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1. Irodalmi attekintés

1.1. Bevezetés

Az atherosclerosis Osszetett patomechanizmusaban a ,,response to injury” (1)
elmélet alapjan az érfal endothel sériilését koveti a gyulladdsos folyamat, melynek
progressziojat a sejtes (endothel, simaizomsejt, fibroblaszt, monocyta, lymphocyta,
thrombocyta, dendritikus sejtek) és a nem sejtes elemek (citokinek, akut fazis proteinek,
alvadasi faktorok) kozotti kolcsonhatas hatdrozza meg. Az érfal szerkezeti eltérések
kialakulasaban lokalisan a subendothelialis teriiletben jelen 1évo extracellularis matrix
elemei (kollagének, elasztin, gliikdz-aminoglikdnok) jatszanak kulcsszerepet. Az életkor
elérehaladtaval és az atherosclerotikus plakkok progressziojaval az érfal rugalmassagat
biztosito elasztikus rostok mennyisége csokken, az elasztint hasito elasztaz aktivitds nd
(0sszefoglalva: Robert L és mtsai) (2), ennek kovetkeztében az elasztin degradacids
produktumok mennyisége nd, melyek jelenléte befolyasolja az NO dependens
vazodilataciot, a cholesterol szintézist, az extracellularis matrix bioszintézist (2) .

Az utdbbi évtizedekben szamos tanulmany igazolta, hogy az emelkedett LDL
koleszterin ¢€s mas ApoB tartalmi lipoproteinek jelentdsen megnovelik az
atherosclerosis kialakuldsanak valoszintliségét (3). Epidemioldgiai tanulmanyok szerint
az alacsony HDL koleszterin szint szintén fliggetlen rizikofaktora a kardiovaszkularis
betegségek kialakuldsanak (4).

Vizsgalatainkban olyan kiillonbozé  etiologiaji  betegségben  szenvedd
betegcsoportokat vizsgaltunk, ahol az eltéré eredet ellenére hasonld, az atherosclerosis

patomechanizmusaval rokon lipid metabolizmus-, oxidativ kornyezet- és extracellularis



matrix valtozasok észlelhetoek. Az altalunk vizsgalt betegek koziil az Alzheimer kérban
¢s vaszkularis dementidban szenvedd betegek gyakrabban eléforduld koérallapotokat
képviselnek, a Pseudoxanthoma elasticum (PXE) joval ritkdbban fordul elo,

patomechanizmusa €s genetikai hattere jelenleg még nem ismert részleteiben.

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

1.2.1 Az LDL partikula felépitése és az LDL oxidacio

Az LDL lipidfrakcioja koleszterin-észtert és trigliceridet tartalmaz a magban,
mig a kiilsé kopenyben foszfolipidek, elsésorban lecitin, szfingomyelin és lizolecitin,
valamint koleszterin talalhat6. A fehérje frakcio legfontosabb eleme az ApoB-100. Az
LDL zsirsav- tartalméanak tobb mint fele tobbszordsen telitetlen zsirsav (PUFA), foként
linolénsav, valamint arachidonsav. Ezen PUFA-k szabadgyokok altali oxidativ
karosodasa ellen az LDL partikulumhoz asszocialt alfa-tokoferol, karotinoid, ubiquinol,
stb. véd6 hatast fejt ki. Az LDL oxidaciojaban fémionok (Fe*,Cu®), lipoxigenazok,
myeloperoxiddzok ¢és reaktiv nitrogén gyokok jatszanak szerepet, az endogén
antioxidansok kimeriilését kovetéen a telitetlen zsirsavak gyors oxidacioja

kovetkeztében lipid hidroperoxidok, majd reaktiv aldehidek képzddnek (5).

1.2.2. Az oxidalt LDL szerepe az atherogenezisben

Az oxidalt LDL (oxLDL) kozponti szerepet jatszik az atherosclerosis
folyamataban: a modosult LDL atherogen valaszt valt ki és fokozza a gyulladasos
folyamatokat. Az oxLDL kisebb része a makrofagok SR-A receptorain, nagyobb része a

B tipusu CD36 scavenger receptorokon keresztiil keriil felvételre kontrollalatlanul,



melynek kovetkeztében a makrofagokbol habos-sejtek (foam sejt) képzddnek (6) a
subendothelialis térben. Ezen kivil az oxLDL szamos egyéb proatherogen
tulajdonsaggal rendelkezik: kemotaktikus hatasi a monocytdkra és T sejtekre,
cytotoxikus hatdsu az endothel sejtekre, fokozza a VCAM-1 (vascular adhesion
molecule 1), [CAM-1 (intracellular adhesion molecule 1), az IL-1 (interleukin-1), az IL-
8 (interleukin-8), és a MMP1 (metalloproteindz 1) expressziojat, aktivalja a nuklearis
faktor kp-t (NFkf), gatolja az NO felszabadulasat és hatasat, fokozza a thrombocytak
aggregaciojat és prokoagulans hatassal is bir (7).

A képzddd oxLDL mennyiségét jelentdsen befolyasolja a nativ LDL mennyisége, ennek

meghatarozoja pedig a plazma LDL szintje.

1.3. A HDL partikula és a HDL antiatherosclerotikus hatasa

A HDL lipoprotein osztalyt heterogén makromolekularis komplexek alkotjak,
melyeket 50%-ban lipidek, 50%-ban fehérjék alkotnak. A HDL alosztalyok
lipidosszetételiilkben, apolipoproteinekben, enzimekben, lipid transzfer proteinekben
térnek el egymastol, ezen eltérések alakjukban, méretben, denzitasban, toltésben és
antigenitasban eredményeznek kiilonbséget (8).

Ultracentrifugalassal a HDL legalabb két tovabbi frakciora bonthat6 a denzitas
alapjan. A “konnyebb” HDL2 relative gazdag lipidekben, és kevesebb fehérjét tartalmaz
a “nehezebb” HDL3-hoz képest.

A fehérje-frakciot 70%-ban ApoA-I, 20%-ban ApoA-II, 10%-ban egyéb
fehérjék alkotjak. Az apolipoprotein-tartalom alapjan megkiilonboztetiink kizardlag 4
db ApoA-I-et (HDL2), 2 ApoA-I-et és 2 ApoA-II-t tartalmaz6é (HDL3), valamint ApoE-

ben gazdag HDL-t. Ez utébbi HDL frakci¢ “konnyebb”, mint a HDL2. A plazma HDL



frakcidja poliakril-amid gradiens gélen futtatva elektroforetikus mobilitas alapjan
tovabbi alcsoportokra oszthat6. (9). A HDL alcsoportok atméréjét az elektroforézis
soran ¢szlelt mobilitds és lokalizacio alapjan meghataroztak: a HDL,,: 8,8-9,7 nm,
HDLyy: 9,7-12 nm, HDL3,: 8,2-8,8 nm, HDL3y,: 7,8-8,2 nm, HDL3.: 7,2-7,8 nm (9). A
két f6 apolipoprotein, az ApoA-I és az ApoA-II a mdjban szintetizalodik. Az ApoA-I-et

a vékonybél is szintetizalja kisebb mennyiségben az ApoA-IV-el egyiitt (10).

1.3.1. A HDL partikula protektiv szerepe

Epidemioldgiai tanulmanyok igazoltak, hogy a kardiovaszkularis betegségek
kialakulasaban a HDL-koleszterin alacsony szintje az egyik legjelent6sebb
rizikdfaktorként szerepel (4). Ezen megallapitast kdvetéen a HDL partikula szamos
antiatherogen tulajdonsagat azonositottdk. A HDL komplexhez asszocidlt fehérjék

lényegesen meghatarozzak a HDL antiatherosclerotikus hatékonysagat.

1.3.2. A reverz koleszterol transzport

A HDL antiatherogen funkcioja Osszetett, ezek koziil az egyik legfontosabb a
reverz koleszterol transzportban betdltott lipid transzporter szerepe: a nascens HDL
kapcsolatba keriil a periférids sejtekkel, ahonnan felveszi a szabad koleszterint és
foszfolipideket, majd a majba juttatja.

A lipidszegény, tilnyomodan ApoA-I-et tartalmazd, a majban vagy a bélben
termelédé HDL partikula a lipolizis sordn megteldédik trigliceridben gazdag
lipoproteinekkel és foszfolipidekkel, és a PLTP szabad koleszterint szallit a
sejtmembranok fel6l a HDL-be. Ezekben a diszkoidalis HDL partikuldkban a
koleszterin észterifikalodik a lecitin koleszterol aciltranszferaz (LCAT) hatasara. Az igy

keletkezett koleszterin észter a HDL partikula magjaba transzferalodik, ezaltal képessé



vélik tovabbi szabad koleszterin felvételére a periférias donor sejtekbol. Igy kialakul a
még mindig korong alakia HDL3. Ez tovéabbi koleszterin észter felvételével gomb alaka
HDL2-v¢ alakul, mikézben az ApoE tartalma ApoA-I-re cserélddik. A HDL2 egy
kisebb része ismét HDL3-ma alakul a hepatikus lipaz (HL) hatasara, nagyobb része a
koleszterin észter transzfer protein (CETP) segitségével a koleszterin észter tartalmat a
VLDL és IDL részecskéknek adja at, vagy koleszterin észter tartalmat kozvetleniil a
majba juttatja az SR-BI receptorokon keresztiil (11).

A reverz koleszterol transzportban résztvevd fehérjék, lipoproteinek, transzfer
proteinek cirkulacidban vesznek részt ujra és jra regeneralodva, hogy az akceptor
funkcidjukat folyamatosan fenntarthassak. A reverz koleszterol transzportban szerepet

jatszik az ATP binding cassette transporter A1 (ABCA1) transzportfehérje is (12).

1.3.3. A HDL érfalra kifejtett hatasai

A HDL antiatherogen szerepében hatast fejt ki az érfalra, gatolja a monocytak a
VCAM-1 ¢és ICAM-1 altal mediélt endothelialis adhéziojat (13). A HDL in vitro
fokozza az NO szintetaz (NOS) aktivitasat és Nitrogén-monoxid (NO) kidramlast okoz
(14). Elésegiti az endothel sejtek altal termelt posztaglandin I, (prostacyclin) képzését,
csokkentve ezzel a thrombocyta aggregaciot, igy az atherosclerotikus plakk

progresszidjat (10).

