa minden genotipizalo rendszer

esetében az optimalizdldsi folyamat integrdns részét képezze.
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Az ABC transzporterek variansai (ABCA1: R219K, V771M, 1883M; ABCGS:

DI9H, Y54C, T400K, A632V), illetve a cerebro- és cardiovascularis betegségek

kapcsolatdnak vizsgélata soran az alabbi kovetkeztetésekre jutottunk.

Magyarorszagon elséként hataroztuk meg harom ABCAl és négy ABCGS
polimorfizmus allélgyakorisagat. (ABCAILl: R219K: 31,2%; V77IM: 5,0%;
1883:12,1%; ABCGS8: D19H: 4,7%; Y54C: 40,8%; T400K: 18,8%; A632V:21,2%).
A hazai ABCAI R219K AF (31,2%) érték valamivel magasabb mds szerzok
kaukdzusi populaciokon mert adatainal (atlagosan 27,5%), de joval alacsonyabb az
azsiai populaciok értékeinél (atlagosan 43,4%). A tobbi polimorfizmus esetében AF
adataink hasonloak mas kaukazusi tanulmanyok adataihoz.

Az ABCA1 gén V771M polimorfizmusa a kontrollhoz képest alacsonyabb AF és
hordozé gyakorisag érté¢ket mutatott az ISZB csoportban.

Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a V77IM ritka allélje feltehetéen védo szerepet
tolt be az ISZB kialakulasaval szemben.

Az ABCALI gén R219K és V771M variansa kisebb hordozé gyakorisagot mutatott
az 50 év alatt stroke-kal diagnosztizalt betegek csoportjaban, mint a kontrollban. Az
ABCG8 Y54C gyakori allélje homozigdta formaban kisebb gyakorisdggal fordul el6
az 50 év alatti férfi stroke betegek csoportjaban, mint a kontrollban.

A fentiekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a stroke kialakuldsaval szemben védo
szerepe lehet az R219K és V771M variansok ritka alléljeinek, illetve az Y54C
varians gyakori alléljének az 50 év alatti korosztaly esetében.

A stroke csoport esetében lehetdségiink volt a betegség kiilonbozd klinikai
paraméterekkel rendelkezd csoportjainak (TIA vagy egyéb stroke, koegzisztalo
ISZB vagy ISZB-mentes stroke, carotis duplex scan vizsgalattal stenozis pozitiv
vagy negativ stroke), tovabba négy egyéb rizikoéfaktor megléte vagy hianya alapjan
felallitott ,,magas” ¢és ,alacsony” kockazati csoportok Osszehasonlitdsdra. A
felsorolt csoportositdsok kozott nem mutattunk ki dsszefliggést a polimorfizmusok
gyakorisagat illeten.

Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalt polimorfizmusok szamottevéen
nincsenek hatassal a stroke klinikai megjelenési formdira.

A vizsgalt polimorfizmusok koziil tobb genetikai kapcsoltsagban allt egymadssal. A

szamitott haplotipus eloszldsok nem mutattak szignifikans kiilonbséget a kontroll és
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betegcsoportok kozott. Az ABCA1 R219K és V771M ritka variansai kozott
kapcsoltsag mutathaté ki (37 f6 771M hordozobdl 36 f6 volt 219K hordozo is
egyben).

o Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az ABCAI, illetve ABCGS8 gének esetében
nem a haplotipusok, hanem az egyedi SNP-k mutathatnak osszefiiggést a stroke-kal
vagy ISZB-vel.

e A kontroll csoportban az ABCGS8 Y54C kiilonb6z6é genotipusait hordozok eltérd
koleszterin értékkel rendelkeztek, ahol a legalacsonyabb koleszterin szint az 54YY
genotipusuakra volt jellemzd. Hasonld oOsszefliggést a betegcsoportokban nem
tudtuk kimutatni.

o Feltételezziik, hogy az Y54C varians a koleszterin szint csokkenésén keresztiil (mely
onmagaban klasszikus védofaktor) fejti ki protektiv hatdasat a stroke-kal szemben
fiatal ferfiak esetében.

Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mindkét daltalunk vizsgdlt gén

polimorfizmusai direkt (funkciovaltozdssal) vagy indirekt modon (funkciovaltozast

okozo  polimorfizmussal  kapcsoltsaghban)  szerepet  jatszthatnak a  lipid
metabolizmusban, ezdaltal a vasculdris betegségek, mint az atherosclerosis, a stroke

vagy az ISZB manifesztacidjaban. A polimorfizmusok kis mértékben jarulnak hozzad a

fenti folyamatokhoz, igy hatdasukat a kornyezeti tényezok, vagy a nemi kiilonbségek

jelentos mértékben befolydsolhatjdk.
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7 Osszefoglalas

A multifaktorialis betegségek genetikai hatterének felderitése segitséget nyujthat
a betegség patomechanizmusanak, a folyamatban részt vevd fehérjék funkciojanak
megértésében, hosszi tdvon hozzdjarulhat az egyénre szabott orvoslas lehetdségének
megteremtéséhez, esetleg ) gyogyszeres kezelési célpontok azonositasat segitheti eld.
Munkénk célja két, a lipid metabolizmusban fontos szerepet betdltd ABC transzporter
polimorfizmusai (ABCA1: R219K, V771M, 1883M; ABCGS8: D19H, Y54C, T400K,
A632V) ¢és két multifaktorialis betegség, a stroke, illetve az ISZB lehetséges
osszefiiggéseinek elemezése volt. Osszesen 580 személy (241 stroke, 148 ISZB, 191
kontroll) genotipus meghatarozasat végeztik el, és els6ként 4allapitottuk meg a
polimorfizmusok hazai allélfrekvenciait (R219K: 31,2%; V771M: 5,0%; 1883: 12,1%;
DI19H: 4,7%; Y54C: 40,8%; T400K: 18,8%; A632V: 21,2%). Az ABCA1 gén V771M
varidnsa esetében az ISZB csoportban kisebb AF értéket mértiink, mint a kontroll
csoportban (1,4 = 1,3% vo. 5,0 £ 2,2%; p=0,010), ami a ritka allél védod szerepére utal,
¢s amit az esélyhanyados értéke is tiikroz (OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,8]). A tobbi varians
esetében hasonld Gsszefliggést nem észleltiink, se a teljes betegcsoportokon, se a nemek
szerinti alcsoportokat kiillon analizdlva. A fiatalabb ¢életkorban (50 ¢év alatt)
diagnosztizalt stroke betegeknél (n=106) az R219K ¢s a V771M variansok ritka alléljeit
hordozdok gyakorisaga alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban (R219K: 35,8 +
4,7% vo. 50,3 £ 3,6%; p=0,022; OR [95% CI]: 0,6 [0,3-0,9] V771M: 2,8 + 1,6% v0. 9,9
+ 2,2%; p=0,035; OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,9]), ami a ritka allélek hangstlyosabb védd
szerepére utalhat fiatalabb életkorban a stroke kialakuldsédval szemben. Az 50 év alatt
stroke-kal diagnosztizalt férfi betegcsoportban (n=62) csokkent ABCG8 54YY
gyakorisadgot tapasztaltunk a férfi kontrollhoz képest (24,2 + 5,4% vo6. 41,3 + 5,1%;
p=0,038; OR [95% CI]: 0,5 [0,2-0,9]). A kontroll csoportban az 54YY genotipust
hordozoknal csokkent koleszterin szinteket mértiink a tobbi genotipushoz képest
(p=0,009). A fentiek alapjan az 54Y allél homozigéta formaban, feltehetéen a szérum
koleszterin szint csokkentése révén nyujthat védelmet a stroke kialakulasaval szemben

fiatal férfiaknal.
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8 Summary

Studies of the genetic background of multifactorial disorders contributes to the
understanding of disease pathomechanism and function of proteins involved in disease
developing processes. In the future, these results can be applied in personalized
treatment or they can point to new medical targets. The aims of our study were (1) to
investigate associations between polymorphisms of two ABC transporters involved in
lipid metabolism (ABCA1: R219K, V771M, 1883M; ABCGS: D19H, Y54C, T400K,
A632V) and two multifactorial disorders, namely stroke and coronary heart disease
(CHD), and (2) to investigate the association of the above polymorphism and serum
lipid profile. For this purpose, genotyping of 580 cases and controls (241 stroke, 148
CHD, 191 control) was performed. We first determined allele frequencies (AFs) of
polymorphisms in the healthy Hungarian population (R219K: 31.2%; V771M: 5.0%;
1883: 12.1%; D19H: 4.7%; Y54C: 40.8%; T400K: 18.8%; A632V: 21.2%). Regarding
the patient groups, AF of ABCA1 V771M was lower in the CHD group compared to
control (1.4 £ 1.3% vs. 5.0 £ 2.2%; p=0.010), indicating a protecting effect of the
polymorphism, which was also confirmed by the odds ratio (OR [95% CI]: 0.3 [0.1-
0.8]) value. In cases of other polymorphisms, no such associations were detected,
neither in the whole patient groups, nor in subgroups based on stratification by gender.
In stroke patients diagnosed in younger ages (under 50 years, n=106), frequencies of
carriers of minor alleles of ABCA1 R219K or V771M were lower compared to control
(R219K: 35.8 £ 4.7% vs. 50.3 £ 3.6%; p=0.022; OR [95% CI]: 0.6 [0.3-0.9]; V771M:
2.8 £ 1.6% vs. 9.9 £ 2.2%; p=0.035; OR [95% CI]: 0.3 [0.1-0.9]) suggesting that,
carriers of minor alleles of R219K or V771M may be protected against stoke under the
age of 50. In male subgroup of stroke patients diagnosed under the age of 50 (n=62),
lower frequency of ABCGS8 54YY genotype was found compared to the male subgroup
of controls (24.2 + 5.4% vs. 41.3 £ 5.1%; p=0.038; OR [95% CI]: 0.5 [0.2-0.9]). In the
whole control group, individuals with the 54YY genotype had lower level of cholesterol
compared to other genotypes (p=0.009). Based on the results above, the homozygous
form of 54Y allele may have a protection effect against stroke in young males through

its possible cholesterol lowering effect.
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Fuggelék

