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Bevezetés

Az ischaemias szivbetegség (ISZB) a vezetd halalok vilagszerte, a
gyakorisagi lista 3. helyén pedig a stroke all. Az emlitett két
multifaktoridlis betegség klasszikus rizikofaktorai koze tartoznak a magas
vérnyomads, az emelkedett szérum koleszterin ¢s LDL (low density
lipoprotein) szint, a fokozott alkoholbevitel, és a dohanyzas. Ezzel
szemben az emelkedett HDL (high density lipoprotein) szint protektiv
hatasu. A klasszikus rizikofaktorok az esetek kialakulasanak kb. 60-75%-
ért feleldsek, a fennmarad6 esetek kialakulasiban egyéb (pl. orokletes)
tényezOk is szerepet kapnak. A genetikai perdiszpozicid bizonyitéka a
betegsegek gyakran €szlelheto csaladi halmozottsaga, és az ikervizsgalatok
eredményei. Emellett a genetikai tényezOk fontossaga szempontjabol az
sem elhanyagolhat6, hogy a klasszikus kockazati tényezok kialakuldsanak
hatterében is sok esetben orokletes tényezOk allhatnak.

A multifaktoridlis betegségek genetikai hatterének felderitése
segitséget nyujthat a betegség patomechanizmusanak ¢és a koros
folyamatban részt vevo fehérjék funkcidjanak megértésében, hosszl tavon
hozzajarulhat az egyénre szabott orvoslas lehetdségének megteremtéséhez,
illetve ) gyogyszeres kezelési célpontok azonositasahoz.

Az ABC (ATP Binding Cassette) transzporterek egy igen népes
geéncsaladot alkotnak, melynek tagjai a szubsztratok sze€les skaldjat kepesek
transzportalni a sejtmembrdnon ¢€s az intracelluldris membranokon
keresztiil. Eddig 13 olyan huméan betegséget ismeriink, amelyek hatterében
14 ABC transzporter defektusa all. Az ABC transzporterek koziil tobb
fehérje jatszik szerepet a szervezet lipid metabolizmuséaban, ezek koziil
harom (az ABCA1 és az ABCG5/ABCGS heterodimer) mutacion két igen
ritka, autoszomalis recessziv oroklésmenetet mutatdé korkép, a Tangier

betegség ¢€s a sitosterolémia kialakuldsahoz vezetnek. A Tangier betegség
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jellemzdje a szérum HDL csokkent szintje, vagy akar teljes hidnya. A
betegség kialakulasaért az ABCA1 transzporter mutacioil feleldsek. Az
ABCAI1 fehérjét tobbféle sejttipus (makrofag, endotél sejt, hepatocita €s
hizosejt) expresszalja. A funkcionalis transzportert két ABCA1 fehérje
homodimere alkotja. A transzporter a koleszterin apolipoprotein Al-re
torténd effluxban miikodik kozre, ezaltal alapvetd szerepet tolt be a HDL
partikulumok kialakuldsaban. A sitosterolémidra a szérumban nagy
mennyiségben jelen 1€vé novényi sterol (foként B-sitosterol) és xantdmak
korai megjelenése jellemezd. A betegség kialakulasaért az ABCGS ¢€s az
ABCGS8 gének mutaciolr felelosek. A két fe€l-transzporter egymassal
heterodimert képezve alkot egy funkciondlis egységet, amely az
enterocitdk és majsejtek apikalis membranjaban lokalizalodik, ahol a
novényi sterolok és a koleszterin transzportjat végzi a vékonybél és az
epecsatorndk iirege felé. Mindkét emlitett betegség szovodményeként
eléfordulhat korai atherosclerosis, vagy késobbi szovOdmeényként akar
ISZB is.

