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2. BEVEZETES

A metabolikus szindroma (MS) koncepcidja az 1988-ban Reaven altal leirt X-szindréma.
Szénhidratanyagcsere-zavar, emelkedett vérnyomas, szérum triglicerid- és alacsony HDL (High Density
Lipoprotein)-koleszterin-szint mellett centralis obezitas jellemzi. Ezen alkotdelemek akar kiilon-kiilon is
kardio- és cerebrovaszkularis betegségek kockézati tényezdi, de egyiittes el6fordulasuk fokozott rizikot
képvisel. A MS a fejlett ipari orszagokra jellemzd, akar a populacid egyharmadat is érintheti. Emiatt

kiilonds hangsulyt kapott a 2-es tipust diabétesz mellett a MS genetikai hatterének vizsgalata.

2000-ben tették kozzé a human genom elsd teljes szekvencidjat a Human Genom Project
keretében. Ez a I€pés nagymértékben meggyorsitotta az 1) gének azonositasat, illetve a genetikai
variansok €s muticiok szerepének és hatdsainak vizsgalatat. Emellett a technika fejlédésével nagy
populaciokat érintd, széleskorli genetikai vizsgalatok is elérhetdévé valtak, igy egyszerre tobbszazezer
polimorfizmus vizsgalhato kiilonb6zd csoportokban. Ezek tették lehetéveé az elmult évtizedben a jelentds
progressziot kiilonb6zd, nagy populaciot érintd betegségek hatterében alld genetikai varidnsok

azonositasaban.

Az egyik, a kutatasok kozéppontjaba keriilt téma a lipidparamétereket befolydsold genetikai
eltérések. A magasabb szérum trigliceridszint és az LDL (Low Density Lipoprotein)-koleszterin-szint
emelkedése kardio- és cerebrovaszkularis betegség {0 rizikotényezdi. Tanulmanyomban az egyik ilyen
triglicerid szintet befolyasold gén, az apolipoprotein AS (APOAS) variansainak szerepével foglalkozom.
A gén altal koédolt fehérje az apolipoprotein csalad legutobb felfedezett tagja. A gén egyes varidnsainak

erdteljes a lipidparaméterekre gyakorolt hatasa

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A metabolikus szindroma

Ma méar minden hatodik eurdpai felndttet fenyeget a MS-nek nevezett ,¢letmddbetegség", mely
noveli a sziv- €s érrendszeri betegségek, igy a stroke kockdzatit. A MS mar Gorogorszagot é€s
Franciaorszagot is fenyegeti, ahol a lakossag eddig viszonylag védettnek szamitott a kardiovaszkularis
megbetegedésekkel szemben, étrendjébdl ¢€s ¢€letmodjabol adoddan. A diagnodzis 6t alapeleme az
abdominalis obezitas, a magas vérnyomads, a koros HDL-koleszterin ¢és trigliceridszint, valamint a koros

¢hgyomri vércukorszint.

A szindromaval terheltek k6zott magasabb a kardiovaszkularis morbiditas és mortalitds, beleértve
a hirtelen halalt is. A megemelkedett triglicerid- és LDL-koleszterin-szint fokozza az atherosclerotikus

plakkok kialakulasat egy i1d0 utan, mely atherosclerotikus szivérrendszeri betegségek forméajaban
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(miokardidlis infarktus, stroke) manifesztalodhat.. Az inzulinrezisztencia, kovetkezményesen magas
inzulin szint és gliikoz szint egyarant fokozza az atherosclerotikus gyulladast, igy az ezzel kapcsolatos
oxidativ stresszt. A magas inzulinszint hozzajarul a vese fokozott natrium visszatartasahoz, ami magas

vérnyomashoz vezethet.

A mai elképzelések szerint a szindroma alapjat a viszceralis obezitas talajan kialakuld koros
zsirszoveti aktivitas képezi, ami hozzajarul a tobbi abnormitds, igy az inzulinrezisztencia és a
kovetkezményes hiperinzulinémia megjelenéséhez. Alacsony HDL-koleszterin-, magas trigliceridszint €s
kis denzitasi LDL-koleszterin-szint jellemzi a lipidabnormalitast. A fokozott szimpatikus aktivitas is
jelentés elem a metabolikus szindroma patogenezisében ¢€és a szovodmények kialakulasdban. Az
aktivitasnovekedésben a leptin, az inzulin, a szabad zsirsavak, a citokinek, tovabba az alvasi apnoe

jatsszék a legfObb szerepet.

Az inzulinrezisztencia legfontosabb cellularis megnyilvanuldsai: az inzulin altal stimulalt gliik6z
felvétel, illetve glikogénszintézis elégtelen volta a vazizomzatban, tovabba a m4; gliikoneogenezisének,
illetve a zsirsejtek szabad zsirsav kibocsatasdnak nem megfelel6 mértéki gatldsa. Az inzulinrezisztencia a
béta-sejtek ,talterheléséhez” vezetve, azok apoptozisan keresztiil hozzajarulhat a 2-es tipusti diabetes

mellitus kialakuldsdhoz, amikor mar relativ és késdbbiekben valos hipoinzulinémia all fenn.

3.2 A metabolikus szindroma WHO szerinti definicidja
A metabolikus szindroma diagnoézisdnak felallitdsahoz az Egészségligyi Vilagszervezet
kritériumai alapjan 2-es tipust diabétesz, karosodott gliikéz szabalyozas, emelkedett ¢hgyomri vércukor

érték vagy inzulin rezisztencia egylittese, valamint a kdvetkezd tiinetek koziil kettd jelenléte sziikséges:
1: vérnyomas: > 140/90 Hgmm.

2: diszlipidémia: trigliceridek: > 1,695 mmol / L valamint (HDL-C) < 0,9 mmol / L (férfi), < 1,0 mmol /L
(nd).

3: centralis elhizas: derék - csipd hdnyados> 0.90 (férfi),> 0,85 (nd), és / vagy testtdmeg-index> 30kg/m?2.
4: microalbuminuria: vizelet albuminiirités arany > 20 mg / min, vagy albumin / kreatinin ardny>30 mg /g.

3.3. Az apolipoprotein AV fehérje szerepe a lipid metabolizmusban

A APOAV fehérje a majban expresszalodik, molekulasulya 39 kDa, strukturdja 76%-ban o-
helikalis (nagyobb foku affinitast feltételez lipid feliiletekhez), a coiled-coil elemei két domént formalnak,
mig N-terminalis régidja nagyfoki homoldgiat mutat mas apolipoprotein doménekkel. Koncentracidja a

majban magas; HDL-hez és VLDL-hez kototten exportalddik a plazmaba, ahol a koncentracidja rendkiviil



alacsony lesz: 0,1-0,4 pg/ml. Ez 2000-szer alacsonyabb, mint az APOAI ¢s APOCIII plazmabeli
koncentracidja. A feltételezések szerint ez az alacsony plazmakoncentracié az oka, hogy a fehérjecsalad

tobbi tagjahoz képest az APOAYV fehérjét csak a kozelmultban fedezték fel.

A vizsgélt enzim a triglicerid metabolizmus szabalyozoja. A fehérjét VLDL ¢és HDL
partikulumokon talaltdk meg, ezek kozott transzportdlodik a metabolizmus sordn. Egyes vizsgalatok
alapjan az APOAYV a kilomikronok ¢és a VLDL katabolizmusat segiti eld, de a bél kilomikron €s a maj
VLDL termelését nem befolyasolja. A plazma trigliceridek hidrolizise révén hozzéjarul a triglicerid-
gazdag lipoproteinek eltdvolitdsdhoz. A pontos mechanizmus, amelyen keresztiil az APOAV a lipid
szintet csokkentheti, még nem ismert. Egyes in vitro vizsgéalatok direkt, masok indirekt kapcsolatot
feltételeznek az APOAV fehérje ¢és az LPL kozott. Egyik feltételezés szerint az APOAV a
proteoglikanokhoz kotott LPL  aktivalasaval masok szerint a lipoprotein-lipdz - heparin-szulfat-
proteoglikan (LPL-HSPG) komplex stabilizlasa révén fejti ki hatdsat. Nem kizart, hogy az APOAV mas
apolipoproteinek (APOCIII) funkcidjat modositva csokkenti a trigliceridszintet.

3.4. Az APOAS gén
A gént két egymastdl fliggetlen munkacsoport azonositotta: van der Vliet és munkatdrsai a maj
regeneralodasdban szerepet jatszd faktorok vizsgalata kozben, Pennacchio és munkatarsai pedig a lipid-

metabolizmus lehetséges szabalyozo génjeinek kutatasakor fedezték fel

Az APOAS gén 3 exonja 366 aminosavat kodol, alternativ poliadenilacid eredményeként két
transzkriptum keletkezik (1,3 és 1,9 kb hosszusagu), amelyeknek a funkcionalis vonatkozasai még nem
ismertek. Az APOAS5 gén polimorf természetli, felfedezése Ota mar 40 SNP-t azonositottak a

szekvenciajaban.