1. fiiggelék: Az allél diszkrimindcios mddszerekhez alkalmazott amplifikdcids primerek
és hibridizdcids szonddk nukleotid szekvencidi

Gén: SNP Elnevezés Nukleotid szekvencia
ABCA1:R219K  A1-R219K-F TTTTGCAAGGCTACCAGTTACA
A1-R219K-R CAGGATTGGCTTCAGGATGT

ABCAIL: V771M

ABCA1: 1883M

ABCG2: Q141K

ABCGS8: D19H

ABCGS: Y54C

ABCGS: T400K

ABCGS8: A632V

FII: g.20210G>A

FV: Leiden

HFE: H63D

A1-R219K-Sens
A1-R219K-Anch
A1-V771M-F
A1-V771M-R
A1-V771M-Sens
A1-V771M-Anch
A1-1883M-F
A1-1883M-R
A1-1883M-Sens
A1-1883M-Anch
MXR-Q141K-LCF
MXR-Q141K-LCR
MXR-Q141K-SENS
MXR-Q141K-ANC
G8-DI19H-F
G8-DI9H-R
G8-D19H-Sens
G8-D19H-Anch
G8-Y54C-F-2
G8-Y54C-R
G8-Y54C-Sens
G8-Y54C-Anch
G8-T400K-F
G8-T400K-R
G8-T400K-Sens
G8-T400K-Anch
G8-A632V-F
G8-A632V-R
G8-A632V-Sens
G8-A632V-Anch
FII-LCF

FII-LCR
FII-SENS
FII-ANC
Leiden-LCF
Leiden-LCR
Leiden-5LC
Leiden-3LC
Leiden-5LC-comp
Leiden-3LC-comp
HFE-H63D-LCF
HFE-H63D-LCR
HFE-H63D-SENS
HFE-H63D-ANC

LC705-GCCTACCAAGGGAGAAACTG-P
CTTGGTGACCAAGAAGTTTCTGAGCTTTG-FI
CCTTCCCAGTTAGGAACCCT
GGAAGGTCAAATGCCTACAG
LC640-GCAGGACTACGTGGGCTTC-P
CTGTACCTGCCCTACGTCCTGTGTGTGGCA-FI1
AGGCCCTGGTATTTTCCTTG
CCCTGGAGTGGTTTCACAGT
LC640-CTTTCTGATATTCTCTTCTGG-P
TTAAAGAAAGAGCAGGAGGTCAACAGCACT-F1
TATGTATACTAAACAGTCATGGTCTTAGA
TGGAGTCTGCCACTTTATCCAGACCT
B0650-AAACTTACAGTTCTCAGCAGCTCTTCGG-P
GATGATGTTGTGATGGGCACTCTGACGGTGAGA-FAM
GGGTCTAAGAGAGCTGC
CCTCCGCCCTTTGACA
CTCCCCAGCATACCTCGG-FI
LC640-AGTGAGCAATGGGAAGTCGGC-P
TCCTATGTTCTCAGCAGCTTCTAA
CCCTTTTATTTCCACCCG
CTGGCAGTTGAGGTCTCTGAC-F1
LC640-CCAGGGTGTTGGGCTGGC-P
ACATCTTCTGCCTCCC
GCTGGATGCTGTTTTTTTC
LC640-GCAGTTTACGACGCTGATCCG-P
AGATGCCTGGGGCGGTG-F1
AATGCCTCTCGGGAAC

CGTCTGGCGTGAATCA
CTCCATGACACTGAGGATCTG-FI
LC640-GACACAGACATGCAGTGGGCT-P
GGAACCAATCCCGTGA

TGCTCGGACTACCAGC
Cy5-AGCATTGAGGCTCGCTGAG-P
CCAGAGAGCTGCCCATGAATAGCACTG-FAM
GCCCCATTATTTAGCCAG
GATGCCCAGTGCTTAAC
TGTATTCCTCGCCTGTCCAGG-FAM
B0650-TCTGCTCTTACAGATTAGAAGTAGTCCTATTAGCCC-P
B0650-CCTGGACAGGCAAGGAATACA-P
GGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGA-FAM
CTCTCCACATACCCTTGC
GAGCCTCAACATCCTGC
CGACTCTCATCATCATAGAACACGAAC-FAM
Bo650-CTGGTCATCCACGTAGCCCAAAGC-P

Roviditések: Bo650: 5’-Bodipy650; Cy5: 5'-Cy5.5 (indodicarbocyanine); LC640: 3’-LC
RED 640; LC705: 3’-LC RED 705; FAM: 3’-6-FAM; Fl: 3’-Fluoreszcein; P: 3’-foszforilacio;
SNP: egy nukleotidot érinté polimorfizmus.
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Abstract

Objectives: To systematically analyze the effects of asymmetric PCR on LightCycler melting analyses of four different allelic-
discrimination systems and to reduce an inconsistent non-specific melting peak observed during factor V Leiden genotyping.

Design and methods: PCR amplifications and melting analyses were carried out with various oligonucleotide concentrations and ratios.
To monitor the efficiency, calculated peak area values were compared after melting analyses.

Results: Peak area values increased by a mean of 11.2-fold (range: 6 to 17) in case of an amplification primer ratio of 1:6.7 asymmetric
PCR compared to symmetric primer conditions in four different SNP-genotyping systems. Using a complementary hybridization probe set for
factor V Leiden genotyping, a converse amplification primer ratio was necessary for similar results.

Conclusions: Asymmetric PCR resulting in the formation of higher amounts of target strands significantly increases the efficiency of

LightCycler allelic-discrimination.

© 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

Keywords: Asymmetric PCR; LightCycler; Allelic-discrimination; Hybridization probes

Introduction

As the number of known causative single base mutations
(single nucleotide polymorphism, SNP) increases, there is
an increasing need for adequate, robust, and reliable
techniques for SNP-genotyping [1]. Real time PCR ampli-
fication followed by fluorescence-labeled probe hybrid-
ization and melting curve analysis by the LightCycler is a
frequently used single-tube technique [1]. Among other
optimization parameters, the relative amounts of amplifica-
tion primers are important, and a few reports mention the
beneficial effects of asymmetric PCR (AS-PCR [2—4]).

Upon genotyping for the R5S06Q mutation of the factor V
gene (FV Leiden) with in-house designed oligonucleotides,

Abbreviations: AS-PCR, asymmetric PCR; BP, basepairs; FRET,
fluorescence resonance energy transfer; PA, peak area; PCR, polymerase
chain reaction; SNP, single nucleotide polymorphism; TM, melting
temperature.

* Corresponding author. Fax: +36 1 3852255.

an inconsistent third peak and various melting peak heights
were observed. Systematic analyses of various oligonucleo-
tide conditions of an AS-PCR were carried out by which
signal intensity, specificity, and reproducibility improved
significantly. The effects of using hybridization probes
annealing to the complementary strand compared to the
original setting were also examined. To extend our
observations to additional gene- and SNP-environments,
the characterization of the following SNP detection systems
was also carried out: FII g.20210G>A (prothrombin); HFE
(hereditary hemochromatosis) H63D and BCRP (breast
cancer resistance protein or ABCG2) Q141K [5-8].

Methods
Primer design

Amplification primers and hybridization probes were
designed by the LightCycler Probe Design software

0009-9120/$ - see front matter © 2005 The Canadian Society of Clinical Chemists. All rights reserved.

doi:10.1016/j.clinbiochem.2005.04.015
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(Roche Diagnostics), and all oligonucleotides were synthe-
sized by Integrated DNA Technologies (Coralville, USA).
Amplification primers Leiden-LCF and Leiden-LCR rec-
ognizing the factor V gene were used, yielding a PCR
product of 210 bp encompassing the ¢.1691G>A (R506Q)
FV Leiden mutation. Two probe sets hybridizing to the
amplification product at the same internal sequence but to
the different strands were also designed. The “sense”
probe set consists of Leiden-3LC and Leiden-5LC, and the
“antisense” probe set consists of Leiden-3LC-comp and
Leiden-5LC-comp. Leiden-5LC is perfectly matching with
the wild type allele (c.1691G) of the sense strand (formed
by Leiden-LCR amplification primer), while Leiden-5LC-
comp is perfectly matching with the mutant allele
(c.1691T) of the antisense strand (formed by Leiden-LCF
amplification primer). These probe sets are complementary
to each other, with one mismatch at the position of the
Leiden mutation. Oligonucleotide sequences (FV Leiden,
FII g.20210G>A, HFE H63D, BCRP Q141K) are available
upon request.