1.3.4. A HDL antioxidans hatasai

A HDL antioxidans hatdsaért jelentds részben a HDL-hez kotott enzimek
felelosek. Koziilik legjelentdsebb a human paraoxonaz-1 (PON1), de joval kisebb
mértékben néhany egyéb HDL-hez kotott enzim pld. thrombocyta aktivalo faktor acetil

hidroldz (platelet-activating factor acetil hidroldz, PAFAH), lecitin-koleszterol
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aciltranszferaz (LCAT), glutation peroxidaz (GPX) és az ApoA-I is hozzajarul a HDL
lipid peroxidéciot gatld hatdsahoz. A HDL antioxidans hatdsahoz tovabba hozzajarul a
lipid hidroperoxidok eltavolitasa az LDL-bdl, azok elszallitdisa a majba a reverz
transzportmechanizmus részeként, valamint egyes prooxidans hatasu atmeneti fémek

megkotése (15).

1.4. Az antiatherogen hatasu paraoxonaz

1.4.1. A human PONI

In vitro tanulményokban kimutattak, hogy a HDL gatolja az LDL oxidaciot €s
csokkenti az oxLDL biologiai aktivitasat (16,17).

A paraoxondz (PON) 1 egyike a HDL asszocialt fehérjéknek, melyek
hozzéjarulnak a HDL antiatherogen tulajdonsagaihoz. A PON1 HDL-hez kapcsolddo,
45 kDa méreti Ca™ dependens arilészteraz, mely szorosan asszocialt az ApoA-I-hez és
a clusterinhez (ApoJ) (18,19). A PON1 t6bb tamadasponton fejti ki antioxidans hatasat:
in vitro gatolja az LDL-partikulumok oxidalodasat (20), melynek kovetkeztében
hatékonyan csokkenti a szérumban az oxidalt lipidek mennyiségét, melyeknek jelentds
szerepe van az atherosclerosis kialakuldsdban. Ezen kiviil gatolja az oxidalt LDL altal
indukalt proinflammatorikus folyamatokat, melyek szintén hozzajarulnak az
atherosclerosis progresszidjahoz. Kimutattdk, hogy a tisztitott PON1 meggatolta az
oxidalt LDL endothel aktivalé hatasat (21). A PONI1 tovabba gatolja a HDL
lipoproteinjeinek oxidaciojat is, igy segiti a HDL fiziologids antiatherosclerotikus

funkcidjanak megdrzését is (22).
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A PONI leginkdbb a nagyobb méretii, trigliceridben gazdag HDL2 partikuldhoz

asszocialt (23). A PONI1 a majban szintetizalodik és a szérumba szekretalodik.

1.4.2. A PONI hatasai

Rosenblat és mtsai kimutattdk, hogy a PON1 a direkt LDL oxidaci6 gatlason
kiviil megvaltoztatja a makrofagok foszfolipid Osszetételét, lizofoszfatidilkolin (LPC)
tartalmuk megnd, igy stimuldlja a HDL kotodést és a makrofagok HDL medialta,
ABCALI transzporteren at torténd koleszterol effluxat (24), tehat igy a reverz koleszterol
transzport fokozéasa is hozzajarul a PON1 komplex, tobb tamadasponti antiatherogén
hatasahoz.

A PONI1 képes a HDL ¢és foszfolipidben gazdag képletek kozott transzferalddni,
mint pl. a sejtmembran. Immunfluoreszcens vizsgalatok a transzfektalt CHO sejtek és
HuH-7 hepatocytdk membranjanak kiils6 felszinére lokalizaltdk az enzimet (25). A
HDL képes a membran-kotott PON1 felvételére, ez receptor-medialt mechanizmussal
torténik, hatterében valdsziniileg az SR-BI scavenger receptor all (25), mely ApoA-I-,
ApoA-II- tartalmu HDL és foszfolipid micellak megkotésére képes (26).

A PONI1 ,knockout” egérbdl szarmazé HDL-rél kimutattdk, 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 (27).

1.4.3. A PON2 és PON3

A PON géncsalad 3 tagja a PONI, PON2 és a PON3 szorosan egymas mellett

cres

paraoxonaz elnevezés arra utal, hogy a PON1 képes szerves foszfatok, igy az inszekticid
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parathion hidrolizisére, elséként ezt az aktivitasat fedezték fel. Am az elnevezés
pontatlan annyiban, hogy a PON2 ¢és PON3 nem rendelkezik paraoxondz aktivitassal
(29). Mindharom forma képes hidrolizalni aromas és hosszu lancu laktonokat (30), ezt a
PON csaléad laktonéaz aktivitdsanak nevezik.

A PON2 szamos szdvetben expresszaloddé 44kDa molekulatomegli intracelluléris
protein, mely valosziniileg szintén antioxidans szereppel bir (31), képes gatolni in vitro
az LDL oxidaciot, melynek pontos mechanizmusa jelenleg tisztazatlan.

A PON3 a majban szintetizalodik, a szérumban megtaldlhato, HDL-hez asszocialt 40

kDa molekulatomegii antioxidans protein (32).

1.4.4. A PONI polimorfizmusai és az aktivitast befolyasolo tényezok

A PONI1 két ismert gyakori polimorfizmusa: a metionin-leucin (MS55L)
szubsztitlicid az 55-0s pozicidban, és a 192-es aminosav glutamin-arginin (Q192R)
szubsztiticidoja. Az M/L55 polimorfizmus Osszefliggését kimutattdk — stroke,
korondriabetegség, Parkinson kor, dyslipidaemia (LDL-koleszterin szint) esetében,
tovabba a PON fehérje mennyiségével, a PON1 mRNS szintjével és a paraoxonnal
szembeni aktivitasaval (0sszefoglalva: CJ Ng és mtsai.,, 2005) (33). A Q/R192
polimorfizmus az enzimaktivitast befolydsolja: a kiilonboz6 szubsztratok, igy a
paraoxon, diazoxon, soman ¢és sarin hidrolizisét (6sszefoglalva: CJ Ng és mtsai., 2005)
(33). Szamos klinikai vizsgalat késziilt az utobbi idében arra vonatkozdan, hogy az
egyes polimorfizmusok altal kodolt fehérjék genotipusa és az LDL oxidaciot gatlo
képesség kozotti Osszefliggést felderitsék, tovabba hogy az egyes formak kiilonb6zo
kardiovaszkularis rizikot determinalnak-e. A vizsgélatok eredménye nem egybehangzo:
szamos esetben taladltak a PON1 192R és PONI1 55M genotipusok ¢és a fokozott

kardiovaszkularis riziké kdzott 6sszefiiggést, mig mas tanulmanyokban nem (34).
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Valoésziniileg az enzim funkcidjdban ¢s a kardiovaszkularis mortalitasra
gyakorolt hatdsaban nem kizarolagosan a genotipusnak van szerepe. Az utobbi idében
né¢hany tanulmanyban azt talaltdk hogy a PON1 szintje szignifikdnsan csokkent ISZB-s
esetekben a genotipustdl fiiggetleniil (34,35,36,37). A PON1 vizsgalatakor a genotipus
egyiitt értékelendd az enzim kvalitativ és kvantitativ jellemzoéivel (37). A PONI1
aktivitdsa pontosabban jellemzi a kardiovaszkularis betegségek kialakulasanak
valoszintiségét, mint a PON1 genotipusa (36,37).

Egy 2004-ben publikalt, 43 korabbi vizsgalat eredményeit 0Osszegz0

cre

crer

ey

szerepe a pathologias allapotokban jelenleg tisztazatlan.

A gyulladas folyamata az atherosclerosis progresszidjanak fontos része. Akut
fazis folyamatdban a HDL azon képessége gyengiil, hogy részt vegyen a reverz
koleszterol transzportban, és csokken az LDL oxidacid elleni protektiv szerepe is. A
PONI1 aktivitasat befolyasold tényezok kozé tartoznak a gyulladasos citokinek, in vitro
kisérletekben a TNF (tumor nekrézis faktor), IL-1, IL-6 csdkkentette a PONT1 aktivitasat
¢s a PON1 mRNS expressziojat (39,40). A fokozott oxidativ stressz allapotaban
oxPAPC (oxidalt 1-palmitoil-2-arachidonil-sn-glycero-3-foszforilkolin) és mmLDL
medialta utvonalon (40).

Az azonos genotipust egyének PON1 szérum koncentracioja és aktivitasa kozott
jelentds, akar tizenharomszoros kiilonbségek is észlelhetéek. A PON1 szérum szintjét a

genetikai polimorfizmusokon kiviil egyéb tényezdk befolyasolhatjak: diéta, életmod,
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kiilonbozdé korallapotok (34). Mivel a HDL szerepel a PON1 vektoraként, ennek
megfeleldoen a HDL deficiens allapotokban csokkent PON1 szintet detektaltak (41). A
PON legnagyobb affinitdssal a nagyobb méreti HDL-hez asszocidlt, igy azokban az
allapotokban, amelyek a HDL méretének csokkenésével jarnak, pl. diabetesben, szintén
csokken a PON1 mennyisége (42).

Kimutattak, hogy a kornyezeti tényezOok koziil a diéta is hatassal bir a PON1
aktivitasra: az atherogen diéta szignifikansan csokkenti a PON1 aktivitast (43), a f6zés
soran hevitett, jelentds mennyiségli oxidalt lipideket tartalmazd zsirok fogyasztisa
szintén aktivitascsOkkenést okozott (44), ezzel szemben az olivaolaj fogyasztasa novelte
az enzim aktivitasat (45). Az antioxidans polifenol tartalmu ételek és a vorosborbol
kivont polifenol extraktum szintén emeli az enzim aktivitasat (46). A mérsékelt
alkoholfogyasztas (<40 g/nap) szintén emeli az enzimaktivitast (47), ehhez hozzéajarul
az alkohol HDL- és ApoA-I szintet emeld hatdsa is (47). A szérum PONI aktivitasa és
koncentracioja dohanyzas esetén is szignifikdnsan csokken (48). A PONI1 aktivitasa az
¢letkor elérehaladtaval csokken (49).

Szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy szekunder dyslipidaemiaval, tovabba
fokozott oxidativ stresszel jaré allapotokban a PONI1 aktivitasa szignifikansan csokken:
akut myocardialis torténésben (50), inzulin rezisztencidban (51), velesziiletett HDL
hianyban (52), I-es és Il-es tipusu diabetes mellitusban (54), hyperlipidaemidban,
uraemiaban és vesetranszplantalt betegekben (55,56).