Az APOAS5 gén felfedezésekor 4 gyakori polimorfizmust azonositottak, amelyek mindegyike
emelkedett trigliceridszinttel tarsult. Azota ezek szdmtalan tanulmdny vizsgalati targyat képezték: a T-
1131C a promoter régidoban; a T1259C a 3’ nem transzlalodo régidban (UTR); a C56G a 1. exonban és az
IVS3+G476A pedig a 3. intronban talalhat6. Elhelyezkedése miatt kdzvetlen funkciondlis kdvetkezménye
csak a C56G variansnak van. A 19-es kodonban szerin - triptofdn aminosav cserét eredményez. Mas
apolipoproteinekhez hasonléan az APOAYV is rendelkezik egy N-terminalis export szigndlszekvenciaval,
amelynek segitségével a fehérje a képzddés helyérdl a keringésbe jut. Az APOAV esetében ez a
szekvencia a 1-23 aminosavakat érinti. A 19-es pozicidban bekovetkezd aminosav csere soran egy
nagyobb aminosav épiil be, igy az kdzvetlen hatassal lehet az export folyamatra, az APOAV plazmabeli

koncentracidja csokkenhet, magasabb plazma trigliceridszintet eredményezve.



4. CELKITUZESEK

A MS betegeken végzett vizsgélatainkkal a kovetkezd céljaink voltak:

1. Megfigyelésiink targyava tettik a nemzetkozi szakirodalomban mas betegségek, mint példaul a
hipertrigliceridémia, stroke €s az ischémias szivbetegség kialakulasaval 0sszefiiggésbe hozott, az APOAS

gén gyakori természetes variansainak (T-1131C, C56G, IVS3+G476A ¢s T1259C) alléleloszlasat.

2. Megvizsgaltuk az APOAS5 gén -1131C, 56G, 1VS3+476A ¢és 1259C alléljeinek a betegek és az

egészséges kontrollok triglicerid- €s koleszterinértékeire gyakorolt hatdsat.

3. Vizsgalataink tovabba az APOAS5 génben talalhatd négy varians minor alléljeinek a MS kialakulasdban

betoltott esetleges hajlamositd, kockéazati szerepének felderitésére iranyultak.

4. Ezenkivil megvizsgaltuk a variansok altal meghatdrozott haplotipusok triglicerid- ¢és

koleszterinértékeire gyakorolt hatasat €s a MS megjelenésre gyakorolt hatasukat.

5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A vizsgalatban résztvevé személyek

A vizsgalatainkba bevont 353 MS beteg ¢s 284 kontroll egyén intézetiink biobankjadban talalhat6
mintakbol kertiltek ki, amely az orszdgos biobank részét képezi (www.biobanks.hu). A vérmintak
biobankba torténd gyiijtése 2005 o6ta folyik a Pécsi Tudomanyegyetem Il.sz. Belgyogyaszati Klinika ¢€s
Nephrolégiai Centrum mellett a Zala Megyei Koérhaz II. Belgydgyaszati Osztalydn. Minden beteg
részletes klinikai vizsgalaton esett 4t, amely magaban foglalta a csaladi anamnézis felvételét, esetleges

rizikofaktorok és szovOdmények felmérését, teljes kort fizikalis és laboratoriumi vizsgalatot.

A MS diagnozisanak felallitasdthoz a WHO kritériumok alapjan a 2-es tipusu diabétesz, a
karosodott gliikoz szabalyozas, emelkedett ¢hgyomri gliikdz vagy inzulin rezisztencia egylittese, valamint

a kovetkezo tiinetek koziil kettd jelenléte sziikséges (Marchesini et al., 2004):
1: vérnyomas: > 140/90 Hgmm;

2: dyslipidaemia: trigliceridek: > 1,695 mmol/L valamint (HDL-C) < 0,9 mmol/L (férfi), < 1,0

mmol/L (nd)
3: kozponti elhizas: testtdmeg-index > 30 kg/m’

4: microalbuminuria: vizelet albumintirités arany > 20 mg/min, vagy

albumin / kreatinin arany > 30 mg/g.



A beteg egyénekhez korban €s nemben illeszkedd, egészséges személyeket véletlenszertien

valasztottuk ki a tanulmanyhoz kontrollnak.

5.2. Genetikai analizis

5.2.1. PCR reakcio
Vizsgalataink soran genomi DNS mintédkkal dolgoztunk, amelyeket EDTA-val alvadasgatolt
periférias vér fehérvérsejtjeibdl rutin kisézasos mddszerrel nyertiink ki. A mintakbol szdrmazo, vizsgalni

kivant DNS-szakaszokat sajat tervezeésti primerekkel, polimeraz lancreakcioval amplifikaltuk.

Minden vizsgalat esetében a reakcidelegyet 50 pl végtérfogatra allitottuk Ossze, melynek
Osszetétele a kovetkezd: 200 uM dNTP oldat, 1 U Taq polimerdz enzim (5 U/ul), 5 ul puffer oldat (500
mM KCl, 14 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI; pH 9,0), 0,2 mM megteleld primerpar (Metabion International
AG, Martinsried, Germany) valamint 100 ng DNS templat. A vizsgélatainkban alkalmazott primerek

szekvenciait és a PCR reakciok koriilményeit a 1. tablazat foglalja dssze.

5.2.2. RFLP modszer

A PCR reakciok termékeit restrikcids endonukledzokkal hasitottuk. A reakcidhoz minden
esetben 15 pl PCR terméket és 1 U megfeleld restrikcios endonukledzt (Fermentas Inc., Burlington, ON,
Canada), az enzim mikodéséhez sziikséges 10x puffert és steril desztillalt vizet hasznaltunk. Ezutdn a
reakcidelegyet a restrikcids enzimnek megfeleld0 homérsékleten inkubdltuk. A restrikcidos enzimek
kivalasztasanal mindig arra torekedtiink, hogy az enzimnek a felsokszorozott DNS szakaszban a
genotipustol fliggetlentiil legyen egy obligat hasitasi helye, amelynek segitségével meggydzddhetiink az
enzim megfeleld mikodésérdl. Az altalunk felhasznalt restrikcidos endonukledzokat illetve azok
felismerési €és hasitasi helyeit a 1. tdblazat mutatja. A hasitds soran keletkezett fragmenteket 3 %-os
etidium-bromiddal festett agardz gélben analizaltuk a kapott adatokat UVIdoc géldokumentacios rendszer

(Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire, UK) segitségével taroltuk.

5.3. DNS szekvencia meghatarozas és analizis
Eredményeinket DNS szekvendlassal ellendriztiik, a mintdk kozil random modon
valasztottunk. A szekvencia meghatarozast mindkét irdnybol, direkt szekvendlassal végeztiik, ABI Prism
3100 Avant tipusu automata szekvenald késziilék segitségével (Life Technologies Ltd., Foster City, CA,
USA). Az igy kapott szekvenciakat Osszevetettiik referencia-szekvencidval a Winstar genetikai program
segitségével (DNASTAR Inc., Madison, WI, USA).
7



Vizsgalt varians

APOAS
T-1131C
(rs662799)
IVS3+G476A
(rs2072560)
T1259C
(rs2266788)
C56G

(rs3135506)

1. tablazat A vizsgalt polimorfizmusok PCR-RFLP koriilményei.

Az alkalmazott primerek szekvencidja

f: 5’-CCCCAGGAACTGGAGCGACCTT-3
r: 5’>-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’
f: 5’>-CTCAAGGCTGTCTTCAG-3’

r: 5’-CCTTTGATTCTGGGGACTGG-3’

f: 5>-TCAGTCCTTGAAAGTGGCCT-3’

r: 5’-ATGTAGTGGCACAGGCTTCC-3’

f: 5>~ AGAGCTAGCACCGCTCCTTT-3’

r: 5’>-TAGTCCCTCTCCACAGCGTT-3’

f: forward primer; r: reverse primer

Annealing

hémérséklet

°C)

55

62

62

62

PCR termék
hossza (bp)

398

280

287

256

A restrikcios enzim

Neve

Trul

Mnll

BseGIl

Cfr13l1

Felismerési és

hasitési helye

5-T"TAA-3'
3-AAT T-5'
5'-CCTC(N);~-3'
3'-GGAG(N)s"-5'
5-GGATGNN"-3'
3'-CCTAC”NN-5'
5'-G"GNCC-3'

3'-CCNG"G-5'



5.4. Az adatok statisztikai feldolgozasa

A klinikai adatokat minden esetben atlag = SEM értékként tiintettiik fel, a valtozok eloszlasat
Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. A normal eloszlast koveté mintakra Gigynevezett paraméteres
probékat; nem normal eloszlast kovetd valtozok esetén nem paraméteres probakat alkalmaztunk. Az egyes
csoportok értékei kozotti kiilonbség meglétét vagy hianyat Kruskal-Wallis-teszttel allapitottuk meg. A
csoportok klinikai és laboratoriumi paraméterei kozotti kiilonbségek paronkénti 6sszehasonlitasara normal
eloszlast, diszkrét valtozokra x* tesztet alkalmaztunk. Normal eloszlast, folytonos valtozok esetében a két
csoport paramétereit Student-féle paros t-teszttel vizsgaltuk. Nem normal eloszlast valtozok elemzését
pedig Mann-Whitney teszttel végeztilk. A szignifikancia hatarértékét (p) minden esetben 0,05-nél
allapitottuk meg.