PCR amplification and melting curve analyses

All amplification reactions were performed in a Light-
Cycler. PCR was carried out in a final volume of 20 pL and
contained 10 uL 2 x PCR Master Mix (Promega). Reactions
were supplemented with 0.7 U Tag DNA polymerase
(Finnzyme, Espoo, Finnland) and 0.75 mM MgCl,. Differ-
ent amounts of amplification primers, 0.25 pmol/L of each
hybridization probes, and 200 ng DNA template were
added. DNA was denatured at 95°C for 30 s and amplified
through 70 cycles of PCR (95°C 0 s, 50°C 10 s, and 72°C
10 s [15 s for BCRP Q141K]).

Melting curve analyses were carried out by lowering the
temperature to 40°C for 60 s and gradually increasing it to
80°C, with a transition rate of 0.1°C/s, and fluorescent
signal was measured continuously.

The LightCycler software automatically generated melt-
ing curve graphs and calculated the melting peak area (PA)
values. PA calculations were used to compare efficiencies
of different PCR conditions. Statistical analyses were
carried out with the Student’s ¢ test, with a level of
significance of P < 0.05.

Results

After optimizing our in-house allelic-discrimination
based on the LightCycler system for FV Leiden genotyping,
we were able to consistently distinguish wild type and
mutant alleles, but we observed an additional internal peak
(at lower temperature) for some of the wild/wild genotype
samples. By using an altered amplification primer ratio of
0.15:0.50 pmol/L (1:3.3) forward:reverse (Leiden-LCF:Lei-
den-LCR), signal intensities substantially increased, and the
additional peak of the wild/wild genotype disappeared.

We used FV Leiden genotyping as a model to system-
atically analyze the effects of amplification primer ratio
alterations. To this end, we carried out a series of
LightCycler PCR reactions using altered amplification
primer ratios with otherwise identical conditions. As an
efficiency parameter, we compared the peak area (PA)
values automatically generated by the LightCycler software.
By using the reverse amplification primer in excess
compared to the amount of the forward primer, gradual
increases in PA values were observed (Fig. 1). In the case of
the 1:3.3 ratio, a 4.7-fold PA value increase (0.13 £ 0.049 vs.
0.028 + 0.017, SD values are based on three parallel
experiments) was observed compared to the 1:1 primer ratio
(P =0.014). At the ratio of 1:6.7, a further PA value increase
of 2.4-fold (0.31 £ 0.12 vs. 0.13 £ 0.049) was measured
compared to the 1:3.3 condition (P = 0.035). Further relative
increases in the amount of the reverse primer (ratio of 1:13
and 1:16) caused some but non-significant PA value
increases suggesting a plateau-effect (Fig. 1). Alteration of
the primer ratio in excess of 1:16 did not result in further PA
value increases (not shown). We also tested the effects of
parallel increases of both primer concentrations (up to 0.5
umol/L) without altering the 1:1 ratio, as well as increasing
the amounts of the hybridization probes (up to 0.5 pmol/L),
and in all conditions, the PA values showed non-significant,
inconsistent fluctuations (not shown).

By designing an alternative probe set, we used a novel
approach to confirm the previously suggested hypothesis

20

||~ Leiden
-o-FIl
- H63D
== Q141K

0 . . . .
0.25-0.25 0.15-0.50 0.15-1.00 0.15-2.00 0.15-2.50
(1:1)  (1:3.3) (1:6.7) (1:13)  (1:16)
Absolute (and relative) forward:reverse primer ratios (uM)

Relative PA-increase (arbitrary units)

Fig. 1. Changes in peak area (PA) values as a function of different
amplification primer ratios in four different SNP genotyping systems. PCR
reactions for the detection of FV Leiden (Leiden), FII g.20210G>A (FII);
HFE H63D (H63D) and BCRP Q141K (Q141K) sequence alterations were
carried out with identical conditions including a homozygous wild/wild
(except H63D) DNA template (see the Methods section), except for
different forward:reverse amplification primer ratios. These ratios are
indicated on the ‘x’ axis with absolute numbers in pmol/L final
concentrations with relative ratios in parentheses. These discrete separate
conditions represent monotonous increases in the relative amount of one
primer. Peak area (PA) values for each determination were automatically
calculated by the LightCycler software. For better comparison, we
calculated relative PA increases by dividing the appropriate PA values
with that of 1:1 primer ratio amplification. These latter PA values were the
following, as calculated by the LightCycler software for each SNP: Leiden:
0.028; FII: 0.015; H63D: 0.0042; Q141K: 0.011.
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[2—4] that a preferential unbalanced formation of one strand
of PCR product enhances the efficiency of allelic-discrim-
ination. This alternative probe set (termed “antisense”) is
strictly complementary to the “sense” probe set except for
one base, namely a G>A change in position 1691 in the
sensor probe. Thus, this probe shows a stronger hybrid-
ization to the FV Leiden allele compared to the wild type
allele. As expected, to get an outstanding high signal, excess
amount of the forward primer (Leiden-LCF) had to be used
with the “antisense” probes (Fig. 2, trace 2). Since the
sensor probe of the “antisense” probe set is complementary
to the Leiden allele, in case of the wild type sample, we
recorded a melting peak at a lower temperature compared to
the similarly efficient “sense” probes and excess reverse
primer combination (trace 1). The opposite combinations
were totally uninformative as to genotyping (see the entirely
overlapping traces 5 and 6). In cases of the usual conditions,
i.e. symmetric amplification primer ratios, strongly
decreased, but similar efficiencies were observed (traces 3
and 4). Omission of traces 1 and 2 allowing the magnifi-
cation of these latter traces (by a different ‘y’ scale)
indicated the correct genotypes (not shown).

We carried out AS-PCR with the excess amount of
amplification primers giving rise to the strand complemen-
tary to the hybridization probes in three further genotyping
systems (FII g.20210G>A, HFE H63D, BCRP Q141K). As
shown in Fig. 1, similar trends were observed in each case.
The relative PA values showed gradual increases as a
consequence of increasing the amounts of the appropriate

primers. Peak area values increased by a mean of 11.2-fold
(range: 6 to 17) in case of an amplification primer ratio of
1:6.7 AS-PCR compared to symmetric primer conditions in
four different SNP-genotyping systems.

Discussion

Application of AS-PCR in the context of a hybridization
system was first described by Lay et al. [9]. In this system,
the forward amplification primer was labeled by Cy5 which
participates in the FRET reaction with a single hybridization
probe. In this setting, it was obvious that the labeled primer
should be used in excess.

In dual probe systems, i.e. when unlabeled amplification
primers and two hybridization probes are used, the
significance of AS-PCR was first indicated by Bernard
et al. [10], who modeled the competition between the
complementary strand of the PCR with the labeled probes
by adding synthetic competitor oligonucleotides. As a
result, an approximately 40% decrease in fluorescence
signal intensity was observed. Burggraf et al. [3] reported
incorrect genotyping results, observed during an in-house
developed assay. Gradually decreasing the amount of the
reverse primer ratio to 5:1, a gradual appearance of the
second peak was demonstrated allowing the correct geno-
typing of the heterozygous sample. In contrast to our
observation, no significant increase in PA values occurred in
this system as a consequence of AS-PCR.

exR + sense probes (1)
0.060 - .
0.055- exF + antisense probes (2)
E 0.050- FR + sense probes (3)
o 0.045- o
b FR + antisense probes (4)
=~ 0.040-
N
W go35- exF + sense probes (5)
-]
| oo030- exR + antisense probes (6)
[ 1]
© 0025-
c
® 0.020-
@
o 0015~
1™
(=} 0.010-
=
L 0005-
0.000 -
0.005 -
0.010 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1
47.0 480 50.0 520 540 56.0 58.0 600 62.0 64.0 66.0 68.0 700 720 740

Temperature (°C)

Fig. 2. Comparison of melting curve analyses using sense and antisense hybridization probe sets and different amplification primer ratios. PCR was carried out
by ‘symmetric’ (0.25 pmol/L of each primer; traces 3 and 4) and ‘asymmetric’ PCR (primer ratios of 0.15:0.5 umol/L, i.e. 1:3.3; traces 1, 2, 5, and 6) as
described in the Methods section, with the excess of both Leiden-LCR (reverse, exR) or Leiden-LCF (forward, exF) primers and with both probe sets (sense
probes: Leiden-5LC and 3LC; antisense probes: Leiden-5LC-comp and 3LC-comp). Melting curve analyses were carried out, and negative derivates of changes
in fluorescence intensities are illustrated as a function of temperature as automatically calculated by the LightCycler software. The highest melting peak was
observed if the sense probe set was used in the presence of an excess of the reverse primer (trace 1). A smaller melting peak was recorded if the antisense probe
set was used with an excess of the forward primer (trace 2). However, the opposite “unfavorable” primer and probe set combinations (traces 5 and 6) resulted in
significantly decreased peak heights (both of these traces are represented by continuous lines and are indistinguishable). In cases of equal primer quantities,
similarly decreased peak heights were observed with both probe sets (traces 3 and 4).

94



DOI:10.14753/SE.2012.1709

FUGGELEK

730 A. Szilvasi et al. / Clinical Biochemistry 38 (2005) 727730

Barratt et al. [4] observed a “hook effect” in a herpes
simplex virus genotyping system. This phenomenon can
decrease fluorescence signal in the latest cycles and can also
compromise genotyping and affect consistency during
melting analysis. All problems caused by the “hook effect”
were eliminated by AS-PCR, however, no details on exact
concentrations and consequences were described. We also
observed low signal intensities but without a “hook effect”
(not shown).