Osszefoglalva elmondhat6, hogy a PON1 aktivitisa, genotipusa (hisz a 192-es
pozicidban 1évé polimorfizmus) az enzim aktivitasat befolyasolja ezen adatok alapjan
meghatarozza az egyénekben a PON1 detoxifikald képességét, a karos oxidalt lipidek

elleni protektiv szerepet. igy jelentdséggel birhat minden olyan tényezé és allapot,
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melyrél sikeriil kimutatni, hogy megvaltoztatja az antiatherosclerotikus enzim
viselkedését.

Munkacsoportunk korabban tobb betegcsoportban vizsgalta a PON1 jellemzdit.
Uraemids betegcsoportban €s vesetranszplantalt betegekben szignifikansan alacsonyabb
HDL-re standardizalt PON1 aktivitds értéket talaltunk (56). A 2-es tipusu diabeteses
betegek esetében a szignifikdnsan alacsonyabb PONI aktivitdst a 3 honapon at
alkalmazott gemfibrozil terapia szignifikansan novelte (57), a hyperlipidaemias betegek

korében a gemfibrozil hasonl6 hatasat detektaltuk (58).

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 tipusu (AD) és a
vaszkularis (VD) eredetii dementia.

A kozponti idegrendszerben jelentés mennyiségli nem észterifikalt koleszterol
talalhat6, foként a gliasejtek és a neuronok plazmamembranjaban, és a myelin
membranjaban. A lipid metabolizmus eltéréseit 0Osszefliggésbe hoztdk szamos
neurodegenerativ betegség kialakuldsaval (59). Az emelkedett szérum LDL-koleszterol
szint, oxidativ stressz, lipid peroxidacié és az Alzheimer betegség patomechanizmusa
kozotti osszefiiggést mutattak ki kordbban (60). A pontos mechanizmus mellyel a lipid
eltérések az AD patomechanizmusidhoz hozzdjarulnak még nem ismertek teljes

egészében.
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1.5.1. Az AD patomechanizmusa

Az Alzheimer kor 6 patoldgiai jellemz6i: B-amyloid extracellularis depozicidja
a szenilis plakkokban, neurofibrillaris csomdk képzddése (akkumulalodott t-
proteinekbdl) és az inflammatorikus folyamatok feler6sodése (61). A szenilis plakkok
B-amyloid protein aggregatumbdl allnak, amely amyloid prekurzor proteinbdl képzddik
(61). Az Alzheimer betegségben az oxidalt LDL lerakodik a szenilis plakkokban, a
neuronok strukturdlis valtozasat és pusztulasat okozva. Az AD kialakuldsdban a
lipoproteinek jelentdsége jol ismert, hiszen az ApoE-2 és ApoE-3 jelenléte véd, mig az
ApoE-4 eldsegiti az AD kialakulasat (62). Az ApoE-HDL a cerebrospinalis folyadékban
a sejtek €és a parenchyma legfébb lipid forrésa, ill. a f-amyloid protein transzportjaért és
disztribuciojaért is felelés az agyban és a plazmaban (63). Az ApoE-2 és ApoE-3 a t-
proteinhez kotddve stabil kotést hoz 1étre, ezaltal gatolja annak foszforilacijat, igy a
sejt microtubularis és citoszkeletalis struktrajat stabilizalja. Az ApoE-4 a t-proteinnel
instabil kotést hoz 1étre és igy nem védi meg azt a foszforilaciotél, melynek

kovetkeztében neurofibrillum képzddés indul meg a sejt karosodasaval egyiitt (64).

1.5.2. Az oxidativ folyamatok szerepe az AD és VD kialakulasaban

Az utdbbi évek vizsgalatai egyre inkdbb hangstlyozzak az oxidativ folyamatok
jelentdségét (65) mind Alzheimer korban, valamint a vaszkuldris eredetli dementidkban
egyarant. Vaszkularis dementidban az atherosclerosis kdvetkeztében elzarodnak az agyi
erek, ez okoz kovetkezményes cerebralis karosodast (65), az oxidativ folyamatok
szerepe ebben, pedig jol ismert. Behl és mtsai kimutattdk, hogy az amyloid
szabadgyokoket termel, ami karositja a neuront (66). Dyrks és mtsai azt talaltdk, hogy
az oxidativ stressz hozzdjarul a szolubilis amyloid inszolubilis plakka torténd

alakitasdhoz (67). A B-amyloid depozitumokban, a neurofibrillaris csomokban és a
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kérosodott neuronok citoplazméjaban aktiv Fe*" ionokat mutattak ki, mely a kontroll, ép
neuronokban alig taldlhato (68). Troncoso ¢és mtsai a t fehérjék polimerizacidja és az
oxidativ stressz kozott észleltek linearis kapcsolatot (69). Az AD betegek vizeletébdl az
oxidativ stressz markereit, lipidperoxidokat mutattak ki (70), a familiaris AD-ben
szenvedd betegek fibroblasztjai, lymphoblasztjai szintén szignifikdnsan tobb
lipidperoxidot (malondialdehid, 4-hidroxinonenal) tartalmaznak a vizsgalatok szerint,
mint a kontrolloké (71).

A szérum ApoA-I koncentracid és az Alzheimer betegség sulyossaga kozott

Osszefliggést talaltak (72), tovabba a HDL in vitro gatolja a 3-amyloid képzddését (73).

1.5.3. A PON szerepe az AD és VD kialakulasaban

A fentiek alapjan az atherosclerosis és az AD patomechanizmusa kozott
hasonlosagok fedezhetdk fel, hisz mindkét esetben fontos a progresszid szempontjabol a
lipid-, és az oxidativ homeosztazis. Felvetddik tovabba annak a lehetdsége is, hogy a
patomechanizmus szempontjabol fenti betegségekben nem csak a fokozott oxidativ
folyamatok és lipid eltérések jatszhatnak szerepet, hanem ezek kivédését szolgélo
antioxidativ rendszer miikodésének hianyossagai, mint pl. a HDL-hez kotott PONI
aktivitasanak valtozasa is.

Pola és mtsai azt vizsgaltdk, hogy a PON1 genotipusa, a Q192R polimorfizmus
¢s az Alzheimer betegség kialakulasa kozott kimutathatd-e Osszefliggés, mivel ezen
variacid befolydssal van az enzimaktivitasra bizonyos szubsztratok esetében, és az R
allélt tartalmazd HDL forma kevésbé effektiv a lipid peroxidaci6 elleni védelemben
(74). Tanulmanyukban a QQ, QR, RR genotipusok eloszldsa nem mutatott asszociaciot
a sporadikus Alzheimer betegség el6fordulasaval (75). Sodeyama és mtsai szintén nem
talaltak Osszefiiggést az Alzheimer betegség kialakuldsa és a PONI polimorfizmusa

kozott (76). Scacchi és mtsai AD betegeket vizsgalva azt talaltdk, hogy a 192R allél
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ritkdbban fordult el6 mint a kontroll csoportban, mig a 75 évesnél fiatalabb koronaria-

betegekben gyakrabban fordult eld (77).

1.6. ABC transzporter fehérjecsalad

Az ABC transzporter fehérjecsalad tagjai konzervativ membran transzporterek,
melyek ATP hidrolizisével kiilonb6z6 molekuldkat szallitanak a sejtmembranon (78).
Jelenleg 48 képviseldjik ismert, melyet 7 alcsoportba soroltak. Szerkezetiikrdl
altalanossagban elmondhato, hogy két transzmembran domént és két intracellularis
nukleotid koté régiot (Nucleotide binding domains, NBD) tartalmaznak (79). A
fehérjecsalad egyes tagjainak a fiziologiai funkcioja, a szubsztratjai még nem pontosan
ismertek, tobb képviseldjliknek a celluléris lipid transzportban van szerepe. Az ABCBI
¢s az ABCB4 foszfolipidek transzportjat képes lebonyolitani a sejtmembranon at (80),
az ABCA1 foszfolipid/koleszterol ko-transzporter (81). A fehérjék génjeinek defektusa
kiilonboz6 herediter betegségeket okozhat: ABCAI1 (Tangier betegség), ABCA4
(Stargardt betegség, retinitis pigmentosa), ABCC2 (Dubin-Johnson szindroma), ABCC6
(pseudoxanthoma elasticum), ABCC7 (cisztikus fibrézis) (82). A makrofag
differenciaciora, a lipid homeosztazisra kifejtett hatds kovetkeztében az ABC

transzportereknek potencialis szereplik van az atherogenesisben (81).

1.6.1. Az ABCA1I protein

A majsejtekben és a bélhamsejtekben az ATP binding casette transporter
ABCAT1 képes megkdtni a szabad apolipoproteineket, pl. az ApoA-I-et (83), tovabba
képes lipidek transzportjara a sejtmembranon at ATP hidrolizisével (84). Az ABCALI 6

foszfolipid szubsztratjai a foszfatidil-szerin ¢és foszfatidil-kolin (84). Tovabba az
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ABCALI1 hatassal bir az intracellularis vezikularis transzport folyamatok komponenseire
mint pl: cde42, G proteinek, ,,coat protein I’ (COP-I) (85,86).

A reverz koleszterol transzportban szerepet jatsz6 ABCA1 ,.knockout” egérmodelljében
a HDL-C ¢és az ApoA-I hianyat irtdk le, a lipiddel telt makrofagok a tiidoben
akkumulaloédnak (87). Az ABCA1-et kifejezettebben expresszalo ,,transzgén” egerekben
emelkedett HDL-C ¢és ApoA-I szintet észleltek, szignifikdnsan kisebb mértékii aorta
atherosclerotikus 1ézioval (88,89). Az ABCA1 fehérje génjének defektusa a Tangier
betegséget (familidris HDL deficiencia, familiaris analphalipoproteinaemia) okozza

(90).

1.6.2. Az ABCC6 protein

Az ABCC6 (mas néven: multidrug resistance associated protein 6, MRP6)
fehérje defektusat a kozelmultban azonositottdk a Pseudoxanthoma elasticum (PXE)
hatterében (91,92). Az ABCC6 fehérje a bazolateralis plazmamembranra lokalizalodik
polarizalt sejtekben (93), a sejtmembranon keresztiil torténé, Mg és ATP dependens
efflux transzport funkcioval rendelkezik. In vitro koriilmények kozott kimutattak hogy
szubsztratja a glutation S-konjugalt leukotrién C,, a S-(2,4-dinitrofenil) glutation és az
anionos ciklopentapeptid BQ123 (94).