A korrelacio elemzéséhez és az esélyhdnyadosok megadédsahoz logisztikus regressziés modellt
hasznaltunk. A konfidencia intervallum minden esetben 95%-o0s volt. A statisztikai analiziseket MS Excel
valamint SPSS 11.5 programok segitségével végeztiik (SPSS Inc, Chicago, IL; USA). A haplotipusok
meghatarozdsdhoz a HAPSTAT 3.0 (University of North Carolina, Chabell Hill, NC, USA) szoftvert

hasznaltuk.

6. EREDMENYEK

6.1. Az APOAS gén variansainak vizsgalata
2. tablazat A4 vizsgalt MS betegek és kontrollok fobb klinikai paraméterei

Kontrollok MS betegek
n=284 n=343
nem (férfi/nd) 124/160 158/185
Kor (év) 58,8+15,2 60,5+10,8
BMI (kg/m’) 24,142,00 33,145,23*
Szérum triglicerid (mmol/l) 1,40+0,37 2,32+1,38*
Szérum 6sszkoleszterin (mmol/1) 5,39+1,00 5,35+1,08

"p<0,001



A vizsgalt MS betegek ¢és a kontrollcsoport klinikai és laboratoriumi paramétereit a 2. tablazat
mutatja be. A betegcsoport szérum triglicerid és BMI eredményei szignifikdnsan magasabbak voltak, mint

a kontrollcsoportban (p <0,001).

A 3. tablazat mutatja a beteg- ¢és kontrollcsoport triglicerid, koleszterin és BMI profiljat a
genotipusok megoszlasaban. Mind a beteg-, mind a kontrollcsoportban a C56G varians kivételével minden
varians esetében szignifikdnsan emelkedett trigliceridszintet taldltunk a minor allélt hordozd egyének
alcsoportjaban azokhoz képest, akik nem hordoztdk a varidnsokat. A tobbi vizsgalt klinikai paraméter
(0sszkoleszterin, HDL-C, BMI) nem mutatott hasonld 0Osszefiiggést. A vizsgalat sordn a logisztikus
regresszios analizis segitségével kapott esélyhanyadosokat (odds ratio, OR) a 4. tdblazatban tiintettiik fel.
Az OR értékeket minden esetben a csoportok kozott fennalld - kor, nem, BMI, szérum 6sszkoleszterin
szint, magas vérnyomads, ischémias szivbetegség, és stroke kiilonbségekkel korrigaltuk. A téblazatbol
kitlinik, hogy az APOAS5 gén vizsgalt variansai koziil a -1131C ¢és az [VS3+476A4 allél hordozasa

hajlamosit a MS kialakuldséra.

6.2. Az APOAS gén haplotipusainak vizsgalata
Az 5. téblazat tartalmazza az altalunk vizsgalt populdcioban talalt haplotipusokat és az ezeket

meghataroz6 genotipusokat.
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3. tablazat A szérum triglicerid, osszkoleszterin, HDL-C szint és BMI az egyes genotipusokban.

T-1131C 1VS3+G476A4 T1259C C56G
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CcC CG+GG
n=282 n=61 n=285 n=58 n=284 n=59 n=300 n=43
BMI
33,245,16 32,6+5,38 | 33,2+5,15 32,745,411 | 33,2+5,16 32,6+5,41 | 33,2+5,20 33,0+5,22

S | (kgm?)
o
q%’ Szérum triglicerid (mmol/1) 2,33+£1,28 2,90+1,55* | 2,39+1,28 2,90+1,55* | 2,34+1,29 2,89+1,54* | 2,42+1,38 2,48+1,48
o
~ Szérum Osszkoleszterin (mmol/1) | 5,30+1,06 5,51£1,11 | 5,3841,06 5,46+1,10 | 5,31+1,08 5,47+1,06 | 5,34£1,05 5,31+£1,16

HDL-C

1,24+0,03 1,22+0,04 | 1,24+0,05 1,23+0,03 | 1,25+0,02 1,23+0,03 | 1,23+0,06 1,24+0,02
(mmol/1)
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CcC CG+GG
n=256 n=28 n=262 n=22 n=251 n=33 n=257 n=27

7 | BMI
=1 24,1+2,05 24,1+1,50 | 24,1+2,05 24,1+1,28 | 24,1+2,08 24,2+1,25 | 24,1+2,03 24,2+1,68
S | (kg/m’)
3
~ | Szérum triglicerid (mmol/1) 1,38+0,34 1,66+0,54* | 1,38+0,34 1,70+0,53* | 1,38+0,35 1,63+0,48* | 1,41+0,38 1,32+0,33

Szérum 0sszkoleszterin (mmol/1) | 5,42+1,00 5,181,006 | 5,42+0,99 5,10+1,07 | 5,41+0,98 5,30+1,17 | 5,39£1,02 5,40+0,81

*p <0,05 a normal genotipushoz képest
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4. tablazat Az egyes genotipusok logisztikus regresszios vizsgalata a MS kialakulasaban.

OR Korriglt OR* P
SNP MS betegek Kontrollok
(95% CI) (95% CI)
1,856 3,622
T-1131C 17,8% 9,85% (0,995-2,981)  (1,200-10,963)
p=0,004* p=0,002*
2,780 2,461
IVS3+G476A 16,9% 7,75% (1,567-5,292)  (1,297-5,066)
p=0,001* p=0,007*
1,856 1,971
T1259C 17.2% 11,6 % (0,598-2,941)  (0,912-2,764)
p=0,823 p=0,915
1,122 1,162
C56G 12,5% 9,5% (0,659-1,911)  (0,645-2,092)
p=0,672 p=0,617

<0,05; #Korra, nemre, BMI-re, szérum 0sszkoleszterinre, ischémias szivbetegségre, stroke-

ra fennall6 kiilonbségekre korrigalva

5. tablazat Az APOAS5 gén haplotipusai.

Haplotipus 1-1131C 1VS3 G+4764 T1259C C56G
APOAS5*1 T G T C
APOA5*2 C A C C
APOA5*3 T G T G
APOA5*4 C G T C
APOA5*5 T G C C

A 6. tablazat mutatja a beteg €és kontrollcsoport triglicerid, koleszterin és BMI profiljat a haplotipusok
megoszlasdban. Mind a beteg-, mind a kontrollcsoportban szignifikdnsan emelkedett trigliceridszintet
talaltunk az APOAS5*2 alcsoportjaban az APOAS5*1 haplotipust hordozokhoz képest. A tobbi vizsgalt

klinikai paraméter (6sszkoleszterin, HDL-C, BMI) nem mutatott hasonld 6sszefliggést.
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6. tablazat A szérum triglicerid, osszkoleszterin, HDL-C szint és BMI haplotipusonként.

APOAS*1/  APOA5*1/2 APOA5*1/3-  APOA5*1/4-  APOA5*1/5-

Haplotipus ] 20 33 /4 5/5 Egyéb
73.1% 13,1% 9,50% 1,40% 1,00% 1,90%
BMI
3324525 3344585  33,5+4.40 31,6537 30,542,33  27,242,07
(kg/m’)
5 Szérum triglicerid 2294129 2,95+1,63*  2,57+1,43 2.84+1,51 2,68£1,50  2,43+1,87
o (mmol/l)
a
el
% Szérum
=~ bsszkoleszterin 520+1,00  537+1,10  5,33+1,09 6,02+0,90 550£1,36  5,34+0,87
(mmol/l)
HDL-C
124+0,03  1.23+0,04  1,24+0,02 1,26+0,11 1,29+15 1,22+0,09
(mmol/l)
76,5% 4,90% 8,40% 3,50% 5,30% 1,40%
BMI
i 24,142,13 23,9129  24.3+1,69 24,142,02 2424135  24,7+0,43
7 (kg/m”)
S Szérum triglicerid
g g 1,38£0,35 1,7740,61*  1,32+0,33 1,46+0,49 1,39+0,25  1,45+0,21
= (mmol/l)
Szérum
bsszkoleszterin 541£1,00  5,16£1,07 5424085 534+1,17 551+1,19  4,85+0,90
(mmol/l)

*p <0,05 az APOA*1 haplotipussal 6sszehasonlitva

A haplotipusok logisztikus regresszios analizisével kapott esélyhanyadosokat a 7.
tablazatban demonstraljuk. Az OR értékeket minden esetben a csoportok kdzott fenndlld - kor, nem, BMI,
szérum Osszkoleszterin szint, magas vérnyomas, ischémids szivbetegség, €s stroke - kiilonbségekkel
korrigaltuk. A tablazatbol kitlinik, hogy az APOAS5 gén vizsgélt haplotipusai koziil Az APOAS*2
hordozésa hajlamositd, viszont az APOAS5*5 haplotipusa védé hatasu a MS kialakuldsara a normal

APOAS5*1 haplotipussal 6sszehasonlitva.
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7. tablazat Az egyes haplotipusok logisztikus regresszios vizsgalata a MS kialakulasaban.