None of the above studies focused specifically on the
role of AS-PCR and approached this issue by designing an
alternative probe set complementary to the opposite strand.
Applying the complementary hybridization probe set in
our FV Leiden model system gave the predicted result,
namely, the opposite amplification primer ratio was
necessary to achieve a similar response compared to the
original probe set and amplification primer ratio (Fig. 2).
We carried out AS-PCR with different amplification
primer ratios in four in-house designed SNP detection
systems, namely, FV Leiden, FII g.20210G>A, HFE H63D
and BCRP Q141K (Fig. 1), and we observed similar
trends in each system, indicating that the advantages of
altered amplification primer ratios favoring the strand
complementary to the hybridization probes are likely to be
valid in several gene-environments.

In summary, our studies have demonstrated that (i) AS-
PCR wusing excess amounts of amplification primers
allowing the preferential synthesis of the strand comple-
mentary to the hybridization probes results in significant
increases in fluorescence signal intensity and improves
specificity during melting analyses; (ii) similar trends can
be observed in each investigated SNP genotyping systems;
(iii) this phenomenon can also be reproduced with opposite
altered ratios if identical amplification primers and PCR
conditions are used with novel hybridization probes
annealing to the complementary strand; (iv) testing the
role of altered amplification primer ratios should be an
integral part of the optimization procedure of a newly
developed in-house dual probe allelic-discrimination sys-

tem, especially if signal intensities are low or non-specific
peaks are observed.
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Abstract

Background and Purpose: Genetic polymorphisms in
ABC transporter A1 (ABCA1) may alter the regulation of
plasma high-density lipoprotein (HDL), promoting or
protecting from vascular diseases. Methods: We inves-
tigated 244 unrelated, consecutively enrolled patients
with ischemic stroke, 150 patients with coronary heart
disease (CHD) and 193 blood donors for allele frequen-
cies (AFs) of three common ABCA1 polymorphisms
(R219K, V771M and 1883M). Results: Compared to con-
trols (30.8 = 4.7 and 4.9 * 2.2%, respectively), decreased
AFs were found in both patient groups for R219K and
V771M (28.7 = 4.1 and 3.1 = 1.6% in stroke, and 25.7 *+
5.0%; 1.3 = 1.3% in CHD patients, respectively). In a sub-
set of stroke patients younger than 50, both variants oc-
curred in significantly lower frequencies (22.4 + 5.5 and
1.8 = 1.7%, respectively). Similarly, among CHD patients
younger than 60, AFs of R219K and V771M (22.6 = 7.5

and 0 = 1.6%, respectively) were decreased. V771M was
almost exclusively (35/36) found in individuals carrying
the R219K allele. Conclusions: Our data confirm earlier
observations that ABCA1 R219K and V771M polymor-
phisms may be associated with a protective role against
CHD and extend those to another important pathologic
condition, namely stroke.

Copyright © 2006 S. Karger AG, Basel

Mutations in the ATP-binding cassette A1 (ABCA1)
transporter gene have been found to be responsible for
two forms of heritable high-density lipoprotein (HDL)
disorders, namely Tangier disease and familial hypo-a-
lipoproteinemia [1, 2]. In experimental systems, overex-
pression of the ABCA 1 transporter results in elevated lev-
els of plasma HDL [3, 4]. The putative role of ABCAI is
to facilitate the formation of HDL cholesterol by enhanc-
ing both the translocation of cholesterol and phospholip-
ids to the plasma membrane and the stimulation of cho-
lesterol efflux onto lipid-poor apolipoprotein Al particles
thereby stimulating cholesterol delivery back to the liver
[5-7].
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To date, the ABCAI gene proved to be highly polymor-
phic with large numbers of sequence variations leading to
amino acid changes or affecting the putative promoter
region [8] (see also http://www.abcal mutants.all.at).

Consequently, several studies addressed the question
of the potential roles of these polymorphisms primarily
in coronary heart disease (CHD) patients and in cases of
altered lipid metabolism. The results still seem to be con-
troversial with the identification of protective variants
against CHD and the demonstration of strong linkage
between some variants [9, 10] as well as with anti-athero-
genic effects [11]. However, some studies find minor or
no association of the same variants with the diseased phe-
notype or even risk factor effects, and population differ-
ences are also significant [12-16].

The aim of the current study was to examine the po-
tential association between three well-studied coding se-
quence variants of the ABCA1 gene and common dis-
eases potentially related to altered lipid metabolism. Be-
sides testing a cohort of patients with cardiovascular
patients, we sought to extend our observations to a previ-
ously unstudied pathology, namely cerebrovascular
stroke.

Patients and Methods

Subjects

The control group consisted of 193 repeated voluntary blood
donors (2-5 previous blood donations, 93 males and 100 females)
with a mean age of 35.3 + 11.8 years (range: 19-63 years). Blood
donors were interviewed by a physician employee of the blood bank
on each occasion to exclude major diseases in their previous his-
tory such as malignant disorders, infections, coronary heart disease
or stroke.

244 unrelated patients (167 males and 77 females) with isch-
emic stroke were consecutively enrolled in the study between Jan-
uary 1, 1998, and November 30, 1999. The mean age at disease
onset was 53.4 = 14.5 years (range: 18-86 years). Ischemic stroke
was characterized by computer tomography (CT), and the etiology
was examined by carotis duplex scan (CDS). The severity of stroke
varied from transient ischemic attack (78 patients) and persistent
reversible ischemic neurological deficit (123 patients) to irrevers-
ible neurological defect (43 patients). Concomitant risk factors
(such as hypertension, diabetes, smoking and alcohol abuse) were
recorded in the stroke group. The prevalences of risk factors were
the following: hypertension, 49.6% (121/244); diabetes, 12.3%
(30/244); smoking, 53.5% (122/228), and increased alcohol intake,
19.7% (45/228).

150 patients (109 males and 41 females) with documented CHD
were consecutively enrolled in the study between September 1,
1998, and October 30, 1999. The mean age at onset was 61.4 + 9.3
years (range: 32-86 years). CHD patients suffered from angina pec-
toris (n = 99) or acute myocardial infarction (n = 51). Coronary
angiography was performed in all CHD cases.

ABCA1 Polymorphisms in Stroke and
CHD

DNA Isolation and Detection of ABCAI R219K, V771M

and I883M Alleles with LightCycler Hybridization Probe

Technique

DNA isolation was performed from anticoagulated peripheral
blood with the standard ‘salting-out’ procedure. The following
ABCA lsequencevariantswerestudied:R219K (exon7,c.969A—G,
substitution of Arg219 by Lys); V771M (exon 16, ¢.2624G—A,
substitution of Val771 by Met), and I883M (exon 18, ¢.2962A—G,
substitution of 11e883 by Met). Genotype analyses of the three ge-
netic variants were performed using the LightCycler technology
(Roche Diagnostics). Briefly, PCR was performed by rapid cycling
in glass capillaries in a reaction volume of 20 pl with 0.5 wM of
each unlabeled amplification primer, 0.4 wM of anchor and detec-
tion probes and 50 ng genomic DNA. The amplification primers,
the fluorescently labelled detection and anchor probes were newly
designed and the sequences are available upon request. The Light-
Cycler DNA Master Hybridization Probes kit (Roche Diagnostics)
was used as reaction buffer, which contains nucleotides, Taq poly-
merase and Mg?*. The final Mg”* concentration was adjusted to
5 mM. Cycling conditions were identical for each variant: initial
denaturation at 94°C for 2 min, followed by 40 cycles of denatur-
ation at 94°C for 10 s, annealing at 60°C for 10 s, and extension at
72°C for 15 s, with a ramping rate of 20°C/s. After amplification,
melting curve analysis was performed by cooling the samples to
40°C, then gradually heating them to 80°C with a ramping rate of
0.2°C/s. The decline in fluorescence was continuously monitored.
Melting curves were converted to melting peaks with wild-type and
variant alleles showing distinct melting points. Genotyping was
repeatedly carried out in cases of all variant genotypes and results
were evaluated by two independent investigators.

Determinations of Lipid Parameters

Serum total cholesterol, HDL cholesterol (HDL-C) and triglyc-
eride levels were measured by standard colorimetric techniques.
LDL cholesterol (LDL-C) was calculated using the Friedewald for-
mula if total cholesterol, triglyceride and HDL-C values were all
available. Serum samples of blood donors were separated by cen-
trifugation and stored at —=70°C before the determination of lipid
parameters. Serum triglyceride levels and LDL-C were not deter-
mined or calculated in the blood donor group, since fasting serum
samples were not available.

Statistical Analyses

Allele frequencies (AFs, %) are presented with 95% confidence
intervals (95% CI). Fisher’s exact or x? tests (univariate analyses)
were used to compare the frequencies of ABCA1 genotypes between
the blood donor and patient groups as preliminary analyses. Crude
odds ratio (OR) and 95% CI were estimated for each ABCA1 single
nucleotide polymorphism (SNP). Logistic regression was per-
formed to adjust for age and sex. Adjusted OR values (and 95%
CIs) were also calculated. Lipid parameters are presented as medi-
ans (25th-75th percentiles). The Mann-Whitney or Kruskal-Wallis
tests were used to compare lipid values observed in wild-type, het-
erozygous and homozygous individuals. Control, stroke and CHD
groups were analyzed separately as lipid values were measured in
different centers. Analyses were conducted with the SPSS (version
12.0.1) software package. Testing for the presence of Hardy-Wein-
berg equilibrium (HWE) and pairwise linkage disequilibrium stud-
ies were performed by the Arlequin version 2.000 (http://anthro.
unige.ch/arlequin) software.

