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1. Irodalmi attekintés

1.1. Bevezetés

Az atherosclerosis patomechanizmusédban az érfal endothel sériilését koveti a
gyulladdsos folyamat, melynek progresszidjat a sejtes (endothel, simaizomsejt,
fibroblaszt, monocyta, lymphocyta, thrombocyta, dendritikus sejtek) és a nem sejtes
elemek (citokinek, akut fazis proteinek, alvadési faktorok) kozotti kolcsonhatas
hatdrozza meg. Az érfal szerkezeti eltérések kialakulasaban lokalisan a subendothelialis
teriiletben jelen 1évd extracellularis matrix elemei (kollagének, elasztin, gliikoz-
aminoglikanok) jatszanak kulcsszerepet. Az ¢letkor eldrehaladtdval ¢és az
atherosclerotikus plakkok progresszidjaval az érfal rugalmassagat biztositd elasztikus
rostok mennyisége csokken, az elasztint hasitd elasztdz aktivitds nd, ennek
kovetkeztében az elasztin degradaciés produktumok mennyisége nd, melynek
kovetkeztében az extracellularis matrix bioszintézise tobb ponton karosodik.

Az utobbi évtizedekben szdmos tanulmany igazolta, hogy az emelkedett LDL
koleszterin és mas ApoB tartalmu lipoproteinek, és az alacsony HDL szint jelentésen
megnovelik az atherosclerosis kialakuldsanak valosziniiségét.

Vizsgalatainkban olyan kiilonb6z6 etioldgidju  betegségben szenvedd
betegcsoportokat vizsgaltunk, ahol az eltérd eredet ellenére hasonlo, az atherosclerosis
patomechanizmusaval rokon lipid metabolizmus-, oxidativ kérnyezet- és extracellularis
matrix valtozasok észlelhetdek. Az altalunk vizsgalt betegek koziil az Alzheimer kérban
¢s vaszkularis dementidban szenvedd betegek gyakrabban eléforduld koérallapotokat
képviselnek, a Pseudoxanthoma elasticum (PXE) joval ritkdbban fordul eld,

patomechanizmusa ¢és genetikai hattere jelenleg még nem ismert részleteiben.

1.2. Az LDL partikula és az oxidalt LDL szerepe az atherosclerosisban

Az atherosclerosis kezdeti fazisanak, az in. fatty streak laesio kialakuldséban,
majd ezt kovetden a folyamat progresszidjaban az oxidalt LDL jelentds szereppel bir.
Az LDL zsirsavtartalmat az oxidativ karosodas ellen az LDL-hez asszocialt alfa-
tokoferol, karotinoid, ubiquinol, stb. védi. Az LDL oxidaciéjaban fémionok (Fe*",Cu”"),
lipoxigenazok, myeloperoxiddzok és reaktiv nitrogén gyokok jatszanak szerepet. Az
oxidalt LDL legnagyobb hanyadban a CD36 B tipusu scavenger receptoron keresztiil
keriil felvételre a makrofagokba, ahol a negativ feedback ezen az utvonalon keresztiil

nem érvényesiil, igy habos sejtek képzddnek, majd kialakul a fatty streak laesio. Ezen



kiviil az oxidalt LDL szdmos egyéb proatherogen hatdssal rendelkezik: fokozza a
VCAM-1, ICAM-1, az IL-1, az IL-8, és a MMP1 expressziojat, NFk[-t, gatolja az NO

crer

hatassal is bir.

1.3. A HDL partikula és a HDL antiatherosclerotikus hatasa

Az alacsony HDL szint szoros Osszefiiggést mutat a kardiovaszkularis
betegségek rizikojaval. Az elmult évtizedekben a HDL szamos antiatherosclerotikus
tulajdonsdga valt ismertt¢. A HDL komplexhez asszocialt fehérjék Iényegesen
meghatarozzak a HDL antiatherogen hatékonysagat.

A HDL antiatherogen szerepében hatast fejt ki az érfalra, gatolja a monocytak a
VCAM-1 és ICAM-1 altal mediélt endothelidlis adhéziojat. A HDL in vitro fokozza az
NO szintetaz (NOS) aktivitasat és Nitrogén-monoxid (NO) kidramlast okoz. Eldsegiti az
endothel sejtek altal termelt posztaglandin I, (prostacyclin) képzését, csokkentve ezzel a
thrombocyta aggregaciot, igy az atherosclerotikus plakk progresszidjat.

A HDL antioxiddns hatdsaért jelentés részben a HDL-hez kotott enzimek
felelosek. Koziiliik legjelentdsebb a human paraoxondz-1 (PON1), de joval kisebb
mértékben néhany egyéb HDL-hez kotott enzim pld. thrombocyta aktivalo faktor acetil
hidrolaz (platelet-activating factor acetil hidrolaz, PAFAH), lecitin-koleszterol
aciltranszferaz (LCAT), glutation peroxidadz (GPX) és az ApoA-I is hozzajarul a HDL
lipid peroxidaciot gatlo hatdsahoz. A HDL antioxidans hatdsdhoz tovabba hozzéjarul a
lipid hidroperoxidok eltavolitdsa az LDL-bdl, azok elszallitisa a majba a reverz
transzportmechanizmus részeként, valamint egyes prooxidans hatasu atmeneti fémek

megkotése.

1.4. Az antiatherogen hatasu paraoxonaz

A paraoxondz (PON) 1 egyike a HDL asszocidlt fehérjéknek, melyek
hozzajarulnak a HDL antiatherogen tulajdonsagaihoz. A PON1 HDL-hez kapcsolddo,
45 kDa méretii Ca’™ dependens arilészteraz, mely szorosan asszocialt az ApoA-I-hez és
a clusterinhez (ApoJ). A PONI1 tobb tdmadasponton fejti ki antioxidans hatdsat: in vitro
gatolja az LDL-partikulumok oxidalodasat, melynek kovetkeztében hatékonyan
csokkenti a szérumban az oxidalt lipidek mennyiségét, melyeknek jelentds szerepe van
az atherosclerosis kialakulasaban. Gatolja az oxidalt LDL altal indukalt

proinflammatorikus folyamatokat. Kimutattdk, hogy a tisztitott PON1 meggatolta az



oxidadlt LDL endothel aktivalo hatasat. A PONI tovabba gatolja a HDL
lipoproteinjeinek oxidaciojat is, igy segiti a HDL fiziologids antiatherosclerotikus
funkcigjanak megdrzését is. A PONI  knockout” egérbdl szarmazo HDL-rdl
kimutattak, hogy képtelen meggatolni az LDL oxidaciot, érfaluk és makrofagjaik
oxidalt lipid tartalma és LDL oxidalé kapacitdsa szignifikansan novekedett a ,,vad”
tipust testvéreikhez képest, atherosclerotikus plakkjai kiterjedtebbek mint a kontroll
tarsaiké.

A PON szubsztratjai a szerves foszfatok, aromas karbolsavészterek, karbamatok.
A PONI1 képes szerves foszfatok, igy az inszekticid parathion hidrolizisére is.

A PON géncsalad 3 tagja a PONI, PON2 ¢és a PON3 szorosan egymas mellett
szovetben expresszaloddo 44kDa molekulatomegli intracellularis protein, mely
valdsziniileg szintén antioxidans szereppel bir, képes gatolni in vitro az LDL oxidaciot,
melynek pontos mechanizmusa jelenleg tisztazatlan. A PON3 HDL-hez asszocialt 40
kDa molekulatomegii antioxidans protein.