OR Korrigalt OR”
Haplotipus MS betegek Kontrollok
(95% CI) (95% CI)
0,837 0,878
APOAS5*1/1 73,1% 76,5% (0,590-1,187)  (0,594-1,299)
p=0,318 p=0,515
2,880 2,561
APOAS5*1/2-2/2 13,1% 4,90% (1,567-5,292)  (1,295-5,066)
p=0,001* p=0,007*
1,122 1,162
APOAS5*1/3-3/3 9,50% 8,40% (0,659-1,911)  (0,645-2,092)
p=0,672 p=0,617
0,401 0,539
APOAS5*1/4-4/4 1,40% 3,50% (0,114-1,117)  (0,183-1,591)
p=0,081 p=0,263
0,174 0,182
APOAS5*1/5-5/5 1,00% 5,30% (0,057-0,531)  (0,058-0,565)
p=0,002* p=0,003*
0,374 1,388
Egyéb 1,90% 1,40% (0,410-4,606)  (0,395-4,876)

p=0,607

p=0,609

*p <0,05; #Korra, nemre, BMI-re, szérum 0Osszkoleszterinre, ischémias szivbetegségre, stroke-ra

fennallo kiilonbségekre korrigalva.

7. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

7.1. Az APOAS gén promoter régiojaban talalhaté T-1131C varians szerepe

érinté T-1131C tranzici6. Ezt a varidnst az egészséges eurdpai populacié 6%-aban talaltak meg. Az dzsiai

populaciok koziil a japan populdcioban 35%-os, a kinai populacioban 29%-os, az indiai populaciéban
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pedig 20%-o0s gyakorisagot mutatott. Tanulményunkban a varidns vizsgalata soran az eddig europai
populaciora leirtakndl enyhén magasabb 9,89%-os allélfrekvenciat taldltunk a vizsgalt magyar
kontrollcsoportban. A plazma lipidszintek fontos determinalo faktorai a kardio- és cerebrovaszkularis
betegségekre vald hajlamositasnak. A trigliceridszint 1 mmol/l-es emelkedése férfiakban 14%-kal, ndkben

37%-kal emeli a kockdzatot koronaria-betegség kialakulasara.

Az APOAS T-1131C variansat - felfedezése ota - kiilonbozé populacidkban, szamos
betegségcsoportban vizsgaltak. Familiaris hiperlipidémiaban és hipertrigliceridémiaban szenvedd kinai,
cseh, ir és magyar populacidkbol szarmazo betegekben egyértelmii hajlamositod tényezdként azonositottak
az adott betegség kialakulasara. Egy nemzetk6zi kooperacido (Framingham Heart Study) kritériumai
szerint kardiovaszkularis betegségben szenvedd egyéneken elvégzett genotipizalas és statisztikai vizsgalat
a -1131C mutans allé]l hordozasat a betegség kockazati tényezdjeként definialja, ugyanakkor korondria
betegségben betoltott szerepe még vitatott. Magyar és kinai betegcsoportban a mutans allél hordozéasa

emelkedett rizikot jelentett miokardialis infarktus kialakulasaban.

Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a mutans C allé¢l hordozasa szignifikansan emelkedett
trigliceridszintet eredményez minden vizsgalt csoportban. A —1131C allél trigliceridemeld hatasat szamos
kutatocsoport vizsgalta mind felndttekben, mind gyermekekben. Eredményeik a trigliceridszint
tekintetében egységesek ¢és eredményeinkkel megegyeznek: a mutans allél a vizsgalt populacidktol

fiiggetleniil 6sszefiiggést mutat emelkedett trigliceridszinttel.

Vu-Dac és munkatarsai bioinformatikai médszerekkel sok mas szabalyoz6 szekvencia kozott
egy peroxiszéma proliferator reszponziv elemet (PPRE) azonositottak ebben a promoter régidban (-272, -
260), amely az APOAS5 gén expressziojanak szabalyozasdhoz sziikséges. A —1131C allél a feltételezések
értelmében megvaltoztathatja az affinitast illetve a kotddést ehhez vagy mas hasonld szabalyozo

régiokhoz, csokkentve ezzel az APOAS gén expresszidjat, igy emelve a trigliceridszintet.

Valoszintileg a T-1131C mas génen beliili funkcionalis varidnsokkal erds kapcsoltsdgban van,
igy ezen a kapcsolaton keresztiil fejtheti ki hatasat a trigliceridszintre. Ilyen kapcsolatot az APOAS5 T-
1131C ¢és A-3G variansok kozott talaltak. Ez az eltérés a start kodontol 3 bp tavolsdgra van 5° irdnyban.
Ez a baziscsere az APOA5 mRNS transzlacio csokkenését, igy alacsonyabb plazma APOAV szintet, €s

ezaltal emelkedett trigliceridszintet von maga utan.

A T-1131C nemcsak az APOAS5 gén variansaival allhat erds kapcsoltsagban, hanem az
apolipoprotein génklaszter - 4POAS5 génhez kozel lokalizdlodd - tobbi tagjanak variansaival is. Erds
kapcsoltsagot mutattak ki az altalunk vizsgalt varians €s az APOC3 gén C-482T vagy C—455T varidnsai

crcr
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APOC3 inzulin altal torténd szabalyozasanak kulcseleme. A gén promoter régidjaban bekovetkezett
mutacidk ezt a fontos szabalyozo régiét megvaltoztatjak, ennek kovetkeztében megsziinik az inzulin
APOC3-ra kifejtett represszidja, igy emelkedik az APOCIII szintje, ami a trigliceridszint sziikségszer(i

emelkedésével.

7.2. Az APOAS gén intronikus régidjaban talalhato IVS3+G476A varians szerepe

Az APOAS5 gén intronikus régidjat érintd variansokrol az elézdekben targyalt varidnshoz
viszonyitva csekély ismeretanyaggal rendelkeziink. Az altalunk végzett vizsgalatokbol és mas eurdpai
populacidkon végzett tanulmanyokbol is vildgosan latszik, hogy ez az SNP emeli a trigliceridszintet. Egy
vizsgalt costa ricai populacidban azonban nem taldltak triglicerid-emelkedést a minor allélt hordozé
egyénekben. A mechanizmus, amelyen keresztiil befolyasoljak a trigliceridszintet, még ismeretlen; a
feltételezések szerint mds variansokkal valdo szoros kapcsoltsag jatszhat ebben szerepet. Europai
populacidkban teljes kapcsoltsagot allapitottak meg az APOAS5 varidnsai kozott. A costa ricai
populacidban a kapcsoltsag csak részleges volt, ami magyarazatot szolgaltathat arra, miért nem talaltak

Osszefliggést a mutans allélok és emelkedett trigliceridszint kozott.

7.3. Az APOAS gén 3’ UTR régiojaban talalhato T1259C varians szerepe

T1259C varians trigliceridszint-emeld hatasa ellenére a mutans C allél hordozéasat nem talaltuk
hajlamositd tényezOnek a MS kialakulasara. Ezzel ellentétben az IVS3+G476A eltéréssel 3-4-szeresére
emelheti MS kialakuldsanak esélyét. A legfobb hatisat a vele kapcsoltan eldforduld variansok 4altal
eldidézett funkciovaltozasban fejezi ki. Ezt tamasztja ald, hogy az APOAS*5 haplotipus esetén, mikor a

1259C allél csak 6nmagaban talalhat6, nem emeli a trigliceridszintet, s6t véd a MS kialakulasa ellen.

7.4. Az APOAS gén 1. exonjaban talalhaté C56G varians szerepe

A vizsgalt SNP a gén harmadik exonjdnak 56-os nukleotid pozicidjaban taldlhaté C/G
tranzici6. A baziscsere a 19-es aminosavat, a szerint érinti, helyette a mutdns allél egy triptofan
aminosavat kodol. Az 56G allél populacionként eltérd eléfordulast mutat. A kinai €s japan populacidkban
rendkiviil alacsony ardnyban fordul el (<0,1%), az indiai populacido 3%-dban talalhaté meg, afro-
amerikai ¢és francia populdciokban 4,8%, spanyol populacioban ~15% az el6fordulasi aranya.
Vizsgalatainkban tobb vizsgalt eurdpai populacional (spanyol, francia, német, osztrak), 9,5%-0s a mutans

allélt hordozok ardnya a kontrollcsoportban.

Talmud és munkatdrsai a trigliceridszint 8-16%-o0s emelkedését tapasztaltdk egy kaukazusi
populacidban az 56G allél jelenlétekor (Talmud et al., 2005). Toérok populdcioban pedig 18-26%-0s volt
az emelkedés mértéke a mutdns allél hatdsara (Hodoglugil et al, 2006). A populaciovizsgéalatok

eredményei alapjan hordozdsa miokardidlis infarktus, koronaria betegség, metabolikus szindroma
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kialakulasara jelent magasabb kockazatot. Talmud és munkatarsai a mutdns allél jelenlétében gyorsabb
atherogenezist mutattak ki. A mutans allélt homo-, vagy heterozigota formaban hordozok korében sem
talaltunk emelkedett triglicerid atlagértékeket illetve a varidns hordozdsa nem ndvelte a MS

kialakulasanak esélyét.