Cerebrovasc Dis 2006;21:254-259 255
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Table 1. Genotyping results and statistical analyses for three common ABCA1 polymorphisms (R219K, V771M and 1883M) in the con-

trol and patient groups

Polymorphism AF Heterozygous Homozygous  p value Adjusted OR
% individuals individuals (95% CI)
(£95% CI) n (%) n (%)
R219K
Controls (n = 193) 30.8 (4.7) 73 (37.8) 23(11.9)
Patients with stroke (n = 244) 28.9 (4.1) 84 (34.1) 29 (11.8) 0.032 0.68 (0.48-0.97)
Patients with CHD (n = 150) 25.7 (5.0) 55(36.7) 11(7.3) NS NS
V771M
Controls (n = 193) 4.9 (2.2) 19 (9.8) 0
Patients with stroke (n = 244) 3.3(1.6) 14 (5.7) 1(0.4) 0.017 0.34(0.14-0.82)
Patients with CHD (n = 150) 1.3(1.3) 4(2.7) 0 0.027 0.08 (0.01-0.75)
1883M
Controls (n = 105) 12.4 (4.5) 24 (22.9) 1 (1.0)
Patients with stroke (n = 244) 15.2(3.2) 61 (24.8) 7(2.9) NS NS
Patients with CHD (n = 150) 12.3(3.8) 29 (19.3) 4(2.6) NS NS

AF = Allele frequency; CI = confidence interval; NS = nonsignificant. Logistic regression was performed to adjust for age and sex;

OR = odds ratio.

Results

Genotyping for R219K, V771IM and I883M ABCAI

Allelic Variants

Using genomic DNA samples, simultaneous genotyp-
ing was carried out in the control blood donor and the
stroke- and CHD-affected patient groups by PCR and
fluorescent allelic discrimination techniques. The results
are shown in table 1. In the control group, AF figures (30.8
+ 47,49 = 22 and 12.4 = 4.5%) were found in the
expected range for R219K, V771M and 1883M, respec-
tively. Decreased AFs were found in both patient groups
for R219K and V771M variants (28.9 = 4.1 and 3.3 *
1.6% in stroke, and 25.7 = 5.0% and 1.3 * 1.3% in CHD,
respectively). In the CHD group, the decrease in V771M
AF was significant (p = 0.009) by univariate analyses.
Moreover, upon stratification of the patient groups by age
at onset, more pronounced decreases were observed (fig.
1). In a subset of stroke patients with disease onset before
50 (n = 114), both variants occurred in significantly low-
er frequencies compared to the control group [R219K:
22.4 + 5.5%, p = 0.013, crude OR = 0.55 (0.34-0.88);
V771M: 1.8 £ 1.7%, p = 0.045, crude OR =0.33 (0.11-
1.00)]. A similar tendency was observed in the CHD
group in a subset of patients younger than 60 (n = 62) for
R219K and V771M, but only the V771M AF decrease
was significant [22.6 + 3.6%, p > 0.05; and 0 = 1.6%,
p = 0.005, crude OR = 0.07 (0.004-1.2)]. The AF of the
third allelic variant, I883M, did not show significant dif-
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ferences in the patient groups (12.3 + 3.8% in CHD and
15.2 = 3.2% in stroke patients) and the subgroups of dif-
ferent ages at onset studied. Figure 1 further illustrates
the tendency of R219K and V771M AF decreases follow-
ing stratification of the patient groups by age at onset.

Multivariate analyses (logistic regression) also showed
that the R219K and V771M variants are protective fac-
tors against stroke, independently from age and sex
[R219K: p = 0.032, adjusted OR: 0.68 (0.48-0.97);
V771M:p=0.017, adjusted OR: 0.34 (0.14-0.82)]. In the
CHD group, only V771M proved to be a significant inde-
pendent protective factor [p = 0.027, adjusted OR: 0.08
(0.01-0.75), table 1].

As part of further subgroup analyses, patients with
transient ischemic attack were omitted from the stroke
group. Similarly to results of the entire stroke group,
R219K AF reduction was 27.4 £ 4.9%, p = 0.015, ad-
justed OR: 0.59 (0.39-0.91), and V771M AF reduction
was 3.3 = 2.0%, p=0.042, adjusted OR: 0.36 (0.13-0.97)
compared to control. We also observed significant R219K
and V771M AF reduction in patients with CT-proven
ischemic stroke [n=124; R219K: 24.6 * 5.5%, p=0.049,
adjusted OR: 0.64 (0.41-0.99), and V771M: 1.2 £ 1.4%,
p = 0.021, adjusted OR: 0.19 (0.05-0.78)] compared to
control.

In order to test the potential role of concomitant dis-
eases, coexistence logistic regression analyses were car-
ried out in a subgroup of stroke patients without coexist-
ing ischemic heart disease (n = 207, 84.8%). This analysis
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Fig. 1. Comparisons of AFs of the ABCA1 R219K and V771M
variants in the control and patient groups. Genotyping was carried
out as described in the Methods. AF values and 95% CIs (bars) are
presented for the R219K (a) and V771M (b) variants. For both al-
lelic variants, a tendency to AF decreases can be observed by com-
paring the control group ([]) to patients with CHD (n = 150, )
and the subgroup of CHD patients with age at onset <60 years
(CHD =60, n = 62). A similar tendency can be observed in the
patient group with stroke (n = 244, [/)) as well as stroke subgroups
[patients with age at onset <60 years (stroke <60, n = 161) and
<50 years (stroke =50, n = 114)]. * p<0.05 vs. controls.

showed that R219K and V771M variants also play a pro-
tective role against stroke independently from age and sex
in the stroke patient subgroup without ischemic heart dis-
ease [R219K: p = 0.040, adjusted OR: 0.69 (0.48-0.98),
and V771M: p = 0.034, adjusted OR: 0.39 (0.16-0.93)].
These results indicate that the protective role of R219K
and V771M in the stroke group cannot be explained with
the frequent coexistence of CHD.

ABCA1 Polymorphisms in Stroke and
CHD

According to CDS results, stroke patients were divided
into three groups [negative CDS (n = 112), and positive
CDS with less (n = 107) or more than 85% stenosis (n =
25)]. We did not find significant AF differencesin ABCA1
SNPs in the above three groups. Patients were addition-
ally stratified into two subgroups according to their risk
status, e.g. hypertension, diabetes, smoking and alcohol
intake. In the low-risk group, patients had zero to one risk
factor (n = 146) and in the high-risk group more than one
risk factors (n = 98). We observed lower R219K and
V771M AFs in the low-risk group (R219K: 27.4 + 5.2
vs. 30.6 £ 6.6%, and V771M: 2.1 £ 1.7 vs. 4.6 = 3.0%,
respectively), but the differences were not significant.

Analyses of HWE and Allelic Associations between

Genetic Variants

Genotype distributions were examined for the fulfill-
ment of the HWE in all groups for the three SNPs by the
Arlequin software. With one exception, negative results
(p > 0.05) were found in all groups for all three SNPs, i.e.
the measured distribution of the three possible genotypes
did not show significant differences from the expected
values. However, the genotype distribution of R219K
showed a significant (p = 0.00465) alteration from HWE
exclusively in the stroke-affected patient group. Since the
recent origin of this SNP and non-random mating can be
fairly well excluded, this alteration may have been caused
by a biased selection related to the disease phenotype
[17].

Allelic associations between SNP pairs were tested by
combining genotype results of the control and patient
groups. The V771M allele was almost exclusively found
in individuals carrying the R219K allele (36/37 V771M
carriers were positive for R219K). Thus a strong linkage
(p < 0.0005 by the Arlequin software) was observed be-
tween V771M and R219K. Moreover, a similar, non-ran-
dom allelic association was observed between R219K and
1883M variants (p < 0.05). Combining all genotyping re-
sults, 94/135 (69.6%) of I883M carriers were also positive
for R219K, while only 148/374 (39.6%) of 1883M wild-
type individuals were positive for R219K. The distribu-
tion of double-positive (R219K and 1883M carriers) and
single-positive (only I883M carriers) individuals was sim-
ilar in the control, in the stroke and in the CHD-affected
groups. These results suggest that the R219K and I1883M
polymorphisms are also in linkage disequilibrium in our
population, although the common occurrence of these
variants in the same individual is not likely to be related
to disease development. No significant linkage disequi-
librium was observed between V771M and I883M.
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Serum Lipid Determinations

In order to test important genotype-phenotype asso-
ciations, plasma lipid profile determinations were carried
out in subsets of the control (n = 193) and patient groups
(stroke: n = 113; CHD: n = 95). The comparison of plas-
ma lipid parameters and genotypic data revealed that
none of the comparisons in the control or either patient
group revealed any significant differences. However,
V771M carriers of the stroke group (n = 9) had higher
plasma HDL levels than non-carriers [n = 104; 1.00
(0.90-1.30) vs. 1.60 (1.05-1.80) mA4; p = 0.053].

Discussion

SNPs are relatively common in the ABCALI gene. Sev-
eral polymorphic variations affecting the amino acid se-
quence have recently been published, and the AFs of 11
polymorphisms are >1% [8].