A PON aktivitas részben genetikailag determindlt. A PONI két ismert gyakori
polimorfizmusa: a metionin-leucin (M55L) szubsztitucié az 55-0s pozicioban inkabb a
PON1 mRNS szintjével all Osszefiiggésben, a 192-es aminosav glutamin-arginin
(Q192R) szubsztitucidja a PON1 enzimaktivitasat befolyésolja.

Szamos klinikai tanulményban csokkent PON aktivitdst talaltak szivinfarktuson
atesett egyéneknél, fokozott atherosclerosissal jard allapotokban, familiaris hyper-
koleszterinémiaban, 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitusban, HDL deficiencidban. A
csokkent enzimaktivitds részben koszonhetd a genetikai hattérnek, az egyes
polimorfizmusok el6éfordulasa és a korképek kialakuldsa kozotti dsszefliggést vizsgald
tanulmanyok eredményei nem egybehangzdak. A PONI1 szintje szignifikansan csokkent
ISZB-s esetekben a genotipustdl fiiggetleniil. A PON1 aktivitasa pontosabban jellemzi a
kardiovaszkularis betegségek kialakuldsanak valoszinliségét, mint a PON1 genotipusa.

A PONI aktivitasat szamos tényezdé befolydsolja: diéta, életmod, dohényzas,
¢letkor és kiilonbozo korallapotok. Az enzim aktivitdsat csokkentik a gyulladasos
citokinek, és az oxidalt LDL is. A PONI aktivitasa, genotipusa (hisz a 192-es
pozicidoban 1évé polimorfizmus az enzim aktivitdsdt befolyasolja) meghatdrozza az
egyénekben a PONI detoxifikalo képességét, a karos oxidalt lipidek elleni protektiv
szerepet. Igy jelentdséggel birhat minden olyan tényezd és allapot, melyrél sikeriil

kimutatni, hogy megvaltoztatja az antiatherosclerotikus enzim viselkedését.



Munkacsoportunk korabban tobb betegcsoportban vizsgalta a PON1 jellemzdit.
Uraemias betegcsoportban €s vesetranszplantalt betegekben szignifikansan alacsonyabb
HDL-re standardizalt PON1 aktivitas értéket talaltunk. A 2-es tipusu diabeteses betegek
esetében a szignifikdnsan alacsonyabb PONI1 aktivitast a 3 honapon at alkalmazott
gemfibrozil terdpia szignifikdnsan novelte, és a hyperlipidaemids betegek korében

szintén hasonlo hatast észleltiink gemfibrozil terapiat kovetden.

1.5. Az Alzheimer kor és a vaszkularis dementia

A populacié eloregedésével egyre nagyobb jelentésége van a kiilonb6zo eredetii
dementidknak. A gyakorisagot tekintve nagy jelentdségli az Alzheimer tipust (AD) és a
vaszkularis (VD) eredetli dementia. A lipid metabolizmus eltéréseit Osszefliggésbe
hoztak szamos neurodegenerativ betegség kialakuldsdval. Az emelkedett szérum LDL-
koleszterol szint, oxidativ stressz, lipid peroxidacid és az Alzheimer betegség
patomechanizmusa kozotti 6sszefliggést mutattak ki korabban. A pontos mechanizmus
mellyel a lipid eltérések az AD patomechanizmusdhoz hozzdjarulnak még nem ismertek
teljes egészében. Az Alzheimer kor 6 patoldgiai jellemzdi: B-amyloid extracellularis
depozicidja a szenilis plakkokban, neurofibrillaris csomok képzddése (akkumulalddott
t-proteinekbdl) és az inflammatorikus folyamatok felerésodése. Az oxidalt LDL
lerakédik a szenilis plakkokban, a neuronok strukturdlis valtozdsat és pusztulasat
okozva. Az AD kialakuldsaban a lipoproteinek jelentsége jol ismert, hiszen az ApoE-2
¢s ApoE-3 jelenléte véd, mig az ApoE-4 elésegiti az AD kialakulasat. Az ApoE-2 és
ApoE-3 a t-proteinhez kotddve stabil kotést hoz létre, ezéltal gatolja annak
foszforilacigjat, igy a sejt microtubuldris és citoszkeletélis strukturdjat stabilizalja. Az
ApoE-4 a rt-proteinnel instabil kotést hoz létre és igy nem védi meg azt a
foszforilaciotol, melynek kovetkeztében neurofibrillum képzddés indul meg a sejt
karosodasaval egyfitt.

Az utdbbi évek vizsgalatai egyre inkdbb hangstlyozzak az oxidativ folyamatok
jelentdségét mind Alzheimer korban, valamint a vaszkularis eredetli dementidkban
egyarant. Vaszkuldris dementidban az atherosclerosis kovetkeztében elzarodnak az agyi
erek, ez okoz kovetkezményes cerebralis karosodast, az oxidativ folyamatok szerepe
ebben, pedig jol ismert. Behl és mtsai kimutattdk, hogy az amyloid szabadgyokoket
termel, ami karositja a neuront. Dyrks és mtsai azt talaltdk, hogy az oxidativ stressz

hozzéjarul a szolubilis amyloid inszolubilis plakka torténd alakitdsdhoz. A szérum



ApoA-I koncentracié ¢s az Alzheimer betegség sulyossaga kozott 0sszefiiggést talaltak,
tovabba a HDL in vitro gétolja a B-amyloid képzddését.

A fentiek alapjan az atherosclerosis, a VD és az AD patomechanizmusa kozott
hasonlosagok fedezhetdk fel, hisz mindkét esetben fontos a progresszid szempontjabdl a
lipid-, és az oxidativ homeosztazis. A pathomechanizmus szempontjabdl nem csak a
fokozott oxidativ folyamatok ¢és lipid eltérések jatszhatnak szerepet, hanem az
antioxidativ rendszer miikodésének hidnyosséagai is, mint pl. a HDL-hez kotott PON1
aktivitasanak valtozasa. Klinikai tanulméanyokban nem talaltak Osszefiiggést a PONI

genotipusa ¢és az Alzheimer betegség eléfordulasa kozott.

1.6. ABC transzporter fehérjecsalad, ABCA1, ABCC6

Az ABC transzporter fehérjecsalad tagjai konzervativ membran transzporterek,
melyek ATP hidrolizisével kiilonb6z6 molekuldkat szallitanak a sejtmembranon.
Jelenleg 48 képviselojiik ismert, melyet 7 alcsoportba soroltak. A fehérjecsalad egyes
tagjainak a fizioldgiai funkcidja, a szubsztratjai még nem pontosan ismertek, tobb
képviseldjiiknek a cellularis lipid transzportban van szerepe. Az ABCBI ¢és az ABCB4
foszfolipidek transzportjat képes lebonyolitani a sejtmembranon 4&t, az ABCAI
foszfolipid/koleszterol ko-transzporter. A fehérjék génjeinek defektusa kiilonbozo
herediter betegségeket okozhat: ABCA1 (Tangier betegség), ABCA4 (Stargardt
betegség, retinitis pigmentosa), ABCC2 (Dubin-Johnson szindréma), ABCC6
(pseudoxanthoma elasticum), ABCC?7 (cisztikus fibrdzis). A makrofag differenciaciora,
a lipid homeosztazisra kifejtett hatds kovetkeztében az ABC transzportereknek
potencialis szerepiik van az atherogenesisben.