A varians lipidparaméterekre gyakorolt hatisa és a mechanizmus, amelyen keresztiil
trigliceridszint-emelkedést képes kivaltani, szdmos tanulmany kézéppontjaba keriilt. A vizsgalatok alapjan
az APOAS variansok koziil a C56G az egyetlen ,,funkciondlis” varidns, amely nem mas SNP-kel val6
kapcsolatan keresztiil fejti ki hatasat, hanem direkt modon emeli a trigliceridszintet. A varians hatdsara
ugyanis a hidrofil szerin aminosav helyett hidrofob triptofan épiil be az APOAV szignalfehérje hidrofil
doménjében, amely drasztikusan befolyasolhatja a fehérje endoplazmatikus retikulumon at torténd
transzlokacidjat. Ennek kovetkeztében csokken a szekretalt APOAV fehérje mennyisége, és igy

trigliceridszint-emelkedés detektalhato.

Természetesen az sem zarhato ki, hogy a C56G varidns esetleg mas polimorfizmusokkal
egylitt, egymas hatdsat felerdsitve jatszik szerepet betegségek kialakulasdban. Schaefer és munkatarsai
170 hipertrigliceridémids beteg vizsgalata sordn a betegek APOE ¢s APOAS5 C56G genotipusat hataroztak
meg. Az APOE 2/2 genotipussal rendelkezd betegek majdnem mindannyian hordoztak az 56G allélt is.
Normal lipidparaméterekkel rendelkezd egyénekben azonban ezek egyiittesen nem voltak kimutathatok.
Hipotézisiik szerint, a C56G kofaktorként miikddve vezet hypertrigliceridemia kialakulasdhoz. Ezt a

hatasmechanizmust valoszintisitik a vizsgélati eredményeink is

7.5. Az APOAS gén leggyakoribb haplotipusainak lehetséges szerepe

Pennacchio és munkatarsai az APOAS gén természetes variansainak tanulmanyozéasa soran erds
kapcsoltsagot igazoltak a leggyakoribb varidnsok kozott, amelyek igy harom 6 haplotipust determinalnak.
A két haplotipus (APOAS5*2 ¢s*3) a vad tipusi (APOAS5*1) haplotipussal egyiitt a populdcid6 ~98%-at
lefedi. Vizsgalatainkban hasonld adatokat kaptunk, kivéve hogy a kontrollcsoportban magas aranyban
talalhato az APOAS5*5 haplotipus.

Az APOAS5*2 haplotipus egyértelmii rizikdtényezd hipertrigliceridémia, kiilonb6z6 kardio-,
cerebrovaszkularis megbetegedések kialakuldsdban. Az APOAS5*2 haplotipus roman, osztrdk €s német
felndtt populaciok mellett magyar gyermekeknél is egyértelmiien hajlamosit a MS kialakuldsara. Az
APOAS5*3 haplotipus tobb tanulmdnyban kockazati faktora a MS-nek, de tanulmanyunk illetve egy

magyar gyermek populacion végzett kutatds sem igazolta ezt.

A haplotipusok analizise alapjan feltételezhetd, hogy a C56G varians kivételével a vizsgalt

variansok nem dnmagukban, hanem az APOC3 gén valtozataival kapcsoltan fejthetik ki hatasukat. Ha a -
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1131C varians 6nmagaban fordul eld (APOA*4), nem emeli a szérum triglicerid szintjét, illetve nincs
hatdsa a MS megjelenésére. SOt a 1259C egyediili eléfordulasa véd a betegség kialakuldsa ellen. Tobb
tanulmany, ami az APOA1/C3/4A4 génklaszterrel foglalkozik, ahova az APOAS5 is tartozik, csak az
APOAS5*2 haplotipus esetén mutatott ki nagyfoku kapcsoltsagot az APOC3 prométer régiojaban taldlhato
polimorfizmusokkal, amelyek egyértelmiien befolyasoljak a szérum triglicerid szintet és a gliikoz

metabolizmust (Li et al., 2004; Olivieri et al., 2003b).

8. OSSZEFOGLALAS
Tanulmanyunkban a kdvetkezé megtigyeléseket tettiik:

1. Az APOAS5 variansainak lipidparaméterekre gyakorolt hatasait vizsgalva elmondhatd, hogy a —1131C,
eredményezte a MS betegekben €s a kontrollcsoportban is. A C56G varians egyik csoportban sem

mutatott 6sszefliggést a szérum triglicerid szintekkel.

2. A koleszterin értékeket vizsgdlva sem a betegek, sem a kontrollok korében a varidnsok nem

befolyasoltak az dsszkoleszterin szintet.

3. Az allélok eloszlasat vizsgalva a T-1131C, IVS3+G476A varidnsok esetében a mutans allél
szignifikans akkumuléciojat talaltuk metabolikus szindromas betegcsoportban a kontroll egyénekhez

viszonyitva.

4. A TI1259C varians esetében azonban nem tudtunk kimutatni kiilonbséget egyik allél eléforduldsaban
sem a beteg-, sem a kontrollcsoportokban, annak ellenére, hogy a vizsgalataink soran a 1259C

allélvarians hordozasanak hatasara szignifikans trigliceridszint-emelkedést tapasztaltunk.

5. A vizsgdlt varidnsok 5 gyakoribb haplotipust hatiroznak meg, az APOAS*5 haplotipust mas

populacidkban eddig még nem irtak le.

6. A haplotipusok koziil csak az APOAS*2 eredményezte a trigliceridek statisztikailag szignifikdnsan

crcr

7. A koleszterin értékeket vizsgalva sem a betegek, sem a kontrollok korében nem tapasztaltunk

szignifikans eltérést egyik APOAS haplotipus hordozasanak hatdsara sem.

8. A haplotipusok eloszlasat vizsgidlva az APOAS5*2 haplotipus akkumulaciojat talaltuk metabolikus
szindromas betegcsoportban a kontroll egyénekhez viszonyitva. Az APOAS*5 protektiv hatastinak

bizonyult a MS kialakulasaban.
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2. INTRODUCTION

The conception of metabolic syndrome (MS) is the X-syndrome described by Reaven in 1988.
That is a carbohydrate metabolic disorder characterized by elevated blood pressure, serum triglycerides,
low HDL (High Density Lipoprotein)-cholesterol level beside central obesity. Each of these components
separately are risk factors of cardio- and cerebrovascular diseases, simultaneous occurrence represents
increased risk. MS is typical of the industrial countries, can concern one third of the population. Thus,

researching the genetic background of MS has a high relevance beside diabetes type II.

The first complete human genome sequence was published in 2000 within the scope of the
Human Genome Project. This step highly accelerated the identification of new genes, such as researching
the role of genetic variants and mutations. Besides, technological development created the accessibility of
population-wide genetic analyses, therefore hundred thousands of polymorphisms can be analyzed in
different groups simultaneously. These made possible the last decade’s expressive progression in the

identification of genetic variants responsible for diseases involving large populations.

A topic in the focus of research is the genetic alterations influencing lipid parameters.
Elevation of serum triglycerides and LDL (Low Density Lipoprotein)-cholesterol levels are main risk
factors of cardio- and cerebrovascular diseases. Present work deals with the role of the variants of the
apolipoprotein A5 gene (APOAS), one of the genes affecting triglycerides levels. The protein encoded by
the gene is the recently described member of the apolipoprotein family. The variants of the gene have

strong effect ont he lipid parameters.

3. OVERVIEW OF THE LITERATURE

3.1. Metabolic syndrome

Today every sixth European adult is threatened by the lifestyle disease called MS, which enhances
the risk of cardiovascular diseases, such as stroke. MS already threatens Greece and France, where the
population was defended against cardiovascular diseases so far, derived from its diet and lifestyle.
Essential components of the diagnosis are abdominal obesity, hypertonia, abnormal HDL-cholesterol and

triglyceride levels, and morbid fasting glucose level.

People affected by the syndrome have higher cardiovascular morbidity and mortality, including
sudden death. Elevated triglyceride- and LDL-cholesterol-level after some time enhances the risk of
atherosclerotic plaque formation, which can manifest as atherosclerotic cardiovascular diseases
(myocardial infarction, stroke). Insulin resistance and consecutive high insulin and glucose level both
enhance the atherosclerotic inflammation and the related oxidative stress. High insulin level contribute

enhanced renal sodium retain, which can lead to elevated blood pressure.



According to present theories, the base of the syndrome is the abnormal fatty tissue activity formed
on the ground of visceral obesity, which participates in the occurrence of the other abnormities, such as
insulin resistance and consecutive hyperinsulinaemia. Low HDL-chlesterol-, high triglyceride level and
low density LDL-cholesterol level features the lipid abnormality. Enhanced sympatic activity is also
important element in the metabolic syndrome pathogenesis as well as in the formation of complications.
Leptin, insulin, free fatty acids, cytokines, and sleep apnoe play cardinal role in the increase of the

activity.