Az ABCC6 fehérje pontos funkcidja, természetes szubsztratja jelenleg is
ismeretlen, tovabba nem ismert a fehérje defektus és a klinikai tiinetek kialakulasa

kozotti kapcsolat sem.
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1.7. A Pseudoxanthoma elasticum

A PXE monogénes, 6roklodé betegség, melyre bor-, szemtiinetek ¢és korai
kardiovaszkularis torténések jellemzdek, fokozott atherosclerosissal kisérve. A {6
patologiai jellegzetessége a morfologiailag koros, mineralizalt, kiillonb6z6 szovetekben
akkumulalodo toredezett elasztikus rostok (95). A betegség prevalenciaja 1/25000 (96).

A PXE (OMIM 264800) hatterében 2000-ben azonositottdk az ATP binding
casette transporter C6 (ABCC6) (MIM #603234) fehérje génjének (kromoszéma lokusz:
azonositottak a 31 exont tartalmazd ABCC6 génben, ezek koziil 3 nagyobb deléciot irtak
le (15 exon, 23-29 exon, 1-31 exon deléciodit) (97,98,99,100,101). A mutaciok tobbsége
a 24. ¢és 30. exon kozott helyezkedik el, ez a régié kodolja a fehérje konzervativ
nukleotid koté doménjét (NBD), melynek épsége a fehérje miikodéséhez
elengedhetetlen. In vitro kisérletekben PXE-t okozé mutaciot tartalmazdo ABCC6
fehérjérél kimutattak, hogy a transzportfunkcidja karosodott (102). A leggyakoribb
mutacié az R1141X, a masodik leggyakrabban eléforduld mutaciéo a 23-29. exonig
terjedd delécio (97,101,103).

Az ABCC6 legnagyobb mértékben a majban és a vesében expresszalodik, a
tiinetek altal érintett szovetekben (bor, retina, erek kotdszovete) kismértékii expressziot
igazoltak (104). Az ABCC6 fehérje altal transzportalt eddig még ismeretlen anyagnak
valoszinileg fontos szerepe van az extracelluldris matrixban az elasztikus rostok
képzddésében ¢€s stabilitasaban, hiszen a tiinetek kialakuldséanak az alapja az elasztikus
rostok kéarosodasa a kiilonbozo szervekben. Az elasztikus rostok karosodasan kiviil az
extracellularis martix egyéb komponenseinek karosodasat is leirtdk PXE-ben mint pld.:

kollagének, proteoglikdnok (105,106). A PXE tehat egy olyan orokletes
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anyagcserebetegség, melyben a metabolikus eltérések az extracelluldris martix

homeosztazisat karositjak.

1.7.1. A PXE tiinetei

A Pseudoxanthoma elasticumra jellemz6 tiinetek kialakulasa az elasztikus rostok
bérben az akkumuldlodott pleiomorf elasztikus anyag és a toredezett kalcifikalodott
elasztikus rostok (95). A kiilonb6zo szervekben kialakuld tiinetek szintén a
kotészovetben felhalmozodd toredezett, kalcifikalodott koéros elasztikus  rostok
felhalmozodasaval 6sszefliggésben alakulnak ki (95,107).

A betegség legkorabbi manifesztacidja a bortlinetek megjelenése: sarga
Osszefolyo papulak, rugalmatlan, laza bor, elasztin-szerti akkumulaldédott amorf anyag,
melyek leginkdbb a nyakon az axilldban, a konyok és a térd hajlitd felszinén, ill. a
periumbilikalis régidban talalhatok meg (95).

A szemben a legfobb elvaltozas az ,,angioid streak™ 1éziok megjelenése, mely a
retina elasztinban gazdag rétegének, a Bruch membran patologias feltéredezésének az
eredménye (107). A choroidea és a retina ereinek a kérosodasa tovabbi
neovaszkularizaciot, vérzést, hegesedést okoz, melyek komoly lataskarosodahoz, akéar
vaksaghoz is vezethetnek (108).

A kardiovaszkuléris rendszerben az erek karosodasa kovetkeztében a PXE korai
szivinfarktushoz, klaudikacidhoz vezethet. Az erek rupturija kovetkeztében
gasztrointesztinalis vérzés Iéphet fel (109). Mitralis prolapszus gyakran észlelhetd a
PXE-s betegnél és heterozigdta rokonaik esetében (110).

A PXE Kklinikai megjelenése nagyfokli valtozatossagot mutat a PXE-ben
szenvedd betegek kozott abban, hogy az elsé tiinetek milyen ¢€letkorban alakulnak ki, a

betegség lefolydsa soran mely szervrendszer karosodéasa keriil elétérbe, és az egyes
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esetek genetikai heterogenitast is mutatnak. A heterozigota hordozokban a betegségre
jellemz6 tiinetek megjelenhetnek enyhébb forméaban (111). A diagndézis feléllitdsdhoz a
preciz hisztopatoldgiai vizsgalat elengedhetetlen (112).

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

rokon extracellularis matrix eltérései.
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2. Célkitiizések:

A fentiek azt mutatjadk, hogy a kiilonb6z6 betegségekben hasonloképpen
modosulhat a lipidanyagcsere, az antioxidativ rendszer, az extracellularis matrix, ezaltal
eldsegithetik ezen betegségekben az atherosclerosis kialakulasat, progressziojat, ill. az
alapbetegség patomechanizmuséaban is szerepet jatszhatnak az atherosclerosissal rokon
folyamatok.

A PhD értekezés gyakori elbutulassal jar6 betegségekben, valamint egy ritka
genodermatdzis vizsgalataval azok patomechanizmusanak megértéséhez kivan adatokat
szolgéltatni.

Részletes célkitiizések:
I . Alzheimer betegségben (AD) és vaszkularis dementiaban (VD) vizsgalni

1. a lipid paramétereket

2. a szérum paraoxondz aktivitast

3. az ApoE polimorfizmust

4. Osszefiiggést keresni a fenti paraméterek és a betegségek kialakulasaval,
valamint sulyossagéaval
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 ) mutdciok oki szerepének bizonyitasa,
jelentoségének értékelése

4. PXE fibroblasztok tenyésztése, funkcionalis vizsgalata, az elasztaz aktivitas €s

IL-1 szerepének tisztazasa az extracelluldris matrix eltérései hatterében.

24



3. Betegek és modszerek

3.1. AD, VD Betegcsoportok

A vizsgalatban 30 (20 n6, 10 férfi) Alzheimer korban szenvedd, 40 (27 n6, 13
férfi) vaszkularis demens beteg és 40 (26 n6, 14 férfi) korban illeszkedd egészséges
onkéntes vett részt. Az AD betegek atlagéletkora 64.3, a VD betegeké 76.1, a kontroll
csoporté 72.3 év volt. A bevalasztaskor a BNO-10 (é¢s DSM-1V) diagnosztikus rendszert
hasznaltuk (klinikai kép, 24 pont alatti MMSE, 60%-nal rosszabb Ranschburg-Ziehen
proba, a szekunder dementidk kizarasa). A részletes klinikai vizsgalatokon kiviil szérum
ion, enzim, maj-, vese- €s pajzsmirigy funkcio, lipidpanel, rutin vizelet, vérkép
meghatarozas, We, szérum B12 és folsav meghatarozas, haemostasis, mellkas rtg,
VDRL, ApoE genotipus meghatarozas, EEG, koponya CT/MRI vizsgalat és sziikség
esetén agyi SPECT illetve Carotis Doppler tortént. Az MMSE minden beteg esetében
24 pont alatti volt, a két betegcsoport kozotti differencial diagnozis a Hachinski
Ischaemids Skala, a fenti vizsgalatok, az anamnesztikus adatok és a tarsbetegségek
figyelembe vételével torténtek.

A korban és a nemek megoszlasaban illeszkedé kontroll csoport negativ
belgyogyaszati fizikalis vizsgalat, a rutin laboratoriumi vizsgélatok, negativ neurologiai
¢és pszichiatriai anamnézis, €s 27-30 pont kozotti MMSE teljesitése esetén keriiltek be a
vizsgalatba.

Mindharom vizsgalati csoportban kizaré ok volt, ha a beteg antioxidans hatasu vagy

lipid csokkentd gyogyszert szedett.
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3.2 Laboratoriumi vizsgalatok

A demens betegek ¢s kontrollok vérvétele 12 oras éhezést kovetden reggel
¢hgyomorra  tortént, melyekbdl hemoglobin, hematokrit, fehérvérsejt-szam,
majenzimek, urea, kreatinin, CK, fibrinogén, C-reaktiv protein, bilirubin, hugysav,
vércukor, Osszkoleszterin, HDL-C, triglicerid, ApoA-I és ApoB-100, lipoprotein(a),
szérum paraoxonaz aktivitast hatdroztunk meg.

A szérum koleszterin és triglicerid szintet Boehringer Mannheim enzim kittel, a
HDL-koleszterint foszforvolframat-magnézium kicsapasos médszerrel 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 Laboratoérium rutin

diagnosztikus laboratdériumaban.

3.3 Szérum paraoxonaz 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 enzimaktivitds szamitdsa a molaris extinkcids koefficiens
(17100 M'em™) segitségével tortént. Az enzimaktivitast U/ml egységben adtuk meg. 1
U az enzimaktivitdas ha 1 perc alatt 1 nmol 4-nitrofenol keletkezik. 1M NaCl

jelenlétében az enzim aktiv helyének konformécios allapota megvaltozik, amely a
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paraoxon konnyebb kotodését és gyorsabb atalakulasat eredményezi (113). Az
egységnyi HDL-re jutd paraoxonaz aktivitdist a PON/HDL hanyados képzésével
hataroztuk meg.

Arilészteraz  aktivitds mérését  fenilacetat  szubsztrat  hidrolizisével
spektrofotometridsan végeztiik. 1 mM fenilacetatot 20 mM Tris/HCI (pH: 8,0) pufferhez
adva szérummintat, 270 nm-en mértiik az abszorpciondvekedést. Az enzimaktivitas
szamitasa a molaris extinkcids koefficiens (17100 M'lcm'l) segitségével tortént. Az
enzimaktivitast U/ml egységben adtuk meg. 1 U az enzimaktivitds ha 1 perc alatt 1

umol fenilacetatot hidrolizal.