Az ABCC6 (multidrug resistance associated protein 6, MRP6) fehérje defektusat
a kozelmultban azonositottdk a Pseudoxanthoma elasticum (PXE) hatterében. Az
ABCC6 fehérje a bazolateralis plazmamembranra lokalizalodik polarizalt sejtekben, a
sejtmembranon keresztiil torténé, Mg és ATP dependens efflux transzport funkcioval
rendelkezik. In vitro koriilmények kozott kimutattdk, hogy szubsztratja a glutation S-
konjugalt leukotrién Cs, a S-(2,4-dinitrofenil) glutation és az anionos ciklopentapeptid
BQ123. Az ABCC6 fehérje pontos funkcidja, természetes szubsztratja jelenleg is
ismeretlen, tovabba nem ismert a fehérje defektus és a klinikai tiinetek kialakulasa

kozotti kapesolat sem.



1.7. A Pseudoxanthoma elasticum

A PXE monogénes, 6roklddd betegség, melyre bor-, szemtiinetek ¢és korai
kardiovaszkularis torténések jellemzOek, fokozott atherosclerosissal kisérve. A {0
patoldgiai jellegzetessége a morfologiailag koros, mineralizalt, kiillonboz6 szdvetekben
akkumulal6do toredezett elasztikus rostok.

A PXE (OMIM 264800) hatterében 2000-ben irtdk le az ATP binding casette
transporter C6 (ABCC6) (MIM #603234) fehérje génjének (kromoszéma lokusz:
exont tartalmazdé ABCC6 génben, ezek koziil 3 nagyobb delécidt irtak le (15 exon, 23-
29 exon, 1-31 exon delécidit). A mutaciok tobbsége a 24. és 30. exon kozott
helyezkedik el, ez a régi6 kodolja a fehérje konzervativ nukleotid kotd doménjét (NBD),
melynek épsége a fehérje miikodéséhez elengedhetetlen.

Az ABCC6 fehérje altal transzportalt eddig még ismeretlen anyagnak
valoszinlileg fontos szerepe van az extracellularis matrixban az elasztikus rostok
képzddésében és stabilitdsaban, hiszen a tlinetek kialakuldsdnak az alapja az elasztikus
rostok karosodésa a kiilonbozd szervekben. Az elasztikus rostok karosodasan kiviil az
extracellularis martix egyéb komponensei is kdarosodnak PXE-ben, mint pld.:
kollagének, proteoglikanok. A PXE tehat egy olyan ordkletes anyagcserebetegség,
melyben a metabolikus eltérések az extracellularis martix homeosztazisat karositjak.

A PXE hisztoldgiai jellemzdje a bérben az akkumulalddott pleiomorf elasztikus
anyag ¢s a toredezett kalcifikalodott elasztikus rostok. A kiillonbozé szervekben
kialakulo tiinetek szintén a kotdszovetben felhalmozodd toredezett, kalcifikalodott
koéros elasztikus rostok felhalmozodasaval osszefiiggésben alakulnak ki.

A betegség bormanifesztacioi: sarga dsszefolyd papuldk, rugalmatlan, laza bdr,
elasztin-szerti akkumulalodott amorf anyag, melyek leginkabb a nyakon az axillaban, a
konyok €s a térd hajlitd felszinén, ill. a periumbilikalis régioban taldlhatoak meg. A
szemben a legfébb elvaltozas az ,,angioid streak” 1éziok megjelenése, mely a retina
elasztinban gazdag rétegének, a Bruch membran patologias feltoredezésének az
eredménye. A choroidea €s a retina ereinek a karosodasa tovabbi neovaszkularizaciot,
vérzést, hegesedést okoz, melyek komoly lataskarosodahoz, akar vaksaghoz is
vezethetnek. A kardiovaszkularis rendszerben az erek kdrosodasa kovetkeztében a PXE

korai szivinfarktushoz, klaudikaciohoz vezethet.



A PXE klinikai megjelenése nagyfoku valtozatossagot mutat a PXE-ben
szenvedd betegek kozott a tiinetek megjelenésében, mely szervrendszer karosodéasa
dominal, és az egyes esetek genetikai heterogenitast is mutatnak.

A 6 klinikailag jol karakterizalt és a diagnosztikus kritériumoknak megfeleld
PXE-s betegiink genetikai hatterének vizsgalataval az eddig ismert genetikai eltéréseket
igyekeztiink bdviteni. A klinikai megjelenés és a genetikai defektus kozott probaltunk
kapcsolatot taldlni, valamint fel szeretnénk hivni a figyelmet a genomialis deléciok
jelentdségére ebben a betegségben. Végiil a betegek borbiopszids mintdibol szdrmazo
fibroblasztokon végzett funkcionalis vizsgalatokkal probaltunk kozelebb jutni ahhoz,
hogy az ABCC6 defektusa kovetkeztében hogyan alakulnak ki az atherosclerosissal

rokon extracellularis matrix eltérések.

2. Célkitiizések:
A fentiek azt mutatjak, hogy a kiilonb6z0 betegségekben hasonloképpen modosulhat a
lipidanyagcsere, az antioxidativ rendszer, az extracellularis matrix, ezaltal elsegithetik
ezen betegségekben az atherosclerosis kialakulasat, progressziojat, ill. az alapbetegség
patomechanizmusaban is szerepet jatszhatnak az atherosclerosissal rokon folyamatok.
A PhD értekezés gyakori elbutulassal jard betegségekben, valamint egy ritka
genodermatodzis vizsgalatdval azok patomechanizmusanak megértéséhez kivan adatokat
szolgaltatni.
Részletes célkitiizések:
I . Alzheimer betegségben (AD) és vaszkularis dementidban (VD) vizsgalni

1. a lipid paramétereket, az ApoE polimorfizmust

2. a szérum paraoxonaz aktivitast

3. Osszefliggést keresni a fenti paraméterek és a betegségek kialakuldsaval,
valamint sulyossagaval
II. Pseudoxanthoma elasticumban

1. szenvedd csaladok klinikai vizsgalata, csaladfa elemzése, az 6roklodés menet
azonositasa

2. a csaladtagok genetikai analizisével mutaciok detektalasa

3. az eddig még nem kozolt 0 mutdciok oki szerepének bizonyitasa,
jelentdségének értékelése

4. PXE fibroblasztok tenyésztése, funkcionalis vizsgalata, az elasztdz aktivitas és

IL-1 szerepének tisztazasa az extracellularis matrix eltérései hatterében.