Az ABCAI1, ABCGS5 ¢s ABCGS8 gének defektusai tehat a lipid-
anyagcsere zavarahoz, ¢és ezen keresztil a lipid-metabolizmussal
Osszefliggésbe hozhatd betegségek kialakuldsahoz vezetnek. Ugyanakkor
kérdés, hogy a génekben nagy szamban azonositott missense
polimorfizmusok hatassal vannak-e a szérum lipid szintjére, esetleg van-e
kapcsolatuk a lipid-anyagcsere zavaraval tarsuld betegségek (pl. stroke,
ISZB) kialakuldsaval. A polimorfizmusok koziil az ABCA1 R219K,
V771M ¢és 1883M variansait, tovabba az ABCG8 D19H, Y54C, T400K és
A632V variansait szdmos asszociacios tanulméanyban vizsgaltdk. Tobbek
kozott vizsgaltak a genotipusok Osszefiiggéseit a szérum lipid szinttel €s az
ISZB kialakulasaval 1s, viszont a kozolt eredmeények a legtobb

kérdésfteltevés tekintetében ellentmondasosak.



Célkitlizés

Munkank célja két, a lipid metabolizmusban fontos szerepet betoltd
ABC transzporter polimorfizmusai €s két multifaktorialis betegség, az
ischaemias stroke és az ISZB 0Osszefiiggéseinek elemzése, tovabba a
polimorfizmusok ¢és a lipid szintek kapcsolatanak vizsgalata volt.

A modszertani hattér fejlesztés részeként a munka egyik célja az allél
diszkriminécids technika optimalizaldsa: kordbbi vizsgalataink alapjan egy,
a megbizhatdésag ¢és értékelhetdség szempontjabol igéretesnek tiind
koriilmény, az aszimmetrikus PCR vizsgalata, ezen beliill az optimalis
primer arany meghatarozasa, tovabba a koriilmény egyeéb genotipizalod
rendszerekre adaptalhatosaganak vizsgalata volt.

Masrészt célunk volt, az ABCA1 transzporter harom (R219K,
VT771M, 1883M) ¢és az ABCGS transzporter négy (D19H, Y54C, T400K,
A632V) aminosav cserevel jard variansanak vizsgalata cerebro- €s
cardiovascularis betegségben szenveddk csoportjaiban. Ezen beliil, az
esetleges polimorfizmus-betegség kapcsolat(ok) azonositasara az alabbi
célokat thztik ki: (1) a stroke, ISZB ¢és az egészséges kontroll
csoportokban az allél- és genotipus gyakorisagok meghatdrozasa; (2) az
AF ¢és genotipus gyakorisag értékek Osszehasonlitdsa a beteg és a kontroll
csoportok kozott; (3) az AF ¢€s genotipus gyakorisag értékek
osszehasonlitasa a nem ¢és/vagy a diagnozis felallitasanak 1dOpontja szerint
képzett alcsoportokban. Végiil, az esetleges polimorfizmus-lipid
korrelacio(k) azonositdsara, vagyis annak vizsgalatira, hogy a
genotipusoknak befolyasoljdk-e a lipid szinteket, célul tliztiik ki, hogy
megvizsgaljuk, a varidnsok mutatnak-e Osszefliggest az egyedi
csoportokon (stroke, ISZB, kontroll) beliill a szérum lipid (koleszterin,

triglicerid [TG], LDL, HDL) szintekkel.



Madszerek
Vizsgalt személyek

Az ABCA1 ¢s ABCGS polimorfizmusainak vizsgalatdba egymassal
rokoni kapcsolatot nem mutato, 241 stroke-kal diagnosztizalt beteget (164
ferfi €és 77 no; atlag €letkor a diagndzis felallitasakor: 53,4 £ 14,5 év), 148
ISZB beteget (107 férfi és 41 nd; atlag életkor a diagnodzis felallitasakor:
61,4 £9,3 év) és 191 egészséges véradot (92 férfi és 99 no; atlag ¢letkor:
35,3+ 11,8 év) vontunk be.

Alkalmazott laboratériumi modszerek

A DNS-t alvadasgatolt periférias vérmintabol izolaltuk, ,,kis6zasos”
modszert alkalmazva. A genotipus meghatarozas LightCycler késziiléken
tortént hibridizacios szonddk olvaddspont analizisével. A lipid paraméterek
(koleszterin, TG, HDL) meghatarozasa standard kolorimetrias modszerrel

tortént. Az LDL szintet a Friedewald képlet szerint szamoltuk.