3.4 ApoE polimorfizmus meghatarozasa

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

polyacrilamid elektroforézisével végeztiik el (114).

3.5 Statisztikai moédszerek

A statisztikai analizishez a PC SAS rendszert (6.12 verzid) hasznaltuk (SAS
Institute, Cary NC 275313 USA), leiré statisztikdt alkalmaztunk a vizsgalt
paraméterekre (4tlag+SD), mig a paraméterek iddbeli valtozasit ANOVA teszttel,
illetve kétmintds t-probaval vizsgaltuk. A p<0,05 valosziniiségi szintet tekintettiik

szignifikansnak. Az egyes paraméterek kozott korreldcidoszamitast végeztiink.
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3.6 Pseudoxanthoma elasticamban szenved6 betegek adatai

Tanulményunkban 6 PXE-ban szenvedd beteg vizsgalatat végeztiik. A betegek
koziil ketten Németorszagb6l szarmaztak (Regensburgi Egyetem), és négyen
Magyarorszagrol (DEOEC Boérklinika). A betegek megfeleltek a Lebwohl és mtsai altal
1994-ben ajanlott PXE klasszifikacids rendszernek (112). A diagndzist borgyogyaszati-,
szemészeti-, kardioldgiai vizsgdlat és a bOr szdvettani vizsgalata megerdsitette. Az
elérhetd tliinetmentes hozzatartozokat szintén bevontuk a vizsgalatunkba.

A genetikai vizsgalatokhoz sziikséges EDTA-val alvadésgatolt vért, az elasztaz
aktivitds méréséhez sziikséges szérum mintat felvilagositds és beleegyezést kdvetden
vettlik le. 4 beteg (P2, P3, P4) esetén a PXE 4ltal nem érintett borteriiletbdl biopszias
mintavétel tortént, kontrollként plasztikai miitéten atesett betegekbdl (n=6) miitét soran
nyert szovetmintat hasznaltunk.

A tanulmany a helyi etikai bizottsdg szabdlyzata alapjan és jovahagyésaval

késziilt.

3.7 Genetikai analizis

3.7.1. Genomidalis DNS preparalds
A genomialis DNS preparalasat a betegek EDTA-val alvadéasgatolt periférias

vénas veérébol végeztiikk Qiagen Midi Kit (Qiagen, Hilden, Germany) segitségével.

3.7.2. A PCR-hoz felhasznalt primerek

Az ABCC6 gén 31 exonjanak nukleotid szekvencidjat a korabban publikalt

cDNS szekvencidhoz (GenBank accession number AF076622) és BAC (Bacterial

28



artificial chromosome) klonhoz CIT987SK-A-962B4 (GenBank accession number
U91318) hasonlitottuk.

A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt primerek az ABCC6 exonjaihoz Charles
D. Boyd-tol szarmaztak (Pacific Biomedical Research Center, University of Hawaii,
Honolulu).

A delécio detektalasdhoz hasznalt primereket a 1. Tablazatban tiintettiik fel.

3.7.3. Polimeraz lancreakcio, szekvendlas
Hilden, Germany), reakcioelegyiink a gyartdé utasitasainak 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 végil 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 delécio detektaldsa soran a PCR reakcio a fentiekkel megegyezd paraméterekkel
tortent.

A PXE-t okoz6 mutéci6 azonositasa érdekében az ABCC6 gén mind a 31 exonjat

szekvenaltuk a betegek genomialis DNS mintajabol.
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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-¥’ Boyd CD
ABCC6ex26FR | 5’-AAC CTT TTC TGG GAG GCC AG-¥’ Boyd CD
ABCC6ex26R 5’-GCC TGT AGC AGA TGT CAA CA-3’ Boyd CD
ABCC6ex31a 5'-CGT GTG GAG CTA TCG ATG AC-3’ Boyd CD

23int1F 5’-CAA GTA GCT GGG ACT ACA GG-3° -

23int2F 5-AATTCC TGG CCC AAGTGA 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-¥ -

IVS22F 5'-TCC CCT AAA GAT GGA GAG AT-3’ Le Saux 2001 (103)
IVS29R 5'-CTG TAG GCA GGT CAT TCA AA-3’ Le Saux 2001 (103)

1. Tablazat A delécié azonositasahoz hasznalt primerek

3.7.4. SNP és pontmutacio detektdlasa az ABCC6 génben

Egyedi nukleotid polimorfizmus (single nucleotide polymorphisms) (SNP), és
pont mutacié detektalast végeztiink az ABCC6 génben TagMan real-time PCR assay-
hasznalataval. A TagMan assay a két hagyomanyos primeren kiviil két hibridizalo
primert tartalmaz, melyek a kérdéses két eléforduld specifikus allélt ismerik fel. A két
hibridizal6 primer fluorokrommal jelolt az 5° végen (VIC vagy 6-FAM) és egy nem
fluoreszcens kioltd (quencher, NFQ) van a 3’ végére kapcsolva, mely elnyeli a
fluorokromok jelét. A PCR reakcid sordan az egyszali DNS-hez illeszkedd
fluorokrémmal és quencher-el jelolt hibridizalé primert a Taq polimerdaz az 5°-3°
exonukledz aktivitasa révén nukleotidokra bontja, igy a fluorokrom fluoreszcencias jele
detektalhatova valik, melynek mértékébdl kovetkeztetni lehet a specifikus allélek
eléfordulasara a mintdban. A PCR reakciot standard thermocycler-ben (MWG Primus)
végeztik, 5 pl-es reakcid eleggyel, végpont fluoreszcenciat detektaltunk
ABI Prism 6700HT Analyser (TagMan) késziilékkel. A TagMan primereket és

hibridizaciés primereket az ABI assay-by-design szolgalata tervezte:
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Leu 495 His :L495H-f: 5°-GCA AAT GAG GCA GAA GGA CTC A-3°, L495H-1: 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-r: 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 szekvencidkat 5° - 3" iranyban tiintettiik fel, a polimorfizmusok helyét alahuzassal jeloltiik).

A reakcioelegy térfogata 5 ul volt, 5 ng DNS-t tartalmazott, a primerek koncentracioja
0,9 uM, a hibridizaciés primereké 0.2uM volt. Standard PCR paramétereket
alkalmaztunk: 10 perc kezdeti denaturaciot kovetden 40 cikluson at: 15 sec 92°C-on és
I min 60°C-on. Kontrollként el6zetesen megszekvenalt, ismert nukleotidszekvencidju

mintakat hasznaltunk.

3.8. Fibroblaszt tenyésztés és stimulalas

A P2, P3, P4- es betegeink borbiopszids mintajabol 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
6 lyuka polisztirén tartdlyokban helyeztiik el (40000 sejt/lyuk) ¢és a tovabbi
vizsgalatainkhoz szubkonfluens allapotban hasznaltuk fel a sejttenyészeteket. In vitro
stimulacidhoz a mediumot 0,2% BSA-t (bovine serum albumin) és rekombindns human
IL-1B-t (100 I.U./mL) (R&D Systems) tartalmaz6 DMEM-ra, vagy a kontroll esetén
phosphate buffer saline-ra (PBS) cseré¢ltiik, és tovabbi 48 ill. 72 6ran at inkubaltuk a

sejteket. Az inkubdlas befejezése utdn jéghideg PBS-el lemostuk a sejteket, és 1 ml
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PBS-ben vettiik fel 6ket. A sejteket ultracentrifugalassal homogenizaltuk 5000 g mellett

10 percen at, €s a feliiliszot hasznéltuk az elasztaz aktivitds meghatarozéasara (115).

3.9. Elasztaz aktivitas meghatarozasa

Az elasztaz aktivitds meghatarozast Szendrdi és mtsai (116) altal korabban leirt
moddon végeztiik, kis modositassal. Szukcinil-trialanin paranitroanilidot (Suc(Ala);pNA,
SIGMA) hasznaltunk szintetikus szubsztratként. N-etil-pirrolidonban (Fluka), 125 mM-
os koncentracidban oldottuk fel a Suc(Ala);NA-t, ezt az oldatot 1:10 aranyban
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 tartalmaz6 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

aktivitads definicidja: 1 nmol nitroanilin felszabadulasa 6ranként (a molaris koefficiens

em=8800) (115).

3.10. Fehérje meghatarozas

A fehérjetartalom meghatdrozasa a Smith és mtasi (117) éltal leirt médon tortént.
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4. Eredmények

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

4.1.1. 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. Hasonld eltérést talaltunk az LDL koleszterin értékekben (K: 2.6+0.6,
VD: 3.96+0.8, AD: 3.84+0.6 mmol/l; p<0.001). A triglicerid szint atlagértéke mindkét
betegcsoportban magasabb volt, de ez nem volt szignifikdns (K: 1.06+0.52, VD:
1.47+0.8, AD: 1.68+0.1 mmol/l). A védd lipoprotein frakci6, a HDL szint az AD
betegekben szignifikansan 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) (1. 4bra).

Kontroll

mmol/l

1. Abra Szérum lipidértékek a vizsgalt betegcsoportokban
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3. abra Egységnyi HDL-ra jutd paraoxonaz aktivités a kiilonb6z6 betegcsoportokban

4.1.3. ApoE isoformok eloszlasa

Az ApoE isoformok koziil 44%-ban fordult el 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 el6 (2.

Téblazat).

AD VD K
ApoE 3/4 044 038 0723
ApoE 3/3 033 0,56 0,65
ApoE 2/3 0,04 0,06 0,08
ApoE 4/4 0,19 0,01
ApoE 2/2 0,02
E2 (%) 1,77 3,57 64
E3 (%) 58,72 76,78 80,4
E4 (%) 39,78 1974 12,9

2. Tablazat ApoE isoformok megoszlasa
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4.2. PXE-ban szenved6 betegeink klinikai jellemz6i

Pl-es betegiink egy 21 éves magyar ndbeteg (P1, IV/1) (4. Abra), akinek
serdiilékoraban jelentkeztek bortiinetei: sargasfehér papuldk, melyek helyenként
plakkokka folytak Ossze a nyak hatso felén és az okcipitalis régioban. A PXE-t
borbiopsziat kovetden a beteg 20 éves kordban diagnosztizaltdk. Szemérintettség,
kardiovaszkularis tlinetek nem voltak igazolhatdak a betegnél. A beteg csaladjaban mas
PXE-s tiinetekkel rendelkezd egyén nem volt (3. Tablazat).