Most important cellular manifestations of insulin resistance: insulin-stimulated glucose uptake and
glycogen synthesis deficiency in striated muscle, and inappropriate inhibition of hepatic gluconeogenesis
and adipocytes’ free fatty acid emission. Insulin resistance, leading to the ‘overload’ of beta-cells, causing
apoptosis, can contribute to type II diabetes mellitus formation, when yet relative and later real

hypoinsulinaemia exists.

3.2. Definition of MS by WHO

The World Health Organization criteria (1999) require presence of one of:
Diabetes mellitus,

Impaired glucose tolerance,

Impaired fasting glucose or

Insulin resistance;

AND two of the following:

1: blood pressure: > 140/90 mmHg.

2: dyslipidaemia: triglycerides: > 1.695 mmol/L and (HDL-C) < 0.9 mmol/L (male), < 1.0 mmol/L
(female).

3: central obesity: waist - hip ratio: > 0.90 (male), > 0.85 (female), and / or BMI > 30 kg/m’.
4: microalbuminuria: urine albumin void ratio: > 20 mg/min, or albumin / creatinin ratio > 30 mg/g.

3.3. Role of apolipoprotein AV protein in lipid metabolism

APOAYV protein is expressed in the liver. It is a 39 kDa molecular weight protein with 76% o-
helical structure (presuming higher affinity to lipid surfaces), the elements of the coiled-coil form two
domains, while its N-terminal region shows strong homology to other apolipoprotein domains. The protein
has high concentration in the liver; exported HDL- and VLDL-bound to the plasma, where its

concentration is extremely low: 0.1-0.4 pg/ml. This value 1s 2000 times lower than plasma concentration



of APOAI or APOCIII. Presumably, this low plasma concentration is the reason why APOAYV protein was

discovered only in the recent past, compared to other members of the protein family.

The studied enzyme is a regulator of triglyceride metabolism. The protein has been identified in
VLDL and HDL particles, in between which it is transported during metabolism. According to some
studies APOAYV facilitates the catabolism of chilomicron and VLDL, but it does not affect the VLDL
production of the intestine and the liver. It contributes to the displacement of triglyceride-rich lipoproteins
through hydrolysis of the plasma triglycerides. The exact mechanism, through which APOAV can
decrease the lipid level, is not known. Some in vitro analyses assume direct, others suppose indirect
connection between APOAV protein and LPL. One of the suppositions suggests that APOAV exerts its
activity through activating proteoglycane-connected LPL. Others presume it stabilizes the lipoprotein-
lipase - heparan-sulphate-proteoglycane (LPL-HSPG) complex. It’s not excluded that APOAV reduces
triglyceride level by modifying other apolipoproteines (APOCIII) function.

3.4. The APOAS gene
The gene was identified by two independent groups: van der Vliet and colleagues while examining
the factors playing role in the liver regeneration, and Pennacchio and colleagues during researching the

possible regulating genes of lipid-metabolism.

The 3 exons of APOAS gene encode 366 amino acids, alternative poliadenilation results in two
transcripts (1.3 and 1.9 kb long) with yet unknown functional relations. APOAS5 gene is polimorf

charactered, since its discovery 40 SNPs have been identified in its sequence.

At the time of APOAS5 gene discovery 4 frequent polymorphisms have been identified, all
associated to elevated triglyceride level. Since these have been objects of several studies: T-1131C in the
promoter region; T1259C in the 3’ untranslated region (UTR); C56G in the 1. exon and IVS3+G476A in
the 3. intron. Only the C56G variant could have functional relevance due to its position — it results in a
serine-to-tryptophan change of at codon 19. Similarly to other polypeptides, APOAV is known to contain
N-terminal export signal sequences, aiding the transport from the site of production to circulation. In the
case of APOAYV, this sequence refers to amino acids 1-23. During the amino acid change at position 19
there is a bulky amino acid built in, thus it can directly affect the export, the APOAV plasma

concentration can decrease, elevating plasma triglyceride level.



4. AIMS OF THE STUDY

Our research on MS patients had the following aims:

1. We searched the international literature for the allele distribution of the APOAS5 gene’s frequent natural
variants (T-1131C, C56G, IVS3+G476A and T1259C) connected with the formation of other diseases like

hypertriglyceridaemia, stroke and ischemic heart disease.

2. We studied the influence of alleles of 4POAS5 gene (-1131C, 56G, IVS3+476A and 1259C) on the

triglyceride- and cholesterol values of the patients and control subjects.

3. Our studies also oriented to analyze the minor alleles of the four variants in the APOA5 gene to explore

those possible predisposing role in the formation of MS.

4. Besides, we examined the effects of the haplotypes defined by the variants on the triglyceride- and

cholesterol values, such as their role in MS occurrence.

5. MATERIALS AND METHODS

5.1. Human subjects
The DNA samples were from the central Biobank of the University of Pecs, that is part of the National
Biobank Network of Hungary (www.biobank.hu), a participant of the pan-European Biobanking and
Biomolecular Resources Research Infrastructure (BBMRI) preparatory phase (http://bbmri.eu/bbmri/).
The governance, maintenance and management principles of the biobank had been approved by the
national Research Ethics Committee, Budapest (ETT TUKEB).
A total of 343 MS patients (158 males and 185 females, mean age: 60.5 + 10.08 years, range: 23-74 years)
were selected according to the criteria of the modified Adult Treatment Panel III of National Cholesterol
Education Program. This requires the simultaneous presence of at least 3 of the following factors at the
time of the diagnosis: body mass index (BMI) > 25 kg/m2, serum triglycerides > 1.70 mmol/l; serum
HDL-cholesterol < 0.9/1.1 mmol/l (male/female); systolic blood pressure > 130 mmHg and diastolic blood
pressure > 85 mmHg with fasting plasma glucose levels of > 5.60 mmol/l [22,23]. A total of 284 healthy
subjects (124 males and 160 females, mean age: 58.8 = 15.2 years, range: 44-80 years) without known
disease served as controls, they were free from any clinical or laboratory sign of MS; their history was
also free from any systemic, metabolic or organ-specific disease. Controls, such as patients of
traumatology units, blood donors, and medical students, were recruited from the same geographic area as
the MS patients.
5.2. Applied methods
5.2.1. Polymerase chain reaction (PCR)

The genomic DNA was obtained from peripheral blood leucocytes using a standard salting out
method. The examined parts of the available DNAs were amplified with polymerase chain reactions. The

GenBank reference sequence signed by AY422949 accession number was applied for the study design.



The amplifications in all molecular analyses were carried out in a final volume of 50 pl containing 200
uM of each dNTP, 0.2 mM of each primer, 5 pl of reaction buffer (containing 500 mM KCI, 10 mM Tris-
HCIl, 14 mmol/L MgCl,, pH 9.0), 1U of Taq polymerase (10 U/ul) and 1 pg extracted DNA as template.
The sequences of oligonucleotide primers applied and circumstances of PCR reactions were reviewed in
Table 1.

5.2.2. Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

For RFLP assays 10-15 pl of PCR products were digested with 1U of appropriate restriction endonuclease
with 10x enzyme buffer incubating on the appropriate temperature. The primers were designed to create
obligatory cleavage sites of the proper restriction enzymes in the amplicons independently of the genotype
to electrophoresed through an ethidium-bromide-stained 3% agarose gel and were analysed with UVIdoc

geldocumentation system.



Table 2.

PCR-RFLP assays for polymorphisms investigated in the study

Restriction endonuclease

Length of Length of received fragment
Polymorphism Oligonucleotide primers amplicons
(bp) Name Recognition sequence according to genotypes (bp)
APOAS
homozygous normal (TT): 22, 109, 267
T-1131C f: 5’-CCCCAGGAACTGGAGCGACCTT-3’ 5'-T"TAA-3'
398 Msel heterozygous (TC): 22,109, 267, 289
(rs662799) 1. 5>-TTCAAGCAGAGGGAAGCCTGTA-3’ 3-AATAT-5
homozygous mutant (CC): 109, 289
homozygous normal (TT): 122, 165
T1259C £ 5°-TCAGTCCTTGAAAGTGGCCT-3’ 5'-GGATGNNA-3'
287 BseGI heterozygous (TC): 35, 87, 122, 165
(rs2266788) r1:5’-ATGTAGTGGCACAGGCTTCC-3’ 3'-CCTAC"NN-5'
homozygous mutant (CC): 35, 87, 165
homozygous normal (CC): 79, 177
C56G £ 5>-AGAGCTAGCACCGCTCCTTT-3’ 5'-G"GNCC-3'
256 Cfr13l heterozygous (CG): 26,79, 151, 177
(rs3135506) r1:5-TAGTCCCTCTCCACAGCGTT-3’ 3'-CCNG"G-5'
homozygous mutant (GG): 26, 79, 151
homozygous normal (GG): 25, 114, 141
IVS3+G476A f: 5’-CTCAAGGCTGTCTTCAG-3’ 5'-CCTC(N)"-3'
280 Mnll heterozygous (GA): 25,41, 73, 114, 141
(rs2072560) r1:5’-CCTTTGATTCTGGGGACTGG-3’ 3'-GGAG(N)-5'

homozygous mutant (AA): 25, 41, 73, 141




5.3. Bidirectional DNA sequencing and analyses
To validate our genotyping results bidirectional sequencing was performed for some samples.
The examinations were carried out using ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyser. The sequence

alignments were made using Winstar genetic program.