Statisztikai modszerek

Az aszimmetrikus PCR vizsgéalatanal a gorbe alatti teriiletek
Osszehasonlitasara  Student-féle t-tesztet alkalmaztunk. Az ABC
transzporterek polimorfizmusainak vizsgalatanal az allélgyakorisagok (AF)
Osszehasonlitasara 2 x 2-es kontingencia tablat, Fisher-féle egzakt tesztet,
két-oldalu p értéket és esélyhanyadost, illetve annak 95%-0s konfidencia
intervallumat (OR [95% CI]) hasznaltunk. Hardy-Weinberg egyensuly
vizsgalatot és kapcsoltsagi analizist végeztiink. A lipid szintek eloszlas-
vizsgalatara a Kolmogorov-Smirnov tesztet hasznaltuk. A kiilonbozd
genotipust mutaté csoportok lipid értékeinek Osszehasonlitdsara nem-
parametrikus probat: Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A valasztott

szignifikancia szint minden esetben p<0,05 volt.



Eredmények

Az aszimmetrikus PCR vizsgdlata

Aszimmetrikus PCR alkalmazasdval sikeresen eliminaltuk az V.
faktor (FV) Leiden mutici6 genotipizalasa soran, az olvadasi gorbén
észlelt aspecifikus csucsot, amelyet a szimmetrikus PCR koriilményeket
kovetden a normdl mintdk egy részénél tapasztaltunk. Az aszimmetrikus
PCR alkalmazasa emellett jelentés mértekii (kb. 8-szoros) fluoreszcencia
jelintenzitds novekedést is eredményezett, a szimmetrikus primer
korilményekhez képest. Az optimalis primer arany meghatarozasara 4
kiilonb6zd genotipizald rendszerben (ABCG2 Q141K, FII g.20210G>A,
FV Leiden, HFE H63D) vizsgaltuk, hogy kiilonb6zé primer aranyok
milyen mértéki jelintenzitds emelkedést eredményeztek az olvadasi gorbén
a szimmetrikus PCR korilményhez viszonyitva. Minden esetben a
rendszer szdmara ,kedvez6”, vagyis a hibridizdciés szonddkkal
komplementer DNS szal aranyanak novekedését eredményezd primer
aranyokat alkalmaztunk. Az 1:3,3 ¢és 1:6,7 primer ardnyok mellett a
jelintenzitds fokozatos emelkedését tapasztaltuk, mig az ennél nagyobb
mértekli primer arany alkalmazasa (1:13 ¢€s 1:16) mar nem minden
rendszerben eredményezett jelintenzitds novekedést. A szimmetrikus
korilményhez viszonyitva az 1:6,7 aranyban alkalmazott amplifikacios
primerek mellett a 4 vizsgalt rendszer esetében atlagosan 11,2-szeresére
emelkedett a jelintenzitds. A reciprok, azaz ,kedvezdtlen” primer arany
hasznalata, amely a hibridizdci6 sordn a hibridizaciés szondakkal
kompeticioban 1év0 DNS szal ardnyanak novekedésehez vezetett, az
olvadast gorbe fluoreszcencia jelintenzitasanak drasztikus eséseéhez
vezetett mar 3,3:1 primer arany mellett, lehetetlenné téve a genotipusok

megkiilonboztetését.