P2-es betegiink egy 49 éves magyar ndbeteg (P2, 111/2) (4. Abra) volt, aki 8 éves
kora oOta észlelte a jellegzetes bortiineteket: sarga papulak, laza, nyulékony bér a
nyakon, a konyok hajlitd felszinén, az axillaban, és az ingvinalis teriiletekben. A PXE
diagnézisat 18 éves koraban bizonyitottak borbiopsziaval. Progressziv szemérintettség
is kimutathaté a betegnél: "angioid streak™ 1éziok, choroidea atrofia. Kardiovaszkularis
érintettség nem volt észlelhetd (3. Tablazat). A beteg csaladjaban mas PXE-s beteg nem
volt. A beteglink édesanyjanak (P2, IV/1) ischaemids szivbetegsége évtizedek oOta
ismert, apai nagynénje (P2, II/5) agyvérzésben halt meg. A beteg édesanyjanak
féltestvére (P2, 11/1) 64 éves koraban szivinfarktus kovetkeztében halt meg.

P3-as betegiink 23 éves, német szarmazast férfibeteg (P3, 111/4) (4. Abra),
akinek a bortiinetei 4 éves korban kezddédtek a nyak lateralis oldalan. Diagnézisat
borbiopsziaval az & esetében is alatamasztottdk. Az alapbetegségbdl kovetkezo
szemérintettsége és kardiovaszkularis komplikaciok nala nem allnak fenn (3. Tablazat).
Rokonai kozott PXE-s tiinetekkel rendelkezd egyén nem ismert.

P4-es betegiink 53 éves német férfibeteg (P4, 11/2) (4. Abra) volt. 22 éves kora
Ota ismertek szemtiinetei (,angioid streak” 1ézidk), napjainkban komoly

lataskarosodastol szenved (80% vizuscsokkenés mindkét szemen). Karakterisztikus
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bortiinetekkel rendelkezik a nyak lateralis oldalain és mindkét konydkhajlatban 10 éves
kora ota. Borbiopszia igazolta a PXE diagnozist. Kardiovaszkularis tiinetei nem voltak
¢észlelhetoek (3. Tablazat). Csaladjaban tobb érintett rokont nem taldltunk. A beteg
édesapja (P4, 1/3) 74 évesen szivinfarktusban halt meg.

P5-6s betegiink 19 éves, magyar nébeteg (P5, I1I/3) (4. Abra). Bértiinetei 10
éves koraban kezdddtek: sarga papuldk, laza bér a honaljarkok teriiletében, a koldok
kortli régioban, a nyakon ¢€s a lagyékhajlatban. Borbiopszias eredménye jellegzetes volt
PXE-ra. Szemtiinetei nincsenek. Szivultrahang soran mitralis prolapszust fedeztek fel
(3. Tablazat). Csaladjaban tobb PXE-s beteg nem volt ismert. Betegiink édesapja (PS5,
I1/2) hypertoniaban szenvedett, egyik apai nagynénje 67 éves koraban szivinfarktusban
halt meg, masik apai nagynénje 63 éves volt amikor szivinfarktus kovetkeztében
meghalt.

P1-P5 betegeinkrél elmondhatjuk, hogy betegségiik megjelenése, klinikai
lefolyasa megfelel az irodalomban kozolt esetismertetéseknek. A csaladokban gyakori a
hypertonia, a kardio- és cerebrovaszkularis betegségek eldforduldsa, mely a hordozé
heterozigdta genotipussal 0sszefliggésben all.

P6-0s betegiink klinikai megjelenése szintén jellegzetes a pseudoxanthoma
elasticum tiineteire, de a fenti betegektdl eltérden sulyosabb, szisztémas formaban
jelentkezett, igen korai kezdettel (3. Tablazat).

A beteg bortiineteit 7 éves koraban fedezték fel: sarga papuldk a periumbilikalis
teriileten, a nyak lateralis felén, az axillaban és a vallakon. Jelenleg, 27 éves korban igen
kiterjedt, szisztémas borérintettséggel rendelkezik. A PXE diagnoézisat bizonyitod
borbiopszia a beteg 12 éves koraban tortént.

Egy éves koraban deriilt ki hypertonidja, ennek hatterében renovaszkularis

eredet igazolodott, 8 éves kordban az arteria renalis sziikiiletét sebészi uton
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megoldottdk, azota vérnyomdsa normalizalodott. Szemészeti komplikacidit 17 éves
kordban fedezték fel, ,,angioid streak”, bilateralis macula degeneracié és bal oldali
csokkent vizus keriilt leirasra. Majd ezt kovetden mitralis prolapszust €s mitralis
inszufficienciat diagnosztizaltak. Mindharom jellegzetesen PXE-ben érintett szervben
igen koran sulyos formdban jelentkeztek tiinetek ebben az esetben. A beteg csaladjaban
nem tudtak rokonhazassagrol, és PXE-re jellegzetes bortlinetei nem voltak egy
csaladtagnak sem. Mindkét sziild anamnézisében hypertonia szerepel, ¢és az
¢desanydnak tranzitorikus ischaemids agyi keringészavara volt, mely hemiparézissel
jart. A csaladban angina pectoris, szivinfarktus, gasztrointesztinalis vérzés, klaudikacio,

lipideltérések nem fordultak eld.
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4. Abra. PXE-ban szenvedd betegeink csalddfavizsgalata
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Beteg | Mutici6 | Exon | Aminosav | Genotipus | Betegség | Bor- Szemtiinetek Kardio-
kezdete | tiinetek, vaszkularis

biopszia tiinetek

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

magyar jellemzd

né Biopszia:+

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

magyar | C4015T |28. R1339C heterozigota jellemzo Choroidea atrofia

né Biopszia:+

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

német |C4015T |28. R1339C heterozigota jellemzd fundus

férfi Biopszia:+

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

német jellemzo Stlyos

férfi Biopszia:+ latasromlas

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

magyar jellemzo prolapszus

nd Biopszia:+

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

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

nd Biopszia:+ degeneracio, szten6zis, mitralis

csokkent vizus prolapszus,
(17 ¢é) mitralis
inszufficiencia

3. Tablazat A PXE-ban szenvedo betegek adatainak dsszefoglalasa

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 betegiink esetében (P1-P5) a rendelkezéslinkre all6 adatok segitségével

csaladfa vizsgalatot végeztiink (4. Abra). A csaladfavizsgalat minden esetben recessziv

oroklédésmenetet igazolt. Ebben az 5 beteglinkben 5 kiilonb6z6 pontmutaciot talaltunk

(3. Tablazat), 3 koziliik homozigota volt (P1, P4, P5), a P2 és P3 beteg esetében

kompound heterozigéta genotipust sikeriilt igazolni. A pontmutaciok kdzott 2 misszensz

R1339C, L495H, és 3 nonszensz mutaciot (R1164X, R1141X, R518X) igazoltunk.

Pl-es betegiink (P1, IV/1) esetében a 24-es exonban homozigdta misszensz

mutacidt azonositottunk, a 3490-es nukleotid C -T cseréjét (C3490T), ami az 1164-es
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Arginin helyett stop kodont eredményez (R1164X), a képz6dd lanc id6 eldtti
végzddésével. Ezt a mutaciot Struk és Meloni munkacsoportjai (92,118) kozolték
koradbban. A csaladtagok vizsgalata sordn azt talaltuk, hogy a sziilok (P1; 111/2, I11/3) és
a beteg (P1) névére (P1; IV/2) heterozigotak az R1164X mutaciora. A csaladfavizsgalat
alapjan lathat6 a rokonhazassag a I11/2 és 111/3 csaladtagok kozott (4. Abra).

P2-es beteglink egy (P2; III/2) genetikai vizsgalata sordn az ABCC6 egyik
alléljén a 24-es exonban a 3421-es nukleotid C —T cseréjét azonositottuk, mely Arginin
helyett stop kodont jelent, igy a peptidlanc szintézise id6 el6tt terminalodik (R1141X),
ezt a nonszensz mutacidt korabban mar kozolték az irodalomban, mint PXE-t okozo
mutaciot (103,91). A masik allélen a 28-as exonban a 4015. pozicidban detektalt C —T
szubsztiticid Arginin —Cystein cserét jelent az aminosavak esetében (R1339C). Ezt a
mutacidt, mint PXE-t okozo mutaciot Struk és Le Saux munkacsoportjai irtdk le
(92,103). Betegiink kompound heterozigoéta volt a részletezett mutaciokra. Az apa (11/4)
¢és a beteg fia (IV/1) heterozigotaként hordozzak az R1141X mutéaciot, mig beteglink
édesanyja az R1339C mutacidt hordozza.

P3-as betegiink (P3; II1/4) genetikai analizise (hasonléan a P2 betegiinkh6z)
soran a 28-as exonban az R1339C (C4015T) misszensz mutaciot azonositottuk, erre
nézve a beteg heterozigoéta volt. Ezen kiviil a korabban mar publikalt betegségokozo
mutacion kiviil két, eddig még nem kozolt nukleotid polimorfizmust talaltunk: a 23-as
exonban a R1064W (C3190T), és a 12-es exonban L495H (T1484A) eltéréseket. Ezt
kovetéen SNP és mutacido detektalast végeztink TagMan real-time PCR assay-
hasznalataval 464 egészséges kontroll csoporton. A kontroll csoport egészséges német
szarmazasu egyének DNS mintdibol allt. Vizsgéalatunkban a R1064W (C3190T)
pontmutacid 2%-os allélfrekvencidval fordult el6 a 464 vizsgalt kontroll kdzott, igy ez

nem bizonyult betegség okozé mutdcionak. Ezzel ellentétben a T1484A (L495H)
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pontmutécid, mely Leucin — Hisztidin cserét eredményez a 12-es exonban, nem fordult
eld a vizsgalt nagyszdmu kontroll csoportban, igy ezt tekinthetjiik betegségokozd
mutacionak, melyet elséként detektaltunk. fgy a betegiink kompound heterozigota az
R1339C és a L495H mutaciokra. Az L495H ) mutaciot a csalad anyai agéban sikertilt
azonositani, a beteglink édesanyja (P3; II/6), anyai nagynénje (P3;Il/4) és anyai
nagyapja (P3;1/1) heterozigotaként hordozzak ezt a mutaciot. Az R1339C mutaciot a
csalad apai agaban sikeriilt azonositani, betegiink édesapja (P3;11/7), nagybatyja (P3;
11/8), és apai nagymamaja hordozta ezt a mutaciot.