The most common missense polymorphism in the
coding region of the ABCA1 gene is R219K with an AF
of the K allele of 25-46% in the Caucasian population.
Two large studies investigating 2,028 and 794 individuals
came to contradictory conclusions about the possible role
of R219K in arteriosclerosis. Brousseau et al. [15] report-
ed an elevated R219K AF in patients with CHD and a
low HDL level compared to disease-free individuals, sug-
gesting that the mutant allele may cause a decrease in the
HDL level, subsequently promoting arteriosclerosis and
the development of CHD. In their study, no correlation
between R219K genotypes and the plasma lipid param-
eters could be observed either in the control group (mean
age: 53 years) or in the CHD patient group (mean age: 64
years). In another study, primarily focusing on ABCAL1
haplotype analyses, R219K was also found to be associ-
ated with an increased risk for myocardial infarction [16].
In contrast, Clee et al. [9] found that R219K carrier pa-
tients have reduced severity of CHD, decreased focal and
diffuse arteriosclerosis and fewer coronary events than
wild-type CHD patients. They showed decreased triglyc-
eride and increased HDL levels in their R219K carrier
patients, although this difference existed only in the indi-
viduals younger than 57 years. They concluded that
R219K alone is an independent protective factor against
CHD. Further studies also described a putative protec-
tive effect of the R219K variant [18-20]. Our study
showed results similar to those of Clee et al. [9]. Although
we could only demonstrate significant AF decreases for
the V771M variant comparing the entire CHD-affected
group to the blood donor group, a trend toward an AF

258 Cerebrovasc Dis 2006;21:254-259

decrease could be demonstrated for both SNPs in both
patient groups. Moreover, the mean age of R219K homo-
zygous and heterozygous patients with stroke was signifi-
cantly higher than the age of R219K wild-type patients
(58.2 £ 13.0,55.4 = 13.8 vs. 51.2 = 14.9 years, respec-
tively). In our CHD patient group, the mean age of the
patients with different R219K genotype did not differ
significantly. However, upon subgroup analyses, among
patients affected by both diseases with younger ages at
onset, both variants R219K and V771M showed signifi-
cantly decreased AFs (fig. 1).

Clee et al. [9] reported that the ABCA1 V771M vari-
ant also plays a protective role against CHD. They ex-
plained this observation with the linkage disequilibrium
between the R219K and V771M variants. In our study,
the V771M variant, or compound heterozygosity for
V771M and R219K, showed significant AF reduction in
the patient groups, in spite of the fact that our controls
were relatively younger than our patients with stroke or
CHD.

We found no correlation between ABCA1 1883M
genotypes and CHD or stroke development. The data
about this variant are controversial in the literature. Clee
et al. [9] reported that I883M carrier patients have more
severe manifestation of CHD. Wang et al. [10] found that
I1883M homozygotes had significantly higher plasma
HDL cholesterol compared to heterozygous and wild-
type individuals [10]. The differences between 1883M
genotypes might have remained hidden in the Hungarian
population because of the low number of heterozygous
and homozygous individuals.

Our data confirm earlier observations that ABCA1
R219K and V771M polymorphisms may play a protec-
tive role against CHD and extend those to another fre-
quently occurring pathologic condition, namely stroke.
These protective effects seem to be more pronounced in
subsets of patients with younger ages, and haplotypes car-
rying both variants may have a stronger protective ef-
fect.
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Frequencies of Four ATP-Binding Cassette
Transporter G8 Polymorphisms in Patients
with Ischemic Vascular Diseases
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ATP-binding cassette transporter G8 (ABCG8) was found to participate in plant sterol and cholesterol (CHOL)
transport; however, the potential associations of ABCG8 genetic variants and ischemic vascular diseases are
largely unknown. Determinations of allele frequencies of four common ABCGS8 polymorphisms (D19H, Y54C,
T400K, and A632V) were carried out in 241 unrelated patients with ischemic stroke, 148 patients with coronary
heart disease, and 191 blood donors (controls). Allele frequencies of the investigated polymorphisms in patient
groups showed no significant differences compared with controls. There was a tendency toward reduced 54YY-
genotype frequency among male patients with stroke. On stratification by age at disease onset, male patients
with stroke under the age of 50 (1 =62) showed significantly reduced 54YY-frequency compared with male
controls (n=92; 24.2% vs. 41.3%; odds ratio: 0.45 [95% confidence intervals: 0.22-0.93]; p=0.038). No such
associations were found among women. In healthy controls, CHOL levels of individuals with the 54YY genotype
(n="71; median: 4.51 mM, 25th-75th percentiles: 4.19-5.43) were significantly reduced compared with 54YC and
54CC individuals combined (1 = 120; median: 4.95 mM, 25th-75th percentiles: 4.42-5.88, p =0.009). Further, we
identified a new ABCGS8-variant, T401S, in a control subject. In conclusion, ABCG8 54YY-genotype may be a

potential protecting factor against ischemic stroke in young men and may influence plasma CHOL levels.

Introduction

TP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER G5 and G8 (ABCG5

and G8) are half-transporters, which together form a
functional heterodimer (Graf ef al., 2002, 2003). They are lo-
calized at the apical membrane of the enterocytes and at the
canalicular membrane in the liver and mediate the transport
of plant sterols and cholesterol (CHOL) into the intestinal
lumen and bile (Klett et al., 2004). Mutations in either ABCG5
or G8 lead to elevated plasma concentration of plant sterols
and cause sitosterolemia, a rare autosomal recessive disorder
described by Bhattacharyya and Connor (1974), which can
lead to premature atherosclerosis (Salen ef al., 1985). Beside
these disease-associated mutations, several single nucleotide
polymorphisms (SNPs) have also been identified (Berge et al.,
2002; Iida et al., 2002). A number of these SNPs have been
selected for human studies to reveal any possible phenotypic
associations. In several Caucasian populations, five common

SNPs (Q604E in exon 13 of ABCG5; D19H, Y54C, T400K, and
A632V in exons 1, 2, 8, and 13 in ABCGS, respectively) have
been under intensive investigation and have been reported to
influence the metabolism of plant sterols or CHOL (Wegge-
mans et al., 2002; Hubacek et al., 2004; Kajinami et al., 2004;
Griinhage et al., 2007; for review see, Rudkowska and Jones,
2008).

Several studies mention the increased risk of coronary heart
disease (CHD) as a potential consequence of elevated plasma
sterol levels believed to be affected by ABCG5/G8 SNPs, and
one published study performed classical association in large
patient cohorts with common ischemic vascular diseases
(Koeijvoets et al., 2009).

The aim of our study was to investigate the frequencies and
potential association of the four most common SNPs of
ABCGS (D19H, Y54C, T400K, and A632V) in patients with
stroke and CHD in comparison to healthy blood donors as
controls.
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Materials and Methods
Subjects

Our study involved two cohorts of patients and one cohort
of controls. In each cohort, subjects were recruited from the
central part of Hungary and all subjects belonged to the
Caucasian race.

In the first patient cohort, 241 unrelated patients (164 men
and 77 women) with ischemic stroke were investigated. The
mean age at disease onset was 53.4 + 14.5 years (range: 18-86
years). Ischemic stroke was characterized by computed to-
mography, and the etiology was examined by carotis duplex
scan (CDS). The severity of stroke varied from transient is-
chemic attack (TIA, 77 patients) and persistent reversible is-
chemic neurological deficit (121 patients) to irreversible
neurological defect (43 patients). Concomitant risk factors
(such as hypertension, diabetes, and smoking) were recorded.
The prevalence values of risk factors were the following: hy-
pertension, 49.0% (118/241); diabetes, 11.6% (28/241); and
smoking, 53.5% (121/226).

In the second patient cohort, 148 patients (107 men and
41 women) with documented CHD were investigated. The
mean age at onset was 61.4+9.3 years (range: 32-86 years).
Patients with CHD suffered from angina pectoris (1 =99) or
acute myocardial infarction (n=>51). Coronary angiography
was performed in all CHD cases.

The control group consisted of 191 repeated voluntary
blood donors (2-5 previous blood donations, 92 men, and 99
women) with a mean age of 35.3 £11.8 years (range: 19-63
years). Blood donors were interviewed by a physician em-
ployee of the blood bank on each occasion to exclude major
diseases in their previous history such as malignant disorders,
infections, CHD, or stroke.

SZILVASI ET AL.

In a previous study, the same subjects were investigated for
ABCA1 SNPs R219K and V771M, which were found to be
protective factors against CHD and stroke (Andrikovics et al.,
2006). Our study was approved by the Institutional Ethics
Committee.

DNA isolation and detection of ABCG8 D19H,
Y54C, T400K, and A632V alleles with LightCycler
hybridization probe technique

DNA isolation was performed from anticoagulated pe-
ripheral blood with the standard “salting-out” procedure. The
following ABCGS8 sequence variants were studied: D19H
(rs11887534, exon 1, ¢.52G>C); Y54C (rs4148211, exon 2,
c.161A>G), T400K (rs4148217, exon 8, c.1199C>A), and
A632V (rs6544718, exon 13, ¢.1895C>T). Genotype analyses of
the four genetic variants were performed using the Light-
Cycler technology (Roche Diagnostics).

The amplification primers, the fluorescence labeled detec-
tion, and anchor probes were designed by the LightCycler
Probe Design software (Roche Diagnostics), and all oligonu-
cleotides were synthesized by Integrated DNA Technologies
(Coralville). The sequences and conditions of optimized re-
actions are available on request.

Genotyping was repeatedly carried out in cases of all var-
iant genotypes, and results were evaluated by two indepen-
dent investigators.