3. Modszerek

A szérum koleszterin és triglicerid szintet Boehringer Mannheim enzim kittel, a
HDL-koleszterint foszforvolframat-magnézium kicsapasos maddszerrel hataroztuk meg.
Az LDL-C értékét a Friedewald formula alapjan szamitottuk ki (4,5 mmol/l szérum
triglicerid szint alatt). Az apolipoproteinek mérése immun-nefelometrids modszerrel
tortént (Orion Diagnostica kit) a DEOEC Kozponti Klinikai Kémia Laboratérium rutin
diagnosztikus laboratériumaban.
Szérum paraoxondz aktivitas meghatarozasa

A szérum paraoxondz aktivitds mérésekor paraoxont (O,O-dietil-O-p-
nitrofenilfoszfat Sigma) alkalmaztunk szubsztratként, amely a szérumban levd
paraoxonaz enzim hatdsara 4-nitrofenolla alakul at, abszorpciondvekedést okozva 412
nm-en. Méréskor 50 pl szérumhoz 1 ml Tris/HCI puffert (100 mmol/l, pH: 8,0) adtunk,

mely 2 mmol/l CaCl,-t és 5,5 mmol/l paraoxont tartalmazott. A 4-nitrofenol

keletkezését 412 nm-en, 25°C-on kovettik Hewlett-Packard 8453 UV-Visible

spektrofotométerrel. Az enzimaktivitas szdmitdsa a moléris extinkcios koefficiens

(17100 M'lcm'l) segitségével tortént. Az enzimaktivitast U/ml egységben adtuk meg. 1
U az enzimaktivitdis ha 1 perc alatt 1 nmol 4-nitrofenol keletkezik. 1 M NaCl
jelenlétében az enzim aktiv helyének konformécios allapota megvaltozik, amely a
paraoxon konnyebb kotodését és gyorsabb atalakulasat eredményezi. Az egységnyi
HDL-re juté paraoxonaz aktivitast a PON/HDL hanyados képzésével hataroztuk meg.
Arilészteraz aktivitdas mérése:

Fenilacetat szubsztrat hidrolizisével spektrofotometridsan végeztik. 1 mM
fenilacetatot 20 mM Tris/HCl (pH: 8,0) pufferhez adva szérummintat, 270 nm-en

mértiik az abszorpciéndvekedést. Az enzimaktivitds szamitasa a molaris extinkcids

koefficiens (17100 M'lcm'l) segitségével tortént. Az enzimaktivitast U/ml egységben
adtuk meg. 1 U az enzimaktivitas ha 1 perc alatt 1 pumol fenilacetatot hidrolizal.
ApoE polimorfizmus meghatadrozdsa

ApoE polimorfizmus meghatarozasa PCR-RFLP modszerrel: A vizsgalatokat
periférids vér leukocytdibol, sdextrakcios modszerrel nyert genomidlis DNS-n PCR
technikaval, illetve az azt kovetden Hhal restrikcios enzimemésztéssel nyert fragmentek

polyacrilamid elektroforézisével végeztiik el.



Statisztikai modszerek

A statisztikai analizishez a PC SAS rendszert (6.12 verzid) hasznaltuk (SAS
Institute, Cary NC 275313 USA), leir6 statisztikat alkalmaztunk a vizsgalt
paraméterekre (atlag=SD), mig a paraméterek iddbeli valtozdsit ANOVA teszttel,
illetve kétmintas t-probaval vizsgaltuk. A p<0,05 valoszinliségi szintet tekintettiik
szignifikansnak. Az egyes paraméterek kozott korrelacidszamitdst végeztiink.

Genetikai analizis

A PXE-t okoz6 mutéci6 azonositasa érdekében az ABCC6 gén mind a 31 exonjat
szekvenaltuk a betegek genomialis DNS mintajabol.

A genomialis DNS preparalasat a betegek EDTA-val alvadasgatolt periférias
vénas vérébol végeztiik Qiagen Midi Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével. Az
ABCC6 gén 31 exonjanak nukleotid szekvencidjat a kordbban publikalt cDNS
szekvencidhoz (GenBank accession number AF076622) és BAC (Bacterial artificial
chromosome) klonhoz CIT987SK-A-962B4 (GenBank accession number U91318)
hasonlitottuk.

A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt primerek az ABCC6 exonjaihoz Charles
D. Boyd-t6l szarmaztak (Pacific Biomedical Research Center, University of Hawaii,
Honolulu). A delécio detektalasdhoz hasznalt primereket a 1. Tablazatban tiintettiik fel.
Hilden, Germany), reakcidelegyilink a gyart6 utasitdsainak megfeleld volt. A PCR-t
Perkin Elmer Thermocycler-ben végeztiik a kdvetkezd paraméterekkel: 2 min 94 °C, 35
cikluson at 40 sec 94 °C, 1 min 55 °C 10-31 exonok esetén, (1 min 60 °C 1-9 exonok
esetében), 1 min 72 °C, majd végiil 5 min 72 °C. A PCR termékeket QIAquick PCR
purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével tisztitottuk, etidium-bromiddal
jelolve 2%-os agardz gélen vizualizaltuk. A ciklus-szekvenalast ABI Prism Genetic
Analyzer 3100 capillary automata fluoreszcens szekvenatoron (PE Applied Biosystems,
Darmstadt, Germany) végeztiik, Big-Dye Terminator (DNA sequencing kit, PE Applied
Biosystems, Darmstadt, Germany) ciklus szekvenalds reakcid utdn az amplifikalt
genomikus szakaszokat DyeEx 96 kit segitségével tisztitottuk, majd mindkét szalat
szekvenaltuk az ABI szekvenatoron, a gyartd utasitasainak megfelelden.

A delécido detektalasa soran a PCR reakcid a fentiekkel megegyez6

paraméterekkel tortént.
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ABCC6ex22F 5’-CAT CTG CCA TGG GCA TGT TT-3" Boyd CD
ABCC6ex23F 5’-GGG TGG CCA AGC CAT AAG AT-3° Boyd CD
ABCC6ex23FR 5’-TAG AAT TCC CAG GGA CAG GG-3’ Boyd CD
ABCC6ex26FR 5’-AAC CTT TTC TGG GAG GCC AG-3’ Boyd CD
ABCC6ex26R 5’-GCC TGT AGC AGA TGT CAA CA-3° Boyd CD
ABCCo6ex31a 5’-CGT GTG GAG CTA TCG ATG AC-3’ Boyd CD
23int1F 5’-CAA GTA GCT GGG ACT ACA GG-3’ -

23int2F 5’-AAT TCC TGG CCC AAG TGA T-3°

25int1R 5’-TCA CAC CTA TAA TCT CAG CA-3° -

25int2R 5’-TCC TTA AGC TTA GCA GCC TT-3’ -

25int3R 5’-TAG CAG CTC TAG CCC TGC CA-3’ -

IVS22F 5’-TCC CCT AAA GAT GGA GAG AT-3’ Le Saux 2001
IVS29R 5'-CTG TAG GCA GGT CAT TCA AA-3’ Le Saux 2001

1. Tablazat A delécié azonositasahoz hasznalt primerek

Egyedi nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphisms) (SNP), €s pont
mutacid detektalast végeztink az ABCC6 génben TagMan real-time PCR assay-
hasznalataval. A TaqMan primereket €s hibridizacidos primereket az ABI assay-by-

design szolgélata tervezte. A hibridizalo primerek a kdvetkezdk voltak:

Leu 495 His :L495H-f: 5’-GCA AAT GAG GCA GAA GGA CTC A-3’, L495H-r: 5°-CCC AGC CAT GGA ACT TGA TG-3’,
L495H-VIC: 5°-vIC-CTA TCC TCA GGA ACT C-MGB-NFQ-3’, L495H-FAM: 5’-FAM-CTA TCC ACA GGA ACT C-MGB-NFQ-3’;
Arg 1064 Trp : R1064W-f: 5’-ACG GTT GAC GTG GAC ATT CC-3’, R1064W-1: 5’-GGA GTC CAA AGG CGT ACA TCA-3’,
R1064W-VIC: 5°-vIC-AAC TCC GGT CCC TG-MGB-NFQ-3’, R1064W-FAM: 5°-AAA CTC TGG TCC CTG C-MGB-NFQ-3").