P4-es betegiink (P4;11/2) genetikai analizise soran azt talaltuk, hogy homozigota
a C3421T (R1141X) stop kodont eredményezd mutacidra, mely a P2-es betegiinkben is
eléfordult kompound heterozigota formaban. A beteg édesapja (P4;1/3), édesanyja
(P4;1/2), féltestvére (P4;11/1) és lanya (P4;111/1) heterozigéta formaban hordozzak ezt a
mutaciot. A csaladfavizsgalat soran rokonhazassagot nem sikertilt igazolni.

P5-06s betegiink (P5;111/3) homozigota volt a mar ismert (118) C1552T (R518X)
nukleotid szubsztituciéra a 12-es exonban, mely stop kodont és idé eldtti lanc
termindciot eredményez. A csaladtagok vizsgalata soran a sziilok és a fiatestvér
(P5;11/2, 11/3,111/2) bizonyult hordozénak (4. Abra).

P6-0s betegiink (3. Téblazat) DNS szekvenalasa soran nem sikeriilt mutaciot
igazolni az 1-23 és 26-31 exonokban. A 24. és 25. exon amplifikacidja soran végzett
PCR reakcié nem eredményezett PCR produktumot, igy felvetddott hogy a beteg
mindkét alléljén hidnyzik ez a genomidlis régio. Hossziit DNS templatok amplifikélasara
kilobazis, kb) révidebb PCR produktum keletkezett, mint a kontrollban (6,71 kb) (5.

Abra). A beteg édesanyja heterozigota volt erre a 24-25 -5s exont tartalmazo deléciora,
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mivel az 6 esetében a rovidebb PCR termék mellett normal nagysagu PCR produktum is
keletkezett (5. Abra).

Feltételeztiik, hogy betegiink édesapjanak egyik alléljén szintén kimutathaté egy
24-25 exont is tartalmazo delécio. Az intronikus primereket kombinéacidoban alkalmazva
azt talaltuk, hogy heterozigdta a gyakran el6forduld 23-29 exonokat tartalmazo
deléciora. A 22-es és 29-es intronokban elhelyezkedd primerekkel (1. Téablazat, 103)
amplifikdlva DNS mintajat kisméreti PCR produktumot detektaltunk, mely delécio
jelenlétére utalt. A torési pontot a Le Saux és mtsai altal k6zolt médon azonositottuk
(103) (5. Abra). A csaladtagok analizise alapjan kimutathaté volt, hogy a P6-os
betegiink sziileitél o6rokolt alléljei genomikus deléciodt tartalmaztak, az apatdl 6rokolt
del23-29 a populacidban gyakran eléforduld mutacio (97), mig a del24-25 eddig még

ismeretlen, korabban nem kozolt genetikai eltérés.

4.3.1. A del24-25 torési pontjanak azonositasa

Az 1), eddig még nem kozolt delécio torési pontjanak azonositasa céljabol a P6-
os beteg DNS mintdjabdl a 23 forward (F) és 26 reverse (R) primerekkel tortént PCR
reakciobdl szarmazo 2,03 kb nagysagu fuziés PCR termékben DNS szekvenalést
végeztiink olyan primerekkel, melyek a 24-es és 25-0s exonok koré lokalizalédnak. A
23F és a 23FR (23 reverse primer az ellenkez6 irdnyultsagban) értékelhetd szekvenciat
eredményezett. A 23intlF primer a jelzett pontig (6. Abra, +359) eredményezett
értékelhetd szekvenciat, ott néhany ismétlédo timin-t (T) tartalmaz a szekvencia, melyet
néhany ismétlddé adenin (A) és T kovet. A 23int2F primerliink nem eredményezett
értékelhetd szekvenciat, mivel ez mar a delécid kovetkeztében mar nem tudott
illeszkedni a fuzios PCR termékhez. Sem a 24-es, sem a 25-0s exonhoz tartozo

primerek nem mitkddtek a fuziés PCR produktumon.
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A masik oldalon 26R, a 26 FR (a 26F primer reverse valtozata), a 25int3R, a
25int2R  primerek értékelhetd szekvenciat eredményeztek a fuziés PCR termék
szekvenalasa soran. A 25intIR primer a jelolt bazisig (6. Abra, -1074) eredményezett
értékelhetd szekvenciat, ez egy ismétlodo timineket tartalmazo szakasz, melyet nem-
olvashat6, egymasra vetiilo szignalok kovettek, ez a jelenség gyakran lathatdo hossza
ismétlédo timineket tartalmazd DNS szakaszok kortil, ugyanis a Taq polimeraz képtelen
ezen régiok szekvenalasara (stuttering). Fontos hangsulyozni, hogy a kozel 700 bazissal
proximalisabban lokalizalt 25R primer mar nem eredményezett olvashato szekvenciat a
2,03 kb nagysagu fuziés PCR termékben, mely arra utal, hogy az a régi6 mar nem része
a fuzids terméknek (6. Abra).

A torési pont fentebb részletezett megkozelitése utan a fuzié helyének
megerdsitése céljabol ujabb PCR reakcidt végeztink a 2,03 kb nagysagu fuzios
terméken, a torési ponthoz lehetd legkozelebb pozicioba lokalizalt primerekkel: 23int1 F
és 25intlR (1. Tablazat). Ebben a reakcioban egy 172 bazispar hosszusagu terméket
kaptunk (5. Abra), ennek szekvenalasa megerdsitette az el6zéekben feltételezett torési
pontot (6. Abra), ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a 2,03 kb hosszusaga fuzids

termék szekvenalasa soran.
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5. Abra. A P6 beteg delécidjanak kimutatasa PCR produktumok analizisével agardz
gélen

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

A: Hosszti DNS templatok amplifikalasara alkalmas ,,Long range PCR” reakcidval a 23-26-os exon
régidjaban a 23F ¢és 26R primerekkel (1. Tablazat) végeztiink PCR-t kontroll (C oszlop), a P6-os beteg (P
oszlop), a beteg édesapja (F oszlop) és édesanyja (M oszlop) genomikus DNS mintéjabol, a betegben (P)
4,68 kilobazissal (kb) rovidebb, (2,03 kb nagysagi) PCR produktum keletkezett, mint a kontrollban (6,71
kb). A beteg édesanyja heterozigota erre a deléciora, az 6 esetében (M) egy normal méretli (6,71 kb) és
egy rovidebb PCR produktum (2,03 kb) is keletkezett.

elhelyezked6 23intlF és 25int1R primerekkel, egy 172 bp nagysagh 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. Téblazat) hasznalatdval egy a torési pontot is
tartalmaz6 0,5 kb nagysagu PCR termék keletkezett a betegben (P) és az édesapja esetén (F), de a kontroll
mintaban nem volt kimutathato.
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6. Abra. Az ABCC6del24-25 delécio genomikus elhelyezkedése és a torési pont
lokalizacioja

A vad tipusu, 23F és 26R primerek hasznalataval keletkez6 PCR termék 6,71 kb hosszusagu. 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,

V4

a 26-o0s exon 5’- végétdl (-1064 nukleotid) adtuk meg. A rekombinacié Alu-repeat szakasz kdzepén jott
létre. A tovabbi kozeli ismétlodd szakaszokat is feltiintettiik (Alu, MIR).

4.4. Elasztaz aktivitas

Vizsgéalatainkban 4 PXE-ban szenvedé beteglink (P2,P3,P4) bdrbiopszias
mint4jabol szarmazd fibroblasztokbol intracellularis elasztdz aktivitdst hatdroztunk
meg, és Osszehasonlitottuk 6 egészséges kontrollbdl szdrmazo fibroblaszt mintédjaval.

Kisérletiinkben mind a kontroll, mind a PXE fibroblasztokban nagyobb elasztiz

aktivitast kaptunk 72 oras inkubdlas utan, mint 48 oras inkubaléast kévetéen. A PXE-
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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 oras inkubalast kovetden PXE sejtek elasztaz aktivitdsa szignifikdnsan nagyobb
volt, mint a kontrollokban (p<0,05) (7. Abra).

A szubkonfluens fibroblaszt tenyészeteket IL-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 stimuldlas utan 55%-al, 72 6ra stimulalas

utan 56%-al nagyobb enzimaktivitast detektaltunk) (7. Abra).
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7. Abra. Elasztaz aktivitas meghatarozasa

In vitro intracellularis elasztaz aktivitds 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
anélkiil. A ,,vehicle” reprezentalja az IL-1 B stimulacié nélkiili mintdkat, ahol az inkubacié soran a
sejtkultirahoz 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.
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4.5. Uj eredmények

1.Az Alzheimer korban ¢és a vaszkuldris dementidban szenvedd betegcsopotokban
szignifikansan emelkedett koleszterin és LDL koleszterin mellett a sé stimulalta
paraoxonaz aktivitas szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoportban, mig

az enzim arilészteraz aktivitasa szignifikdnsan nem valtozott.

2.A szignifikdnsan magasabb HDL szinttel rendelkezé6 Alzheimer koros
betegcsoportban szignifikansan alacsonyabb egységnyi HDL-re jutd paraoxonaz
aktivitast észleltiink. A vaszkularis dementidban szenvedd betegek esetén a HDL szint
szignifikansan nem kiilonbozott a kontroll csoportétol, az egységnyi HDL-re jutd
paraoxonaz aktivitds szintén szignifikdnsan alacsonyabb volt, az Alzheimer koérban

szenvedd betegekéhez hasonldan.

3.PXE-ben szenvedd betegeinkben és csaladjaikban autoszomalis recessziv oroklodés
menet mellett egy esetben 1), eddig még nem kozolt T1484A (L495H) pontmutaciot
azonositottunk az ABCC6 génben, mely Leucin — Hisztidin cserét eredményez a 12-es
exonban. Oki szerepét SNP ¢és mutacié detektalasaval, TagMan real-time PCR assay-

hasznalataval bizonyitottuk nagyszamu egészséges kontroll vizsgalata soran.