Sequencing

Polymerase chain reaction (PCR) amplification of 50ng
whole genomic DNA was carried out in 30 cycles (94°C for 45
s; 60°C for 45 s; 72°C for 45 s) with 10 pmol of each primer and
2xPCR Master Mix (Promega). PCR products were purified

TaBLE 1. GENOTYPING RESULTS FOR ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER G8 SINGLE NUCLEOTIDE PoLymorrHIsMS (D19H,
Y54C, T400K, aAND A632V) IN THE CONTROL AND PATIENT GROUPS

Controls Stroke patients CHD-patients Total

Subjects n=191 n=241 n=148 n=>580
D19H

DD 173 (90.6) 220 (91.3) 132 (89.2) 525 (90.5)

DH 18 (9.4) 20 (8.3) 15 (10.1) 53 (9.1)

HH 0 1(0.4) 1(0.7) 2 (0.3)

AF (%) +95% CI 47+22 46+1.9 57+27 49+13
Y54C

YY 71 (37.2) 80 (33.2) 58 (39.2) 209 (36.0)

YC 84 (44.0) 123 (51.0) 62 (41.9) 269 (46.4)

CcC 36 (18.8) 38 (15.8) 28 (18.9) 102 (17.6)

AF (%) £95% CI 40.8+5.0 41.3+45 39.9+5.7 40.8+29
T400K

TT 124 (64.9) 164 (68.0) 94 (63.5) 382 (65.9)

TK 62 (32.5) 67 (27.8) 51 (34.5) 180 (31.0)

KK 5(2.6) 10 (4.1) 3 (2.0) 18 (3.1)

AF (%) +95% CI 18.8+4.0 18.0+3.5 19.3+4.6 18.6+23
A632V

AA 119 (62.3) 156 (64.7) 94 (63.5) 369 (63.6)

AV 63 (33.0) 70 (29.0) 52 (35.1) 185 (31.9)

\A% 9 (47) 15 (6.2) 2 (1.4) 26 (4.5)

AF (%) £95% CI 212442 20.7+3.7 189+4.6 204424

Values shown are number of cases and relative frequencies (%) in parentheses.
Allele frequencies (AF) are shown in percentages, with calculated +95% confidence intervals (CI).

CHD, coronary heart disease.

103



DOI:10.14753/SE.2012.1709

FUGGELEK

ABCGB8 SNPS IN ISCHEMIC VASCULAR DISEASES

with the Montage PCR Kit (Millipore). The sequencing reac-
tion of the PCR products was performed using the BigDye
Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
according to the manufacturer’s instructions. For the second
purification, Multiscreen-HV plates (Millipore) filled with
Sephadex G-50 Superfine beads (Amersham Biosciences)
were used. Automated capillary electrophoresis was per-
formed on an ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem:s).

Determinations of lipid parameters

Serum total CHOL, high density lipoprotein (HDL), and
triglyceride (TG) levels were measured by standard colori-
metric techniques. Low density lipoprotein (LDL) was cal-
culated using the Friedewald formula if total CHOL, TG, and
HDL CHOL values were all available. Serum samples of
blood donors were separated by centrifugation and stored at
—70°C before the determination of lipid parameters. Serum
TG levels and LDL CHOL were not determined or calculated
in the blood donor group, as fasting serum samples were not
available.

Statistical analyses

Allele frequencies (AFs, %) are presented with 95% confi-
dence intervals (95% CI). Fisher’s exact or % tests (univariate
analyses) were used to compare the frequencies of ABCG8
genotypes between the blood donor and patient groups as
preliminary analyses. Crude odds ratio and 95% CI were es-
timated for each ABCG8 SNP. Lipid parameters are presented
as medians (25th-75th percentiles). The Mann—-Whitney or
Kruskal-Wallis tests were used to compare lipid values ob-
served in groups of individuals with different genotypes (all
lipid variables were abnormally distributed as tested by the
Kolmogorov-Smirnov test). Control, stroke, and CHD groups
were separately analyzed as lipid values were measured in
different centers. Analyses were conducted with the SPSS
(version 13.0) software package. Testing for the presence of
Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequi-
librium studies were performed by the SNPstats web tool
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats; Solé et al., 2006).
According to the general consensus, p < 0.05 was considered
significant.

Results
Genotyping of four common allelic variants of ABCG8

Using genomic DNA samples, simultaneous genotyping
was carried out in the stroke- and CHD-affected patient
groups as well as in the healthy control blood donor group by
PCR and fluorescent allelic discrimination techniques. The
results of genotyping are shown in Table 1. Numbers of cases
with different genotypes, AF and CI values are given for the
three investigated groups (stroke, CHD, and control) sepa-
rately and as a combined group for each of the four SNPs. AFs
of all four investigated ABCG8 SNPs in all investigated
groups were in the range of previously published data on
Caucasian populations (Gylling et al., 2004; Hubécek et al.,
2004; Kajinami et al., 2004; Plat et al., 2005). There were no
significant differences in AF values between the patient
groups and controls.

669

TABLE 2. LINKAGE DISEQUILIBRIUM FOR FOUR Locr
oF ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER G8

Y54C T400K A632V

DI19H <0.0001 (0.035)
Y54C
T400K

0.0510 (0.003)
<0.0001 (0.157)

0.0122 (0.005)
0.6064 (<0.001)
<0.0001 (0.028)

Linkage disequilibrium was tested for four ABCGS loci (D19H,
Y54C, T400K, and A632V) by the SNPstats web tool. Values
represent exact p-values for pairs of loci (and r* values in parenthe-
ses). Significant linkage disequilibrium (p <0.05) was observed
between neighboring loci and between D19H and A632V. Calcula-
tions were performed using the controls and the two patient groups
combined as a single cohort (1 =580).

ABCGS, ATP-binding cassette transporter G8.

Analyses of HWE and linkage disequilibrium
between ABCG8 genetic variants

Genotype distributions were examined for the fulfillment
of the HWE in all groups for the four SNPs and no deviation
was observed. Linkage disequilibrium was tested by
SNPstats. Genetic association was revealed between the re-
spective neighboring loci of the ABCG8 gene and between
D19H and A632V (Table 2). Estimated haplotype frequencies
were calculated for the control and the 2 patient groups sep-
arately and for the combined group (1=>580). These fre-
quency values were very similar in all three groups, so only
data for the combined group are shown in Table 3.

Subgroup analyses

No significant differences were found in AF values after
stratification for sex in the patient and control groups. How-
ever, stratification based on age of disease onset revealed in-
teresting differences regarding the Y54C SNP. In the group of
male patients with stroke, a tendency was observed, in which
the frequencies of the 54YY genotype were lower in patients

TABLE 3. ESTIMATED HAPLOTYPE FREQUENCIES
FOR ATP-BINDING CASSETTE TRANSPORTER G8 SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS

Haplotype

number DI9H Y54C  T400K  A632V  Frequency
1 D C T A 0.318
2 D Y T A 0.267
3 D Y K A 0.165
4 D Y T A% 0.100
5 D C T v 0.090
6 H Y T A 0.036
7 D Y K \Y% 0.012
8 H Y K A 0.010
9 H Y T v 0.003

Estimated haplotype frequencies for ABCG8 were calculated by
SNPstats web tool. Nine haplotypes were determined and they are
presented in decreasing order based on their relative frequencies.
Letters represent single-letter amino acid codes for the four inves-
tigated genetic variants D19H, Y54C, T400K, and A632V (the less
frequent [minor] alleles are indicated with boldface characters).
Estimated haplotype frequency values are shown for the control and
patient groups combined as a single cohort (n = 580), as comparisons
between separate groups (control, stroke, and CHD) did not reveal
significant differences (data not shown).
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FIG.1. Comparison of frequencies of 54YY genotype in the
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subgroups of male controls and male patients with stroke
according to age at disease onset. Frequencies (%) of the
54YY genotypes and 95% confidence intervals (bars) are
presented. There was a tendency toward decreased fre-
quency of YY genotype among male patients with stroke
with younger ages at diagnoses. The frequency of the YY
genotype among patients with stroke diagnosed at age under
50 (n=62) compared with male controls (n=92) was sig-
nificantly different (p =0.038) as marked with an asterisk.

diagnosed in younger ages compared with male controls. As
shown in Figure 1, among patients diagnosed under the age of
50 (n=62), the frequency of the 54YY genotype was signifi-
cantly reduced compared with the male control group (1 =92)
with 24.2% versus 41.3%; odds ratio: 0.45 (95% CI: 0.22-0.93);
p=0.038. No significant differences were observed between
intermediate age groups of patients with stroke and the con-
trol group. A similar tendency, for example, decreases of YY
genotype frequency was not observed either among sub-
groups of female patients with stroke according to age at di-
agnosis or among patients with CHD (data not shown).
Significant differences were found only when comparing the
frequencies of 54YY genotype, whereas comparing AFs of the
other three investigated SNPs in subsets of patients based on
age of diagnosis did not reveal differences.

In the case of patients with stroke, several further stratifi-
cations were made based on the presence or absence of some
disease characteristics, such as the presence or absence of TTIA
and coexisting ischemic heart disease. In addition, patients

TaBLE 4. CHOLESTEROL LEVELS OoF THE CONTROL BLoOD
DoNoORs AccorDING TO Y54C GENOTYPES

Cholesterol level (mM)

Y54C Number of

genotype cases 25th percentile Median 75th percentile
YY 71 4.19 451 5.43

YC 84 4.32 495 5.82

CcC 36 453 498 6.31

The comparison of plasma cholesterol levels between subgroups
of controls based on Y54C genotypes using the Kruskal-Wallis
test revealed significant differences (p =0.018). Blood donors with
the YY54 genotype had the lowest cholesterol levels, whereas those
with the 54CC genotype had the highest cholesterol levels, with the
heterozygous individuals having intermediate values.