ABCA1 és ABCG8 transzporterek polimorfizmusainak vizsgalata

Az ABC transzporterek polimorfizmusai €s a cerebro- illetve
cardiovascularis betegségek kapcsolatanak vizsgalata soran Osszesen 580
személy genotipus meghatarozasat vegeztik el, és elsOkeént allapitottuk
meg a polimorfizmusok hazai allélfrekvencidit. Az egészséges populacio
ABCAL AF értékei: R219K: 31,2%; V771M: 5,0%; 1883: 12,1%; ABCGS8
AF értékei: D19H: 4,7%; Y54C: 40,8%; T400K: 18,8%; A632V: 21,2%.
Az ABCA1 V771M esetében az ISZB csoport alacsonyabb AF értékkel
rendelkezett, mint a kontroll csoport (1,4 £ 1,3% vo. 5,0 = 2,2%; p=0,010),
ami a ritka allél vedo szerepére utal, €¢s amit az es€lyhanyados értéke is
tikkroz (OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,8]). A tobbi varians esetében hasonld
Osszefiiggést nem tudtunk kimutatni, se a teljes betegcsoportokon, se a
nemeket kiilon analizdlva. A diagnozis felallitasdnak idOpontja szerint
elkiilonitettiik a 60-1k és 50-ik ¢€letéviik alatt diagnosztizalt stroke, illetve
ISZB betegek alcsoportjait. Az alacsonyabb ¢letkorban (50 ¢év alatt)
diagnosztizalt stroke betegek esetében (n=106) az ABCA1 R219K ¢és
V771M varidnsok ritka alléljeit hordozok gyakorisdga 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% vo. 9,9 £+ 2,2%; p=0,035;
OR [95% CI]: 0,3 [0,1-0,9]). A két varians ritka alléljét hordozdk 50 éves
kor alatt feltehetden védettebbek a stroke kialakulasdval szemben. Hasonlo
eredményt a diagnozis idOpontja alapjan felallitott alcsoportokban a tobbi
varians esetében nem észleltiink. A diagndzis feléllitdsanak idépontja
szerint képzett alcsoportokat tovabb bontottuk nemek szerint, és az igy
létrehozott alcsoportokban is megvizsgaltuk a betegseg €s a genotipusok
kapcsolatat. A férfi stroke alcsoportban az 50 év alatt diagnosztizalt

betegek esetében (n=62) csokkent ABCG8 54YY genotipus gyakorisag



ertéket tapasztaltunk a férfi kontroll alcsoporthoz képest (24,2 + 5,4% vo.
41,3 £ 5,1%; p=0,038; OR [95% CI]: 0,5 [0,2-0,9]). Az 54Y allél
homozigéta formaban véddfaktor lehet a stroke kialakulasaval szemben 50
¢v alatti férfiaknal.

A vizsgalt populaciok Hardy-Weinberg egyensulyban voltak minden
polimorfizmus esetében, kivéve a stroke betegpopulaciot az R219K varians
tekintetében. Feltételeztiik, hogy az egyensulytol valo eltérés a bevalasztasi
kritériummal, vagyis a stroke érintettséggel allt Osszefliggésben. Az
ABCA1 esetében az R219K-V771M ¢és az R219K-1883M lokuszok kozott,
az ABCGS8 eset¢ben a D19H-Y54C, Y54C-T400K, T400K-A632V ¢és
D19H-A632V lokuszok kozott mutattunk ki kapcsoltsagot. A 37 6 771M
allélt hordozobdl 36 f6 a 219K allélt is hordozta. Azt, hogy a két allél
egymastol fiiggetlen védofaktor-e, vagy valamelyik allél esetében a
betegségekkel mutatott Gsszefiiggés a masik alléllal vald kapcsoltsaganak
koszonhetd-e, egyértelmiien nem tudtuk bizonyitani.

A genotipusok lipid (koleszterin, TG, LDL, HDL) szintekkel
mutatott kapcsolatdnak vizsgalata sordn a kontroll csoportban az ABCGS
Y54C variansa esetében eltérd koleszterin értékeket tapasztaltunk. Az
54YY genotipust hordozok csokkent koleszterin szinttel rendelkeztek a
tobbi genotipushoz képest (n=71; median: 4,51 mM; 25-75 percentilis:
4,19-5,43 vo6. n=120; median: 4,95 mM; 25-75 percentilis: 4,42-5,88;
p=0,009). Hasonlo 0Osszefiiggést a betegpopulaciokon, illetve a tobbi
polimorfizmus esetében nem talaltunk.

Végil, az ABCG8 T400K genotipizaldsa soran egy kontroll
szemelynél a vizsgalt varians szomszédsagaban azonositottunk egy 0j, még

nem kozolt, aminosav cserét okozo varianst: a T401S-t (c.1201A>T).