5.4. Statistical evaluation

All clinical data are expressed as mean+=SEM. The distributions of the variables were examined
using the Kolmogorov-Smirnov test. If the variables showed Gaussian distribution, we applied parametric
tests. For variables with no Gaussian distribution, we applied nonparametric tests. In all statistical
analyses, we checked for possible differences among all groups and subgroups using the Kruskal-Wallis
test. Pair wise analyses of differences between groups in discreet clinical and laboratory parameters with
normal distribution y* tests were used. Continuous variables with normal distribution were analyzed with
Student’t t-tests. For comparison of differences between groups in continuous variables with skewed
distribution Mann-Whitney U tests were applied. Correlations were analyzed and crude/adjusted odds
ratios (OR) were ascertained using multiple logistic regression models. The confidence intervals and p-
values of significance were established 95% and 0.05 for all analyses. All statistical analyses were

performed using MS Excel, SPSS 11.5 és SAS packages.

6. RESULTS

The individual APOAS5 haplotypes were assessed by evaluating the characteristic haplotype-
tagging SNP alleles. Four of the haplotypes (APOA5*1, APOA5*2, APOA5*3 and APOAS5*4) have been
already described and investigated. The APOA*5 haplotype has not been published before our current

observation; also, it cannot be found in the HapMap phase III project (http://www.hapmap.org/cgi-

perl/gbrowse/hapmap3_B36/).

Table 1. Haplotypes of the APOAS5.

Haplotype 1-1131C 1VS3 G+4764 T1259C C56G
APOAS*1 T G T C
APOAS5*2 C A C C
APOAS5*3 T G T G
APOAS5*4 C G T C

APOAS*S T G C C




Clinical characteristics of MS patients and control subjects are shown in Table 2. Serum
triglycerides and BMI were significantly elevated in the MS group compared to the controls; while the

serum total cholesterol levels of the two groups did not show a statistically significant difference.

Table 2. Major clinical parameters of the patients with MS and control subjects (means+SD).

Controls n=284  MS patients n=343

Gender (males/females) 124/160 158/185

Age (years) 58.8+15.2 60.5+10.8

BMI (kg/m®) 24.142.00 33.145.23%

Serum triglycerides (mmol/l) 1.40+0.37 2.32+1.38*

Serum total cholesterol (mmol/1) 5.39+1.00 5.35+1.08
" p<0.001

Serum triglyceride and cholesterol levels in association with the different APOAS5 haplotype-
tagging variants are shown in Table 3. Except the C56G variant, the minor variants of all the APOAS5
alleles (-1131C, 1VS3+4764, 1259C) were associated with increased triglyceride levels both in MS
patients and in controls. The serum total cholesterol did not show allele-dependent changes. The allele
frequencies of all APOAS5 variants studied were consistent with Hardy-Weinberg equilibrium expectation

in both groups.

The study design enabled us to evaluate the haplotype-specific differences both in MS and in
control groups (Table 4). We found significantly elevated serum triglyceride levels in association with the
APOAS5*2 haplotype in both groups. In contrast, no haplotype-associated differences could be detected in
the total serum cholesterol values. The studied haplotypes did not appear to have any influence on the

BMI of the patient and control groups.

The prevalence of the individual haplotypes in MS patients and controls are shown in Table 5.
While an approximately 2.7-fold accumulation of the 4POAS5*2 haplotype could be observed in the MS
group, the prevalence of the APOA5*5 was 5.3-fold less in the MS patients compared with controls (Table
5). Crude logistic regression analysis revealed that the APOA5*2 haplotype confers significant
susceptibility for the development of MS; multiple logistic regression analysis adjusted for age, gender,
total serum cholesterol, acute myocardial infarction and stroke confirmed this association. Results of the
logistic regression analysis suggested that in contrast to the APOA5*2, the APOAS5*5 haplotype might

have an independent protective effect against MS.



Table 3. Serum triglycerides, total cholesterol and HDL-C levels with body mass index (BMI) in subjects with metabolic syndrome (MS) and serum triglycerides, total

cholesterol and body mass index (BMI) controls by individual genotypes (means=SD).

T-1131C 1VS3+G476A4 T1259C C56G
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CcC CG+GG
n=282 n=61 N=285 n=58 n=284 n=59 n=300 n=43
BMI
33.245.16  32.6+£5.38 33.24£5.15 32.7£5.41 3324516 32.6+5.41 33.245.20 33.04+5.22
< (kg/md)
w2
e
%ﬁ Serum triglycerides (mmol/l) 2.33+1.28 2.90+1.55% 2.39+1.28 2.90+1.55" 2.34+£1.29 2.89+1.54* 2.42+1.38 2.48+1.48
=
” Serum total cholesterol (mmol/I) 5.30+1.06 5.51+1.11 5.38+1.06 5.46+£1.10 5.31+1.08 5.47+1.06 5.34+1.05 5.31%1.16
HDL-C
1.24+0.03  1.22+0.04 1.24+0.05 1.23+0.03 1.254+0.02 1.23+0.03 1.23£0.06 1.24+0.02
(mmol/1)
TT TC+CC GG GA+AA TT TC+CC CcC CG+GG
n=256 n=28 N=262 n=22 n=251 n=33 n=257 n=27
~ BMI
S 24.1£2.05 24.1£1.50 24.1£2.05 24.1£1.28 24.1£2.08 24.2+1.25 24.1+2.03 24.2+1.68
= (kg/m’)
=
Serum triglycerides (mmol/1) 1.3840.34 1.66+0.54% 1.38+0.34 1.70+0.53" 1.38+0.35 1.63+0.48" 1.41+0.38 1.32+0.33
Serum total cholesterol (mmol/l) 5.42+1.00 5.18+1.06 5.42+0.99 5.10+1.07 5.41+0.98 5.30+1.17 5.39+1.02 5.40+0.81

* p=0.002; " p=0.033; * p=0.029; ¥ p=0.026; Tp=0.032; * p=0.025



Table 4. Serum triglycerides, total serum cholesterol, HDL-C levels, and body mass index (BMI) in subjects with metabolic syndrome (MS) and Serum triglycerides, total
serum cholesterol, and body mass index (BMI) in controls, as a function of their 4POAS haplotypes (means£SD). Statistical comparisons are made against haplotype

APOAS5*1/1.

Haplotype variant APOA5S*1/1 APOA5*1/2-2/2 APOA5*1/3-3/3 APOA5*1/4-4/4 APOA5*1/5-5/5 Other haplotype variants

Frequency 73.1% 13.1% 9.50% 1.40% 1.00% 1.90%
BMI
, 33.2+5.25 33.4+5.85 33.5+4.40 31.6+5.37 30.5+£2.33 27.2+2.07
z (kg/m)
5]
'2®  Serum triglycerides (mmol/l) 2.29+1.29 2.95+1.63* 2.57+1.43 2.84+1.51 2.68+1.50 2.43+1.87
=2
= Serum total cholesterol (mmol/l)  5.29+1.09 5.37+1.10 5.33+1.09 6.02+0.90 5.50+1.36 5.34+0.87
HDL-C
1.24+0.03 1.23+0.04 1.24+0.02 1.26+0.11 1.29+15 1.224+0.09
(mmol/1)
Frequency 76.5% 4.90% 8.40% 3.50% 5.30% 1.40%
BMI
a 24.1+£2.13 23.9+1.29 24.3+1.69 24.1£2.02 24.2+1.35 24.7+0.43
S (kg/m’)
S
@ Serum triglycerides (mmol/1) 1.38+0.35 1.77+0.61" 1.324+0.33 1.46+0.49 1.394+0.25 1.45+0.21
Serum total cholesterol (mmol/l)  5.41£1.00 5.16+1.07 5.42+0.85 5.34+1.17 5.51+1.19 4.85+0.90

" p=0.023; Tp=0.042



Table 5. Prevalence of the major APOAJ5 haplotypes and the odds ratios at 95% confidence

intervals (CI) calculated by multiple logistic regression analysis models.

Unadjusted model Adjusted model
Haplotype variant MS patients Controls Odds ratio Odds ratio*
(95% CI) (95% CI)
0.837 0.878
APOAS*1/1 73.1% 76.5% (0.590-1.187) (0.594-1.299)
p=0.318 p=0.515
2.880 2.561
APOAS5*1/2-2/2 13.1% 4.90% (1.567-5.292) (1.295-5.066)
p=0.001 p=0.007
1.122 1.162
APOAS5*1/3-3/3 9.50% 8.40% (0.659-1.911) (0.645-2.092)
p=0.672 p=0.617
0.401 0.539
APOAS5*1/4-4/4 1.40% 3.50% (0.114-1.117) (0.183-1.591)
p=0.081 p=0.263
0.174 0.182
APOAS5*1/5-5/5 1.00% 5.30% (0.057-0.531) (0.058-0.565)
p=0.002 p=0.003
0.374 1.388
Other haplotype variants 1.90% 1.40% (0.410-4.606) (0.395-4.876)

p=0.607

p=0.609

*Adjusted for: age, gender, total serum cholesterol, acute myocardial infarction, and

stroke.