A PCR reakcitt standard thermocycler-ben (MWG Primus) végeztiik, 5 pl-es reakcio
eleggyel, végpont fluoreszcenciat detektaltunk ABI Prism 6700HT Analyser (TagMan)
késziilékkel. A reakcioelegy térfogata 5 ul volt, 5 ng DNS-t tartalmazott, a primerek
koncentracidja 0,9 uM, a hibridizaciés primereké 0.2uM volt. Standard PCR
paramétereket alkalmaztunk: 10 perc kezdeti denaturacidt kdvetden 40 cikluson at: 15
sec 92°C-on ¢és 1 min 60°C-on. Kontrollként elézetesen megszekvenalt, ismert
nukleotidszekvenciaji mintakat hasznaltunk.
Fibroblaszt tenyésztés és stimuldlas

PXE-s betegeink bdrbiopszids mintdjabol fibroblaszt tenyésztést végeztiink 5%
CO,, 95% O, mellett 37°C-on, Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban (DMEM)
(Biochrom AG, Berlin), mely 10% fetal calf serum-ot (FCS) és 5% MEM-et
tartalmazott (GIBCO). A sejteket az 5-10. passzazs kozott hasznaltuk. A fibroblasztokat
vizsgélatainkhoz szubkonfluens &llapotban hasznaltuk fel. In vitro stimuldcidhoz a
mediumot 0,2% BSA-t (bovine serum albumin) és rekombindns human IL-1B-t (100
[L.U./mL) (R&D Systems) tartalmaz6 DMEM-ra, vagy a kontroll esetén phosphate
buffer saline-ra (PBS) cseréltiik, és tovabbi 48 ill. 72 6ran at inkubaltuk a sejteket. Az
inkubalas befejezése utan jéghideg PBS-el lemostuk a sejteket, és 1 ml PBS-ben vettiik
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fel Oket. A sejteket ultracentrifugalassal homogenizaltuk 5000 g mellett 10 percen at, és
a feliiluszot hasznaltuk az elasztaz aktivitas meghatarozésara.
Elasztaz aktivitas meghatarozasa

Az elasztaz aktivitdas meghatdrozast Szendréi és mitsai. altal korabban leirt
modon végeztiik, kis mddositassal. Szukcinil-trialanin paranitroanilidot (Suc(Ala);pNA,
SIGMA) haszndltunk szintetikus szubsztratként. N-etil-pirrolidonban (Fluka), 125 mM-
os koncentracidban oldottuk fel a Suc(Ala);NA-t, ezt az oldatot 1:10 ardnyban
higitottuk 0,1% Brij 35-t (Calbiochem) tartalmaz6é 100 mM koncentracidju Tris-HCI
pufferben, a pH:8,0 volt. A szubsztrat oldatabol 20 pl-t adtunk 30 pl sertés pancreas
elasztaz oldatahoz (Sigma) (0,286 mU/mL sertés pancreas elasztazt oldottunk fel 1:100
pH:8,0) és 220 uL 0,1% Brij 35-t tartalmazd 100 mM-os Tris-HCI puffert adtunk hozza.
Ezt a reakcioelegyet 37°C-on inkubdltuk és a spektrofotometridsan kovettiik a reakciot
405 nm-en Sunrise, Tecan spektrofotométerrel (Crailsheim, Németorszag). 1 U elasztaz
aktivitas definicioja: 1 nmol nitroanilin felszabaduldsa 6ranként (a molaris koefficiens

em=8800).
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4. Eredmények

4.1. A PON aktivitasa és lipid eltérések AD és VD betegekben

A vizsgalatban 30 (20 n6, 10 férfi) Alzheimer korban szenvedd, 40 (27 nd, 13
férfi) vaszkularis demens beteg és 40 (26 nd, 14 férfi) korban illeszkedd egészséges
Onkéntes vett részt. A bevalasztaskor a BNO-10 (¢s DSM-1V) diagnosztikus rendszert
hasznaltuk.
Lipid eltérések

Mind az VD, mind az AD betegek koleszterin szintje szignifikansan magasabb
volt (K: 4.71+0.89, VD: 6.3+0.8, AD: 6.52+0.7 mmol/l; p<0.001) a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva. Hasonl6 eltérést talaltunk az LDL koleszterin értékekben (K: 2.6+0.6,
VD: 3.96+0.8, AD: 3.8440.6 mmol/l; p<0.001). A triglicerid szint atlagértéke mindkét
betegcsoportban magasabb volt, de ez nem volt szignifikans (K: 1.06+£0.52, VD:
1.47+£0.8, AD: 1.68+0.1 mmol/I). A védd lipoprotein frakcido, a HDL szint az AD
betegekben szignifikdnsan magasabb volt, mint a K és a VD csoportban (K: 1.47+0.1,
VD: 1.43+0.31, AD: 1.95+0.1, mmol/l; p<0.001).
A szérum PON aktivitds

A HDL-hez kotott paraoxonaz aktivitas szignifikansan csokkent az Alzheimer és
vaszkuldris dementiaban szenveddknél az egészséges kontrollhoz képest (K: 188+55,
VD: 151+47, AD: 13140 U/l; p<0.05). A s6 stimuldlta paraoxonaz aktivitas
szignifikansan alacsonyabb volt mind az AD, mind a VD csoportban (K: 422+120, VD:
343+£89 AD: 272+100 U/l; p<0.05), mig az arileszterdz aktivitds szignifikansan nem
valtozott (K: 130+35, VD: 128440, AD: 123+34 U/l). Az egységnyi HDL-re juto
paraoxonaz aktivitds (PON/HDL) mind az AD, mind a VD csoportban szignifikdnsan
csokkent (K: 194+79, VD: 98.4+34, AD: 88.4+34; p<0.001).
ApoE isoformok eloszlasa

Az ApoE isoformok k6ziil 44%-ban fordult eld az E3/4, 33%-ban az E3/3, 19%-
ban a E4/4, 4%-ban az E2/3 az Alzheimer betegcsoportban, mig a vaszkuldris
dementiaban szenveddknél az ApoE megoszlasa a kovetkezd volt: 56%-ban E3/3, 38%-
ban E3/4, 6%-ban E2/3. Az egészséges kontrollokban 65%-ban E3/3, 23%-ban E3/4,
8%-ban E2/3, 1%ban E4/4, 1%-ban E2/4, 2%-ban E2/2 ApoE isoform fordult el (2.
Tabléazat).
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4.2. PXE-ban szenved6 betegeink klinikai jellemz6i
Pseudoxanthoma elasticumban szenvedo betegek adatai

Tanulményunkban 6 PXE-ban szenvedd beteg vizsgalatat végeztiik. A betegek
koziil ketten Németorszagbol szarmaztak (Regensburgi Egyetem), és négyen
Magyarorszagrol (DEOEC Borklinika, SOTE Borklinika). A betegek megfeleltek a
Lebwohl és mtsai altal 1994-ben ajanlott PXE klasszifikécios rendszernek. Az elérhetd
tiinetmentes hozzatartozokat szintén bevontuk a vizsgdlatunkba. A  genetikai
vizsgélatokhoz sziikséges EDTA-val alvadasgatolt vért, az elasztdz aktivitds méréséhez
sziikséges szérum mintat felvilagositas és beleegyezést kovetden vettiik le. 4 beteg (P2,
P3, P4) esetén a PXE 4&ltal nem érintett borteriiletbdl biopszids mintavétel tortént,
kontrollként plasztikai miitéten atesett betegekbdl (n=6) miitét sordn nyert szovetmintat
hasznaltunk. A tanulmany a helyi etikai bizottsag szabalyzata alapjan és jovahagyasaval
késziilt. Vizsgalt betegeink koziil 6t betegiink korlefolydsa megfelelt az irodalom alapjan
varhatd klinikai képnek. Minden betegiink esetében borbiopszia is megerdsitette a
diagnoézist. Egyéb kardiovaszkularis érintettséget nem detektaltunk. A betegek klinikai
¢s genetikai adatai a 2. Téblazatban taldlhatoak. Betegeink csalddtagjai kozott nem
fordult el6 manifeszt PXE. A csaladokban gyakori a hypertonia, a kardio- és
cerebrovaszkularis betegségek eléforduldsa, mely a hordozd heterozigdta genotipussal
Osszefliggésben all.