Kovetkeztetések

A hibridizécidés szondak olvadasi gorbe analizisén alapuld
genotipizalasra a PCR sordn alkalmazott primerek aranya jelentds hatast
gyakorolt. A hibridizacids szonddkkal komplementer DNS szal aranydnak
novekedéséhez vezetd primer arany hasznalata jelentds mértékben novelte
a modszer hatékonysagat €s megbizhatosagat, mig az ellenkez0 aranyban,
a szondakkal kompeticioban 1évé DNS szal ardnyanak novekedéséhez
vezetd primer ardny a moddszer értékelhetetlenségéhez vezetett.
Szimmetrikus primer arany alkalmazasa mellett, ha az amplifikacios
primerek hatékonysaga valamilyen okbol eltérd (pl. az egyik primer
szamara kedvezotlen az anellacids hOmérséklet, a reagens mindsegeben
romlas kovetkezett be, pipettazasi hiba tortént), akkor feltételezésiink
szerint eléfordulhat, hogy a kisérletiinkben modellezett, kedvezdtlen
aranynak megfeleld amplifikdcios koriilmény jon létre, ami negativ hatast
gyakorol az olvadasi gorbe értékelhetOségére. Az aszimmetrikus PCR
jelentdsége abban rejlik, hogy a fenti hibdk - bizonyos hatarokon beliil -
aszimmetrikus PCR alkalmazisaval korrigdlhatéak vagy kivédhetok.
Megitélésiink szerint, célszerli lenne, ha az optimalis primer arany
megallapitdsa minden genotipizald rendszer esetében az optimalizalasi
folyamat integrans részét képezné.

Ha az ABC transzporterek variansai (ABCA1: R219K, V771M,
I1883M; ABCGS: DI9H, Y54C, T400K, A632V) allé¢lgyakorisagat és
genotipus megoszlasat a vizsgalt beteg, illetve kontroll csoportok kozott
hasonlitottuk Ossze, a stroke betegséggel harom polimorfizmus, az ISZB-
vel egy polimorfizmus mutatott korreladciot. A V771M ritka allélje védo
faktor lehet az ISZB kialakuldsaval szemben. Az 50 €v alatti korcsoportban
egyrészt az R219K vagy a V771M ritka alléljeit hordozok, mésrészt az
ABCGS8 gén Y54C gyakoribb alléljére nézve homozigota férfiak lehetnek
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védettebbek a stroke kialakulasaval szemben. Az R219K és V771M védo
szerepét feltehetden mindkét nemben kifejti, mig az Y54C csak a feérfiak
esetében. A vizsgalt polimorfizmusok ko6ziil tobb genetikai kapcsoltsagban
allt egymassal, ezek kozil az R219K és V771M ritka variansai kozotti
kapcsoltsag emelkedett ki er0sség szempontjabol. Vizsgalati anyagunkon
nem lehetett egyértelmiien eldonteni, hogy a két emlitett varians védo
szerepét egymastdl fliggetleniil fejti-e ki, vagy a kimutatott
Osszefiiggésekben szerepe van-e a kozottiik fennalld kapcsoltsagnak. A
kontroll csoportban az ABCG8 Y54C varians kiilonb6z6 genotipusait
hordozok eltérd koleszterin értékekkel rendelkeztek, a legalacsonyabb
koleszterin szint az 54Y'Y genotipusu csoportra volt jellemzd. Az alacsony
koleszterin szint klasszikus védoéfaktor, igy feltételezziik, hogy 50 év alatti
férfiaknal az 54Y allél a koleszterin szint csokkentésén keresztiil fejti ki
protektiv hatdsat a stroke-kal szemben.

Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az altalunk
vizsgalt transzporterek R219K, V771M (ABCAI), illetve Y54C (ABCGS)
polimorfizmusai direkt modon (a fehérje funkcidjanak megvaltoztatdsa
révén), vagy esetleg indirekt moddon (funkcidvaltozassal jard
polimorfizmussal kapcsoltsdgban allva) szerepet jatszhatnak a lipid
metabolizmusban, ezaltal a vascularis betegségek, Ugy mint az
atherosclerosis, stroke vagy ISZB kialakulasaban. A fenti polimorfizmusok
védd hatdsa a betegségek kialakuldsaval szemben kis mértéki, igy
hatdsukat a kornyezeti tényezdk, vagy a nemi kiilonbségek jelentds

mértékben befolyasolhatjak.
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