7. DISCUSSION

7.1. Role of theT-1131C variant found in the APOAS gene promoter region

The most studied alteration among the frequent natural variants of APOAS gene is the T-
1131C transition respecting the promoter region. This variant was found in 6% of the healthy European
population. Referring Asia, the Japanese population showed 35%, the Chinese population showed 29%

while India showed 20% occurrence. Studying the variant, we found 9.89% allele frequency in the studied
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Hungarian control group, which is slightly higher than the yet defined values for European population.
Plasma lipid levels are important determining factors of cardio- and cerebrovascular disease susceptibility.

1 mmol/L triglyceride elevation increases the risk for CAD 14% in men, and 37% in female.

APOAS T-1131C variant — since its discovery — was studied in different populations for
several disease groups. It was referred as unambiguous risk factor for the formation of the given diseases
in Chinese, Czech, Irish and Hungarian familiar hyperlipidaemia and hypertriglyceridaemia patients.
According to the criteria of an international cooperating (Framingham Heart Study) genotyping and
statistical analysis on individuals suffering from cardiovascular diseases defines the presence of the -
1131C mutant allele as risk factor of the disease, however its role in coronary disease is controversial. In

Hungarian and Chinese patient groups the mutant allele showed elevated risk in myocardial infarction.

Our study demonstrated that the presence of the mutant C allele resulted significantly elevated
triglyceride levels in every observed groups. Triglyceride increasing action of —1131C was investigated by
several research groups in adults and children also. Their results regarding triglyceride levels are uniform
and agree our results: the mutant allele showed connection to the elevated triglyceride level,

independently of the studied populations.

Vu-Dac and collaborators used bioinformatics to — among many other regulator sequences —
identify a peroxisome proliferator responsive element (PPRE) in this promoter region (-272, -260), which
is required for the APOAS5 gene expression. As supposed, —1131C allele can alter the affinity and binding
to this or other similar regulator regions, decreasing the expression of the APOAS5 gene, thus increasing the

triglyceride level.

Likely T-1131C is in strong linkage with functional variants within other genes, therefore it
can exert its influence on the triglyceride level through this connection. Such associations were found
between APOAS5 T-1131C and A-3G variants. This deviation is 3 bp distance from the start codon in 5’
direction. This base change causes the APOA5 mRNA translation decrease, thus lower plasma APOAV

level, therefore increased triglyceride level.

T-1131C is in strong linkage not only with the variants of APOAS5 gene, but with other -
APOAS5 gene near localized - variants of the apolipoprotein gene cluster. Strong linkage was found
between the variant studied by us and APOC3 gene C-482T and C—455T variants. An insulin responsive
element was identified in the promoter region of the APOC3 gene, which can be the key element of the
APOC3 regulation by insulin. Mutations in the promoter region of the gene change this important
function, therefore insulin’s repression on 4APOC3 breaks off, thus APOCIII level increases, which

imperatively increases triglyceride level.
14



7.2. Role of the IVS3+G476A variant of the APOAS gene intronic region

We have slight knowledge about the variants respecting the APOAS5 gene intronic region
relative to the previously discussed variants. Research made by us and studies of other European
populations clearly show that this SNP elevates triglyceride level. However, in an examined Costa Rican
population no triglyceride elevation was found in the minor allele presenting individuals. The mechanism,
through which they influence triglyceride level, is still unknown. Assumedly strong linkage to other
variants can play a role in this. In European populations full linkage was established between 4POAS5
variants. The linkage was partial in the Costa Rican population, which can explain why no coherence was

found between the mutant alleles and the elevated triglyceride levels.

7.3. Role of the T1259C variant of the APOAS gene 3° UTR region

In spite of the triglyceride level increasing effect of the T1259C variant we did not find the
presence of the mutant C allele to predispose to MS. In contrary the IVS3+G476A alteration can increase
the chance of MS 3-4-times. It expresses its main effect in the function change caused by the variants
occurring linked to it. This is supported by the fact that in the case of APOAS*5 haplotype, when the
1259C allele is present alone, does not increase triglyceride level, and even protects against MS

development.

7.4. Role of the C56G variant of the APOAS gene first exon

The studied SNP is a C/G transition in the 56 nucleotide position of the gene’s third exon. The
base change regards the 19 amino acid, a serine, instead of which the mutant allele encodes a tryptophan.
Allele 56G shows different occurrence in different populations. It has extremely low occurrence in
Chinese and Japanese populations (<0.1%), Indian population has a 3% appearance, while Afro-american
and French populations show 4.8%, Spanish populations show ~15% presence. Our research found 9.5%
mutant allele presenting people in the control group in several European populations (Spanish, French,

German, Austrian).

Talmud and co-workers observed 8-16% elevation of the triglyceride level in a Caucasian
population in the presence of the 56G allele (Talmud et al., 2005). A Turkish population showed 18-26%
increase due to the presence of the mutant allele (Hodoglugil et al., 2006). According to the results of
population studies, bearing this allele means higher risk of myocardial infarction, coronary disease,
metabolic syndrome. Talmud and collaborators found faster atherogenesis in the presence of the mutant
allele. We found no elevated triglyceride mean values in the objects presenting the mutant allele in homo-,

or heterozygote form. Also, bearing the variants did not increase the risk of MS development.
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The effect of the variant on lipid parameters and the mechanism through which it can increase
triglyceride level, has become central topic of many studies. According to investigations out of the
APOAS5 variants the C56G is the only ,,functional” variant, which does not exert its effect via connections
to other SNPs, but directly elevates triglycecride level. Due to the variant’s action, a hydrophobe
tryptophan is built into the hydrophilic domain of the APOAV signal protein instead of a hydrophilic
serine. This drastically affects the protein’s translocation through the endoplasmic reticulum, therefore the

amount of secreted APOAYV protein decreases, thus triglyceride level increase can be detected.

Of course we cannot exclude that the C56G variant may act together with other polymorphisms
in the development of diseases, enhancing one another’s affect. Schaefer and co-workers defined the
APOE and APOA5 C56G genotypes of 170 hypertriglyceridaemia patients. Almost all patients having
APOE 2/2 genotype bleared the 56G allele. However in objects with normal lipid parameters these could
not be found collectively. According to our hypothesis, C56G works as cofactor to lead to

hypertriglyceridaemia. Our results suggest this mechanism as well.

7.5. Potential role of the most frequent haplotypes of the APOAS gene

Pennacchio and colleagues, studying the natural variants of APOAJ5 gene, found strong linkage
between the most frequent variants, which therefore determine three main haplotypes. The two haplotypes
(APOAS5*2 and *3) with the wild haplotype (APOAS5*1) covers ~98% of the population. Our study

revealed similar data, except that we found high occurrence of APOAS*5 haplotype in the control group.

APOAS5*2 haplotype is explicit risk factor for the development of hypertriglyceridaemia,
different cardio-, cerebrovascular diseases. APOAS*2 haplotype in Romanian, Austrian and German adult
population such as in Hungarian children clearly predisposes to MS development. APOAS5*3 haplotype in
many studies is a risk factor of the MS, however our investigation and more studies on child population

did not prove this.

Based on the haplotype analysis one can suppose that except the C56G variant, the studied
variants do not exert their action themselves, but linked to the variants of the 4POC3 gene. -1131C
variant, occurring alone (APOA*4) does not increase serum triglyceride level, and has no effect on the
occurrence of MS. Moreover, 1259C appearing alone protects against disease formation. Many studies
dealing with the APOA1/C3/A4 gene cluster, where APOAS5 belongs to, could find strong linkage to
APOC3 promoter region polymorphism only in the case of APOA5*2 haplotype, which polymorphisms

clearly influence serum triglyceride level and glucose metabolism (Li et al., 2004; Olivieri et al., 2003b).
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8. SUMMARY

We did the following observation in our study:

1. Observing the effects of APOAS variants on lipid parameters we can say that the presence of —1131C,
IVS3+476A, 1259C mutant alleles resulted in significant elevation of triglycerides in MS patients and

control objects also. C56G variant showed no relation to serum triglyceride levels in any of the groups.

2. Examining cholesterol values the variants had no effect on the whole cholesterol level for patients and

for controls also.

3. We found significant accumulation of the mutant allele in case of the T-1131C, IVS3+G476A variants

for metabolic syndrome patient group compared to control population.

4. We could find no difference in the occurrence of any of the alleles in case of T1259C variant neither
for patients, nor for control groups, even despite that our analyses revealed significant triglycerid level

mncrease due to the 1259C allele variant occurrence.

5. The observed variants define 5 frequent haplotypes, APOAS*5 haplotype was not yet described in

other populations.

6. Amongst the haplotypes, only APOA5*2 resulted in statistically significant elevation of triglyceride

concentration in metabolic syndrome patients and controls as well.

7. Regarding cholesterol values, we found no significant difference in patients and controls as a result of

presence of any of the APOAS haplotypes.

8. Studying the haplotypes’ distribution we found the accumulation of the APOAS5*2 haplotype in
metabolic syndrome patients compared to control objects. APOAS*5 found to have protective effect

against the development of MS.
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