SZILVASI ET AL.

with stroke were divided into three groups according to car-
otis duplex scan results (1: negative, 2: up to 85%, or 3:>85%
reduction of carotis artery-diameter) as well as three arbitrary
defined risk groups based on the number of known risk fac-
tors (hypertension, diabetes mellitus, and smoking). None of
the four ABCGS8 variants showed altered AFs according to
any of the subgroups just mentioned.

Serum lipid determinations

To test important genotype-phenotype associations, plas-
ma lipid profile values were compared with genotypes. In the
control group (n=191), CHOL and HDL, whereas in subsets
of patient groups (stroke: n =111; CHD: n =95), CHOL, LDL,
HDL, and TG levels were compared with different genotypes
of ABCGS8 SNPs. The comparison of plasma lipid parameters
and genotypic data using the Kruskal-Wallis test revealed
significant differences (p=0.018) between Y54C genotypes
and blood CHOL levels in the control group. Analyzing the
three genotypes separately, cases with the 54YY genotype had
the lowest CHOL levels, whereas those with the 54CC geno-
type had the highest CHOL levels, with the heterozygous
individuals having intermediate values (Table 4). On com-
parison of the 54YY homozygous cases (1n=71; median:
4.51 mM, 25th-75th percentiles: 4.19-5.43) with the combined
group of the other two genotypes (YC and CC; n=120; me-
dian 4.95 [25th-75th percentiles 4.42-5.88] mM) by using
Mann-Whitney test, a significant difference was observed
(p=0.009). Multinomial logistic regression analyses revealed
significant differences in CHOL levels between patients car-
rying the 54YY genotype compared with 54YC or 54CC ge-
notype after adjustment by age and sex (p=0.043 and
p =0.006, respectively), indicating the importance of YY ho-
mozygosity for the effect. Control individuals with the second
and third most frequent haplotypes (both with 54Y allele) had
significantly lower CHOL levels compared with the most
frequent haplotype (containing 54C). After adjustment with
age and sex, reduced CHOL levels were also detected, but this
association was not significant. Surprisingly, similar differ-
ences were not found in either patient group (data not
shown). Moreover, no differences were found on comparison
of LDL and HDL cholesterol levels between the above groups
and subgroups (not shown).

New ABCGS8 variant

The allele discrimination technique based on the melting
curve analysis of fluorescent labeled probes and the amplified
DNA allows the detection of additional genetic variants af-
fecting the flanking regions of the SNP under study, if they are
located within the recognition sequence of the sensor probe.
During our serial analyses for the T400K variant, we repeat-
edly observed an unusual melting curve for one particular
DNA sample. Sequencing revealed a new, nonsynonymous
genetic variant: T401S (c.1201A>T), in exon 8 of ABCGS. This
case was excluded from our study population.

Discussion

Several studies investigated the associations between
ABCGS8 SNPs and different parameters of lipid metabolism or
clinical disorders. Studies investigating populations different
in ethnic background, sex, or health status revealed associa-
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tion with different SNPs (see review of Rudkowska and Jones,
2008), suggesting that there is no single SNP or haplotype
which could contribute to alterations of the transporter ac-
tivity in itself. Besides these SNP-association studies, two re-
cent genome-wide association studies supported the
importance of ABCG5 and ABCGS loci in lipid metabolism,
revealing associations of lipid levels and CHD risk with
ABCGS (Aulchenko et al., 2009) and contribution of ABCGS8 to
polygenic dyslipidemia (Kathiresan et al., 2009).

We aimed at investigating the AFs of the four most inves-
tigated base substitutions of ABCG8 (D19H, Y54C, T400K,
and A632V) in groups of subjects with stroke or CHD in
comparison to healthy controls. There were no significant
differences between patient (stroke and CHD) and control
groups, according to AF values. In subsequent subgroup an-
alyses, we failed to reveal any association between AFs and
subgroups based on sex (in stroke, CHD, or control group),
existence of TIA, coexisting ischemic heart disease, computed
tomography positivity, CDS results, or arbitrary defined risk
groups (in the stroke group). The above results suggest that
disease severity is not affected by the investigated ABCGS8
SNPs.

However, a tendency of decreasing frequencies of 54YY
genotype was noted among male patients in whom stroke
was diagnosed in younger ages (see Fig. 1). Comparing the
male patients in whom stroke was diagnosed under the age of
50 with the male control group, the frequency of the 54YY
genotype was significantly reduced (see Fig. 1), thus sug-
gesting a protective effect against stroke. Comparing AFs in-
stead of YY genotype frequency did not show significant
differences, suggesting that the YY genotype in homozygous
form is necessary for protection against stroke in young men.

In the control group (women and men together), CHOL
level of individuals showed increases in the order of genotype
54YY, 54YC, and 54CC (p = 0.018). However, we did not find
such an association among either patient group, which can be
explained by the potential effects of other factors or medica-
tions influencing serum CHOL levels.

Koeijvoets et al. (2009), performed similar SNP-disease as-
sociation studies on a large cohort of subjects with familial
hypercholesterolemia (1 =2012) containing 648 subjects with
cardiovascular events (553 subjects with CHD, 58 subjects
with peripheral artery disease, and 37 subjects with cerebral
artery disease). They investigated two of the four SNPs in-
vestigated in our study, namely D19H and T400K. There was
no association of SNPs within the total cardiovascular disease
group (n=648). The D19H SNP was associated with in-
creased risk of CHD, but only after adjustment for year of
birth, sex, smoking, diabetes, HDL-C, and TG levels in mul-
tiple Cox regression analyses. Our study could not confirm
this association, which can be due to a lower case number in
our CHD group (n =148 vs. 648). However, Y54C was not
investigated in the above publication. The first study, which
revealed association between Y54C and lipid metabolism,
investigated alteration in plasma lipid levels after an 8-year
period; whereas dietary habits changed (Hubacek et al., 2001).
Female subjects with 54YY genotype had a marked decrease
in CHOL and LDL levels, whereas heterozygotes had inter-
mediate decrease in such lipid levels. These subjects were
considered to be “high responder” to dietary changes (Hu-
bacek et al., 2001). Another publication revealed association
between Y54C and changes in CHOL metabolism after weight
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loss in female cases (men were not investigated) (Santosa et al.,
2007).

A more recent study revealed associations between ABCGS8
SNPs and lipid levels, in which lower HDL concentrations
were observed in subjects with 54CC or 54YC compared with
subjects with the 54YY genotype (Junyent et al., 2009). A
higher level of HDL has a protecting effect against ischemic
stroke (Emerging Risk Factors Collaboration, et al. 2009). In
our study, we were unable to confirm the direct association
between 54YY genotype and elevated HDL level (potentially
due to the low case number), but we observed a protective
effect of the 54YY genotype against stroke for which one po-
tential mechanism may be the elevation of the HDL level in
54YY individuals. Our results are in agreement with a recently
revealed Y54C-lipid association; that is, 54CC homozygous
cases showed elevated CHOL and LDL levels in healthy in-
dividuals (Abellén et al., 2010).

Since the 54Y allele seemed to be protective against stroke
in young men and was associated with lower CHOL levels in
controls, we suggest that the ABCGS8 transporter containing
the 54Y variant might have a higher transport activity than the
protein with the C allele.

Interestingly, the protecting effect of 54YY allele could be
detected only in men, but not in female cases, which can be
due to the lower case number in our female stroke group
compared with the male stroke group (1 =77 vs. 164). How-
ever, observation of a sex-specific effect of ABCG8 SNPs is not
a unique phenomenon. In a Czech population study, associ-
ation between Y54C genotypes and lipid levels were de-
scribed in female cases only, whereas T400K genotypes were
associated with lipid levels only in men (Hubacek et al., 2001).
In another study, carriers of the K variant at the T400K locus
had elevated risk for gallstone disease, lower TG, and biliary
phospholipid levels only in men but not in women (Wang
et al., 2007).

Linkage analysis revealed genetic linkage between the in-
vestigated loci of ABCGS8, which is in concordance with
published data, as different studies revealed linkage between
different loci of ABCG5 and G8 (Berge et al., 2002; Gylling et al.,
2004; Kajinami et al., 2004; Plat et al., 2005). On calculating
estimated haplotype frequencies, we observed very similar
results to those published elsewhere (Berge et al., 2002; Gyl-
ling et al., 2004), that is, the three most frequent haplotypes
together accounted for 75% of all haplotypes. We could not
identify any haplotype that would be over- or underrepre-
sented in any of the patient groups compared with the control
group.

Finally, we identified a novel G8 variant, T401S. This
variant seemed to be a unique variant, as only 1 out of
581 samples carried this genotype. Putting together the
results of melting curve analyses and sequencing, we con-
clude that this subject is a compound heterozygote for the
T400K and T401S variants. This healthy female blood do-
nor had normal lipid parameters (CHOL, 4.23 mM; HDL,
1.1mM).

In conclusion, our study provides data of the frequencies
and distributions of ABCGS variants in patients with ischemic
vascular disease. ABCG8 54Y allele was associated with lower
CHOL level in a healthy Hungarian population, whereas the
same allele in homozygous form seemed to be a protecting
factor against stroke in young men. Further studies are nee-
ded to confirm our findings in other populations.
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