P6-0s betegiink klinikai megjelenése szintén jellegzetes a pseudoxanthoma
elasticum tiineteire, de a fenti betegektdl eltérden sulyosabb, szisztémas formaban
jelentkezett, igen korai kezdettel (2. Tablazat). A beteg bortiineteit 7 éves koraban
fedezték fel periumbilikélisan és a nyakon, az axillaban és a vallakon. Jelenleg, 27 éves
korban igen kiterjedt, szisztémas bdrérintettséggel rendelkezik. Egy éves koraban dertilt
ki hypertoniaja, ennek hatterében renovaszkularis eredet igazolddott, 8 éves koraban az
arteria renalis sziikiiletét sebészi uton megoldottak, azdta vérnyomasa normalizalodott.
Szemészeti komplikacidit 17 éves koraban fedezték fel, ,,angioid streak”, bilateralis
macula degeneracio és bal oldali csokkent vizus keriilt leirasra. Majd ezt kovetden
mitralis prolapszust ¢és mitralis inszufficienciat diagnosztizaltak. Mindhdrom
jellegzetesen PXE-ben érintett szervben igen koran sulyos formdban jelentkeztek
tiinetek az esetében. A beteg csalddjaban nem tudtak rokonhdzassagrol, és PXE-re
jellegzetes bortiinetei nem voltak egy csaladtagnak sem. Mindkét sziild anamnézisében

hypertonia szerepel, az édesanyanak tranzitorikus ischaemids agyi keringészavara volt.
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Beteg | Mutaciéo | Exon | Aminosav | Genotipus | Betegség | Bor- Szemtiinetek Kardio-
kezdete | tiinetek, vaszkularis

biopszia tiinetek

21 éves | C3490T |24. R1164X Homozigéta | 12 év PXE-re - -

magyar jellemzd

nd Biopszia:+

49 éves | C3421T |24. R1141X Kompound |8 év PXE-re Angioid streak, -

magyar | C4015T |28. R1339C heterozigota jellemzd Choroidea atrofia

né Biopszia:+

23 éves | T14844 |12. L495H Kompound |4 év PXE-re Pepper and salt -

német | C4015T |28. R1339C heterozigota jellemzo fundus

férfi Biopszia:+

53 éves | C3421T |24. R1141X Homozigoéta | 22 év PXE-re Angioid streak, -

német jellemzo Stulyos

férfi Biopszia:+ latasromlas

19 éves |C1552T |12. R518X Homozigéta | 10 év PXE-re - Mitralis

magyar jellemzo prolapszus

no Biopszia:+

27 éves | del23-29 |23-29 Kompound |7 év Sulyos, Angioid streak, Hypertonia (1¢),

magyar |del24-25 |24-25 heterozigdta disszeminalt | bilateralis macula | art. renalis

no Biopszia:+ degeneracio, sztendzis, mitralis

csokkent vizus prolapszus,
17 ¢) mitralis
inszufficiencia

2. Tablazat A PXE-ban szenvedo betegek adatainak 0sszefoglalasa

4.3. PXE-ban szenved6 betegeink genetikai analizise, csaladfa elemzése

Klinikailag jol karakterizalt 6 PXE-ben szenvedd beteg és elérhetd csaladtagjaik

ABCC6 génjének genetikai analizisét végeztiik.

5 beteglink esetében (P1-P5) a rendelkezésiinkre all6 adatok segitségével

csaladfa vizsgalatot végeztiink. A csalddtagok genetikai vizsgalata minden esetben
recessziv Oroklédésmenetet igazolt. P1-P5 betegiinkben 5 kiilonb6z0 pontmutéaciot
talaltunk (2. Tablazat), 3 koziilik homozigéta volt (P1, P4, P5), a P2 és P3 beteg
esetében kompound heterozigdta genotipust sikeriilt igazolni. A pontmutaciok kozott 2
misszensz R1339C, L495H, és 3 nonszensz mutaciot (R1164X, R1141X, R518X)
igazoltunk.

P3-as betegiink genetikai analizise soran a 28-as exonban az R1339C (C4015T)
misszensz mutdciot azonositottuk, erre nézve a beteg heterozigota volt. Ezen kiviil a
korabban mar publikalt betegségokozd mutacion kiviil két, eddig még nem kozolt
nukleotid polimorfizmust taldltunk: a 23-as exonban a R1064W (C3190T), és a 12-es
exonban [495H (T1484A) eltéréseket. Ezt kovetéen SNP ¢és mutacid detektalast

végeztlink TagMan real-time PCR assay-hasznélataval, melynek sordn a T1484A
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(L495H) pontmutacio, mely Leucin — Hisztidin cserét eredményez a 12-es exonban,
betegségokozé mutacionak bizonyult, melyet elsdként detektaltunk. Igy a betegiink
kompound heterozigota az R1339C és a L495H mutaciokra. Az L495H 1) mutéciot a
csalad anyai agaban sikeriilt azonositani, mig az R1339C mutaciét a csalad apai agaban.
P6-o0s betegiink (2. Tablazat) DNS szekvenaldsa soran nem sikeriilt mutaciot
igazolni az 1-23 és 26-31 exonokban. A 24. és 25. exon amplifikicidja sordan végzett
PCR reakcid nem eredményezett PCR produktumot, igy felvetddott hogy a beteg
mindkét alléljén hidnyzik ez a genomidlis régio. Hosszti DNS templatok amplifikélasara
kilobazis, kb) rovidebb PCR produktum keletkezett, mint a kontrollban (6,71 kb) (1.
Abra). A beteg édesanyja heterozigota volt erre a 24-25 -6s exont tartalmazo deléciora,
mivel az § esetében a rovidebb PCR termék mellett normal nagysagi PCR produktum is
keletkezett (1. Abra).
Betegiink ¢desapjanak egyik alléljén intronikus primereket (1. Tablazat) kombinacioban
alkalmazva igazoltuk, hogy hordozza a gyakran el6forduld 23-29 exonokat érintd
deléciot.
Az 1j, eddig még nem kozolt del24-25 torési pontjanak azonositasa céljabol a P6-os
beteg DNS mintdjabol a 23 forward (F) és 26 reverse (R) primerekkel tortént PCR
reakciobdl szarmazo 2,03 kb nagysagh fuziés PCR termékben DNS szekvenalast
végeztiink olyan primerekkel, melyek a 24-es és 25-6s exonok koré lokalizalodnak. Igy
azonositottuk a torési pontot a 2. Abran lathaté pozicioban a megadott primerekkel. A
torés mind 3’, mind az 5 régidban ismétloddé timineket tartalmazd DNS szakaszban
kovetkezett be. A fuzi6 helyének megerdsitése céljabol ijabb PCR reakcidt végeztiink a
2,03 kb nagysagu fuzios terméken, a torési ponthoz lehetd legkdzelebb pozicidba
lokalizalt primerekkel: 23intlF és 25int1R (1. Tablazat). Ebben a reakcioban egy 172
béazispar hosszisagl terméket kaptunk (1. Abra), ennek szekvenalasa megerdsitette az
elézéekben feltételezett torési pontot (2. Abra), ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a
2,03 kb hosszusagu fuzios termék szekvenaldsa soran. A delécio lokalizacidja repetitiv
DNS szakaszok kozott (Alu repeat) helyezkedik el. A proximalis torési pont egy 295
helyezkedik el. A disztalis torési pont egy ismétlddé T-ket tartalmazd szakaszban
helyezkedik el, a 295 bazispar hosszusagu ,,Alu-repeat” (Alulb) szakasz kdzepén. A
delécid poziciodit a 16-os kromoszoma teljes szekvencidjanak adatbazisa alapjan (2004.

madj.) hataroztuk meg.
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A betegben a 24-es és 25-0s exon PCR reakcidja soran PCR termék nem volt kimutathaté (az abran nincs

feltlinteve).
A: Hosszii DNS templatok amplifikalasara alkalmas ,,Long range PCR” reakcioval a 23-26-os exon

oszlop), a beteg édesapja (F oszlop) és édesanyja (M oszlop) genomikus DNS mint4jabol, a betegben (P)
4,68 kilobazissal (kb) rovidebb, (2,03 kb nagysagi) PCR produktum keletkezett, mint a kontrollban (6,71
kb). A beteg édesanyja heterozigdta erre a deléciora, az 6 esetében (M) egy normal méretli (6,71 kb) és
egy rovidebb PCR produktum (2,03 kb) is keletkezett.

elhelyezkedd 23intlF és 25intlR primerekkel, egy 172 bp nagysagu fuzios terméket kaptunk, mely
tartalmazza a torési pontot a beteg (P) és édesanyja (M) mintajaban.

C: ,Long range” PCR a 22F és 31R primerekkel (1. Tablazat). A nagy tavolsag miatt PCR termék nem
keletkezhet a kontroll DNS mintaban (C). A betegben (P) és az édesapja (F) esetén egy rovidebb (4 kb
nagysagu) PCR produktum volt kimutathat6 az allélrdl ahol a delécio bekovetkezett.

D: Az IVS22F és IVS29R intronikus primerek (1. Téablazat) hasznalatival egy a torési pontot is
tartalmaz6 0,5 kb nagysagi PCR termék keletkezett a betegben (P) és az édesapja esetén (F), de a kontroll
mintaban nem volt kimutathato.
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+359 = - -1074

2.03 kb (fusion)
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AluJo AluSg/x MIR AluJb  AluJo/FRAM

2. Abra. Az ABCC6del24-25 delécié genomikus elhelyezkedése és a torési pont
lokalizacioja

A vad tipust, 23F és 26R primerek hasznalataval keletkez6 PCR termék 6,71 kb hosszasagi. A
genomikus delécid, mely a betegben és édesanyjaban volt kimutathatd 4,68 kb nagysagt, és egy 2,03 kb
nagysagu PCR produktumot eredményez a 23F és 26R primerekkel végzett PCR soran. A 2,03 kb

nagysagu fragmentum DNS szekvenalasaval kimutattuk a torési pontokat a 23-as és 25-0s intronban két,

ey

a 26-os exon 5’- végétdl (-1064 nukleotid) adtuk meg. A rekombinacié két Alu-repeat szakasz kozepén
jott 1étre. A tovabbi kozeli ismétl6do szakaszokat is feltiintettiik (Alu, MIR).

4.4. Elasztaz aktivitas

Vizsgélatainkban 4 PXE-ban szenvedd betegiink (P2,P3,P4) bdrbiopszids
mintdjabol szarmazo fibroblasztokbdl intracelluléris elasztaz aktivitdst hataroztunk
meg, ¢és Osszehasonlitottuk 6 egészséges kontrollbdl szarmazo fibroblaszt mintajaval.

Kisérletiinkben mind a kontroll, mind a PXE fibroblasztokban nagyobb elasztaz
aktivitast kaptunk 72 6ras inkubalas utdn, mint 48 6ras inkubalast kvetden. A PXE-
sejtekben az alap elasztdz aktivitas nagyobb volt, mint a normal fibroblasztoké, ez a
kiilonbség 48 oras inkubalas utan nem bizonyult szignifikansnak T teszt alkalmazéasaval,
de 72 o6ras inkubalast kovetden PXE sejtek elasztdz aktivitdsa szignifikdnsan nagyobb

volt, mint a kontrollokban (p<0,05) (3. Abra).
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A szubkonfluens fibroblaszt tenyészeteket I1L-1B-val stimulaltuk (100 U/ml), ez
szignifikans elasztdz aktivitasndvekedést eredményezett mindkét csoportban (p<0,05).
Az IL-1P stimulacié nagyobb mértékii elasztaz aktivitasnovekedést idézett eld a kontroll
sejtekben (48 o6ra inkubacid utan 117%-al, 72 6ra inkubacié 164%-al nétt meg az
enzimaktivitas), mint a PXE sejtekben (48 ora stimulélas utdn 55%-al, 72 6ra stimulalas

utan 56%-al nagyobb enzimaktivitast detektaltunk) (3. Abra).
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3. Abra

In vitro intracellularis elasztaz aktivitas meghatarozas egészséges kontroll egyének, és PXE-ban szenvedd
betegek bdrbiopszids mintajabol nyert fibroblasztokban IL-1 8 (100 U/ml; 48 és 72 h) stimulacioval és
anélkil. A ,,vehicle” reprezentalja az IL-1 B stimulacié nélkiili mintakat, ahol az inkubacio soran a
sejtkulturahoz hasznalt mediumhoz 0,2% BSA-t adtunk. Az oszlopokon a 4 PXE beteg és 6 normal
kontroll minta enzimaktivitasainak atlagértékét tiintettik fel +£S.D. egységnyi proteinmennyiségre

vonatkoztatva.

19



5. Megbeszélés

5.1. Lipideltérések ¢és az antioxidans PON1 aktivitaisa AD ¢és VD
betegcsoportokban

Az Alzheimer betegségben, vaszkularis dementidban, és az atherosclerosisban
¢észlelt pathogenetikai torténések sok vonatkozasban hasonléak. Megfigyelhetd a
lipidanyagcsere megvaltozasa és az oxidativ folyamatok szerepe a kialakulasukban.

Az irodalmi adatokkal egyezden azt talaltuk, hogy az ApoE-4 isoform joval
gyakrabban fordul el6 AD tipust dementia esetén. Mindkét dementia-csoportban
szenvedd egyének szérum koleszterin és LDL koleszterin szintje szignifikdnsan
magasabb volt az egészséges kontrollcsoporthoz képest vizsgalatainkban. Ezzel
szemben az Alzheimer tipusu dementiaban szenvedd egyének HDL koleszterin szintje
szignifikdnsan magasabb volt, mint a vaszkularis dementidban szenveddk ¢és az
egészséges kontroll egyéneké. Hasonld eredményekrdl szamoltak be Kalman és mtsai
is.

Az antioxidans hatast, LDL-protektiv, HDL-hez kotott paraoxondz enzim

aktivitds szignifikdnsan nem valtozott a betegcsoportokban az egészséges
kontrollcsoporthoz képest, csak a s6 stimulalta paraoxonaz aktivitds csokkent
szignifikansan a betegcsoportban, ami azt sugallja, hogy a fokozott aktivitisra kevésbé
képesek a fenti betegcsoportban szenvedd egyének HDL-hez kotott enzimjei.
Mivel a paraoxonaz a HDL-hez kotddik és a korabbi vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy
az Alzheimer dementidban szenvedék HDL szintje szignifikdnsan magasabb volt, ez
felvetette azt a kérdést, hogy az egységnyi HDL-re vonatkoztatott PON aktivitas hogyan
valtozik a betegcsoportban az egészséges kontrollcsoporthoz képest. Az egészséges
kontrollcsoporthoz képest szignifikansan csdkkent mind az Alzheimer tipust, mind a
vaszkularis dementidban szenvedd egyének PON/HDL aktivitasa.

Eredményeink alapjan felvetddik, hogy a pathomechanizmus szempontjabol
fenti betegségekben nem csak a fokozott oxidativ folyamatok és lipid eltérések
jatszhatnak szerepet, hanem ezek kivédését szolgdldé un. antioxidativ rendszer

miuikddésének, jelen esetben a HDL-hez kotott paraoxonaz aktivitasanak csokkenése is.

5.2. A PXE-ben szenvedo betegeink klinikai manifesztacioja és genetikai eltérései
P6-0s 27 éves betegiink genetikai analizise soran a PXE hatterében genomikus

deléciot igazoltunk az ABCC6 gén mindkét alléljén. Két delécid kombinalodéasa egy
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betegben eddig még nem keriilt kozlésre. Az ABCC6del23-29 a 3. transzmembran
domén és az NBD2 szekvencidjanak az elvesztéséhez vezet, igy egy funkcidképtelen
ABCC6 proteint eredményez. A legtobb ismert muticio a fehérje C-termindlis részét
érinti, kiilonosen a 24. exonban gyakoriak az eltérések, amely a nagyobb intracellularis
hurkot kodolja a fehérjén beliil, mely kulcsfontossagu a fehérje ATP kotéséhez és
transzport funkcidjdhoz.

PXE klinikai megjelenése intra- és interfamilidris valtozatossagot mutat. Ezidaig
nem irtak le egyértelmii genotipus-fenotipus korrelaciot.

P6-0s, 27 éves betegiinkben az ABCC6 mindkét alléljén deléciot azonositottunk
genetikai elemzésiink sordn, és mindkét delécido a fehérje miikddése szempontjabol
kiemelkedd fontossagu lokalizacioji. A szokatlanul sulyos klinikai kép, a korai kezdet,
a betegség szisztémas megjelenése megerdsiti ezen régiok fontossagat. El0szor irtunk le
kompound heterozigéota deléciot PXE genetikai hatterében. A durva genetikai eltérések
nagyon korai kezdettel €s igen sulyos, szisztémads klinikai képpel tarsultak vizsgalt P6-
os beteglink esetében. Mindezek az adatok felvetik jelen esetiinkben a genotipus-
fenotipus kozotti korrelacio lehetdségét.

Tovabba esetiink felhivja a figyelmet a genomidlis delécid irdnyaba torténd
vizsgélatok fontossagara a PXE-s betegek esetén, hiszen az exonspecifikus PCR ¢és
szekvenalas a delécioval rendelkezd betegek esetén félrevezetd lehet, elfedheti a jelen

1évo deléciot.

5.3. A PXE fibroblasztok megnovekedett elasztaz akitvitasa

PXE-ben az elasztikus rostok koros méretiick, deformalt alakaak, feltoredezettek
és intrafibrillarisan akkumulalodott Ca™ jonokat tartalmaznak. Mivel az elasztiz az
elasztint hasitja, felmeriil az esetleges koéroki szerepe PXE-ban. Korabban kimutattak,
hogy a PXE fibroblasztok elasztdz aktivitasa fokozott, és a fibroblasztok elasztaz
aktivitasat az IL-1p upreguldlja, ezért azt vizsgaltuk, hogy a PXE sejtek megvaltozott
elasztaz aktivitdsasban lehet-e szerepe az IL-1f hatdsnak.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a PXE fibroblasztok nagyobb bazilis elasztiz
aktivitassal rendelkeztek, de relative rezisztensek az IL-1 stimulaciora.
Az IL-1B lényegesen befolyasolja a fibroblasztok miikodését, hatissal van az
extracellularis matrix komponenseinek termelésére kiilonb6zd szignal transzdukcios
utvonalakon keresztiil, melyek tartalmazzak az NFxf3, INK/AP1, P38 MAP kinazok ¢és

az ERK szignalokat. Kisérletiinkben koros valaszreakciot észleltink PXE-s
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fibroblasztjainkban I1-1B stimulaciot kdvetden az elasztdz aktivitas tekintetében. Az IL-
1B hatékonyabbnak bizonyult az egészséges fibroblasztokban. Mindez felveti a
lehetdségét annak, hogy az IL-1f citokinnek a gyulladasos-, autoimmun korképeken és

az atherosclerosison kiviil szerepe lehet a PXE patomechanizmusaban is.

6. Osszefoglalas

Az Aaltalunk vizsgélt kiillonbozd korallapotok patomechanizmusédban kozos
folyamatok vesznek részt, ezek az antioxiddns rendszer csokkent kapacitasa,
dyslipidaemia, fokozott szerin protedz aktivitas, az extracellularis matrix eltérései.

A két vizsgalt dementia tipusban az egységnyi HDL-re jut6 PONI1 aktivitas

csOkkenését tapasztaltuk, mely a vaszkularis dementia esetében nem meglepd, hiszen ott
az elvaltozasok alapja az atherosclerosis folyamata. A fokozott atherosclerosissal jaro
allapotok és a csokkent paraoxonaz aktivitas kapcsolata ismert.
Az Alzheimer dementia esetében a fokozott oxidativ stressz, €s a lipideltérések szerepét
kordbban az irodalomban ismertették, emellett vizsgdlatunk alapjan felmeriil az
antioxidans rendszer csokkent kapacitasanak etiologiai szerepe is, mivel az antioxidans
PONI1 csokkent aktivitasat detektaltuk. A PONI1 aktivitasanak csokkenése leginkabb a
megvaltozott mikrokdrnyezetnek koszonhetd, nem pedig a genetikailag determinalt
polimorfizmusoknak.

A pseudoxanthoma elasticum kialakuldsat az ABCC6 transzporter fehérje
defektusa okozza. Az ABCC6 természetes szubsztratja ismeretlen, tovabba az sem
tisztdzott hogy mi az Osszefiiggés a fehérje miikddése és az elasztikus rostok
feltoredezése kozott.

Vizsgalatunkban a korkép hatterében allo ismert mutaciok sorat bovitettiik, eddig még
két, le nem irt mutacié azonositasaval. A PXE fibroblasztok funkciondlis vizsgalata
soran szintén sikeriilt az el6zéekkel rokon folyamatot detektdlni: a fibroblasztok
emelkedett elasztaz aktivitasat talaltuk, melynek szerepe jol ismert az atherosclerotikus
1ézidk kialakulasaban. Ezen kiviil a sejtek elasztaz aktivitasa kevésbé volt érzékeny az
IL-1B stimulaciora, igy felmeriil a gyulladasos citokin szerepe is a tiinetek
kialakuldsdban. Tovabbi vizsgalatokat terveziink a megvaltozott IL-1p regulacio, és az
extracellularis matrix eltéréseinek tanulméanyozaséara, melyekkel 0j adatokat nyerhetiink

az ABCC6 fehérje szerepére vonatkozoan.
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