4.A PXE stlyos, szisztémas formajaban szenvedd betegiink genetikai vizsgalata soran
uj, eddig még nem kozolt ABCC6del24-25 genomikus deléciot azonositottunk
kompound heterozigdta allapotban a gyakori ABCC6del23-29 delécioval. Az 0j delécio

torési pontjat meghataroztuk, mely Alu repeat szakaszok kdzelében jott 1étre.
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Az irodalomban eddig még nem volt ismert olyan eset amelyben az ABCC6 mindkét

alléljén delécio fordult volna elé a PXE hatterében.

5.PXE fibroblasztokban szignifikansan nagyobb intracelluldris elasztaz aktivitast
kaptunk 72 6ras inkubalas utan a kontroll fibroblasztokéhoz képest.

A szubkonfluens fibroblaszt tenyészeteket IL-1B proinflammatorikus citokinnel
stimuldltuk, ez szignifikdans elasztdz aktivitdsnovekedést eredményezett mindkét
csoportban. Az IL-1B stimulacid szignifikdnsan nagyobb mértékii elasztaz
aktivitasnovekedést idézett eld a kontroll fibroblasztokban mint a PXE sejtekben,

jelezve, hogy a PXE fibroblasztok rezisztensebbek az IL-1f stimulaciora.
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5. Megbeszélés

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

betegcsoportokban

Az Alzheimer betegségben és az atherosclerosisban észlelt pathogenetikai
torténések  sok  vonatkozdsban hasonléak. Mindkettoben megfigyelhetd a
lipidanyagcsere megvaltozdsa és az oxidativ folyamatok szerepe a betegség
kialakulasaban. A vaszkularis és Alzheimer dementidk egyre novekvé szama
sziikségessé teszi a jobb megismerés érdekében azokat a vizsgalatokat, amelyek a
patomechanizmus egyes 1épéseinek pontosabb tisztdzasat eredményezik.

Az irodalmi adatokkal egyezden azt talaltuk, hogy az ApoE-4 isoform joval
gyakrabban fordul elé AD tipusu dementia esetén (62). Az ApoE-4 eléfordulasa 39.8%
volt az Alzheimer tipusi dementidban, mig 19.7% a vaszkularis dementidban.
Hasonloan a mi eredményeinkhez Kalman és mtsai 28%-0s ApoE-4 allél eléfordulast
eléfordulasa 19%-volt (120).

A HDL atherogenesist gatlo hatasa részben az antioxidans hatasaval fligg 0ssze
(16,17). Mackness és mtsai kimutattdk, hogy in vitro koriilmények kozott a HDL
megvédi az LDL-t a lipid peroxidok akkumulaci6jatol (121). Ismert az is, hogy diabetes
mellitusban, hypercholesterinaemidban, acut myocardialis infarctuson atesett
egyéneknél, valamint a fokozott érelmeszesedésre hajlamosité kronikus hemodializalt
¢s vesetranszplantalt egyéneknél csokken a HDL-hez kotott paraoxonaz aktivitas (122).

Jelen munkankban azt talaltuk, hogy a vaszkularis eredetli és Alzheimer tipusu
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dementidban szenvedd egyének szérum koleszterin és LDL koleszterin szintje
szignifikansan magasabb volt az egészséges kontrollcsoporthoz képest. Ezzel szemben
az Alzheimer tipusi dementidban szenvedd egyének HDL koleszterin szintje
szignifikdnsan magasabb volt, mint a vaszkuldris dementidban szenveddk ¢és az
egészséges kontroll egyéneké. Hasonld eredményekrdl szamoltak be Kalman és mtsai is
(123).

Ugyanakkor a HDL-hez kotott paraoxonaz enzim aktivitas szignifikdnsan nem valtozott
a betegcsoportokban az egészséges kontrollcsoporthoz képest, csak a sé stimulalta
paraoxonaz aktivitas csokkent szignifikdnsan a betegcsoportban, ami azt sugallja, hogy
a fokozott aktivitasra kevésbé képesek a fenti betegcsoportban szenvedd egyének HDL-
hez kotott enzimjei. Corrigan és mitsainak vizsgalatai alapjan felvetddik annak a
lehetdsége, hogy a HDL osszetevdinek megvaltozasa jatszhat szerepet ezen aktivitas-
valtozasokban (124).

Mivel a paraoxonaz a HDL-hez kotddik és a korabbi vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy
az Alzheimer dementidban szenvedék HDL szintje szignifikansan 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 aktivitdsa. Thome és mtsai
vizsgalatai is arra hivtak fel a figyelmet, hogy az antioxidativ rendszer csokkent
kapacitasa szerepet jatszhat az AD patomechanizmusaban, ugyanis AD betegcsoportban
leirtak a Mn-SOD szignifikans csokkenését (125). Ez felveti annak a lehetdségét, hogy a
patomechanizmus szempontjabdl fenti betegségekben nem csak a fokozott oxidativ
folyamatok és lipid eltérések jatszhatnak szerepet, hanem ezek kivédését szolgalo un.

antioxidativ rendszer miikodésének, jelen esetben a HDL-hez kotott paraoxonaz
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aktivitasanak csokkenése is.

5.2. A PXE-ben szenvedo betegeink klinikai manifesztacioja és genetikai eltérései

P6-0s 27 éves beteglink genetikai analizise soran a PXE hatterében genomikus
deléciot igazoltunk az ABCC6 gén mindkét alléljén. Azonositottuk a hibas allélek sziil6i
eredetét (anya: del24-25, apa: del23-29), és autoszoémalis recessziv 6roklodés menetet
talaltunk. Két deléci6 kombinalodasa egy betegben eddig még nem keriilt kdzlésre.

A 23-29 exonokat érinté delécio nagy gyakorisaggal fordul el6 a PXE-s betegek
kozott: Le Saux €és mtsai altal készitett kohort vizsgalatban az ABCC6del23-29 12,9 %-
os frekvenciaval fordult el6 122 fiiggetlen PXE-s beteg korében az Amerikai Egyesiilt
Allamokban (103), egy francia tanulmanyban 13%-os gyakorisagot talaltak (98). A
legtobb mtacid a fehérje C-termindlis részét érinti, kiilondsen a 24. exonban gyakoriak
az eltérések, amely a nagyobb intracellularis hurkot kodolja a fehérjén beliill. Az NBD2
Walker régiot a 28-30 exonok kddoljak. Mindkét régio kulcsfontossagu a fehérje ATP
kotéséhez és transzport funkcidjahoz (103). Az ABCC6del23-29 a 3. transzmembran
domén ¢s az NBD2 szekvencidjanak az elvesztéséhez vezet, igy egy funkcioképtelen
ABCC6 proteint eredményez (126).

A del24-25 1) mutacid esetében azonositottuk a torési pontot a 23. és 25.
intronban 6. Abran lathaté a nukleotid szekvencia. A delécié lokalizacidja repetitiv
DNS szakaszok kozott (Alu repeat) helyezkedik el. A proximalis torési pont egy 295
helyezkedik el. A disztalis torési pont egy ismétlodé T-ket tartalmazd szakaszban
helyezkedik el, a 295 bazispar hosszisagu ,,Alu-repeat” (AluJb) szakasz kozepén,

melyet distal felé egy 143 bazispar hosszisagu ,,AluJo/FRAM repeat”, egy 65 bazispar
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hosszusagu ,,mammalian interspersed repeat (MIR)” szakasz €és proximal felé¢ egy 171
bazispar hossziisagu ,,AluSg/x-repeat” szakasz szegélyez.

A delécid pozicidit a 16-os kromoszoma teljes szekvencidjanak adatbazisa alapjan
(2004. maj.) hataroztuk meg.

A PXE klinikai megjelenése intra- €s interfamiliaris valtozatossagot mutat. Az
esetek egy részében a bor manifesztaciok allnak eldtérben enyhe szemérintettséggel,
mas esetekben pedig forditva: a szem eltérései a sulyosabbak (95).

A Dbortiinetek megjelenhetnek mar gyermekkorban, de altaldban fiatal felndttkorban
alakulnak ki. Az esetek egy részében a Dbortiinetek sulyosak, minimalis
kardiovaszkularis- és szemtiinetekkel, mig mas esetekben a kardiovaszkularis tiinetek
dominélnak, az enyhe bdérérintettség mellett (111). Ezidaig nem irtak le egyértelmii
genotipus-fenotipus korrelaciot (97,98,101,103). Osszefiiggést talaltak a beteg életkora
¢s a betegség sulyossaga kozott (99). Egy francia kohort vizsgalatban, melybe 19 PXE-s

csaladot vontak be, mindossze egyetlen, 51 éves betegnél talaltdk meg a PXE teljes

cres

(98).

P6-0s, 27 éves betegiinkben az ABCC6 mindkét alléljén deléciot azonositottunk
genetikai elemzésiink soran, és mindkét delécio a fehérje miikodése szempontjabol
kiemelkedd fontossagu lokalizacioji. A szokatlanul sulyos klinikai kép, a korai kezdet,
a betegség szisztémas megjelenése megerdsiti ezen régiok fontossagat. Tovabba eldszor
irtunk le kompound heterozigéta deléciot PXE genetikai hatterében. Megallapitottuk az
irodalomban lek6zolt esetekkel (és sajat P1-P5 betegiinkkel) vald dsszehasonlitas utan,
hogy a durva genetikai eltérések nagyon korai kezdettel és igen sulyos, szisztémas
klinikai képpel tarsultak vizsgalt P6-os betegiink esetében. Minden jellemzd

szervrendszeri manifesztacié (3. Tablazat) mar a korai felndttkorban jelen volt.
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Mindezek az adatok felvetik jelen esetiinkben a genotipus-fenotipus kozotti korrelacid
lehetOségét.

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

1év6 deléciot.

5.3. A PXE fibroblasztok megnovekedett elasztaz akitvitasa

Az elasztazok a szerin protedzok kozé tartoznak, szdmos sejttipus termeli, pl.:

polimorfonukledris neutrofilok, makrofagok és fibroblasztok. Az elasztdz az elasztikus
rostokat hasitja (115).
PXE-ben az elasztikus rostok koéros méretiiek, deformalt alakuak, feltoredezettek és
intrafibrillarisan akkumulalodott Ca™" ionokat tartalmaznak (127), ez felveti az elasztaz
enzim esetleges koroki szerepét pseudoxanthoma elasticumban. Mivel kordbban
kimutattdk, hogy a PXE fibroblasztok elasztaz aktivitdsa fokozott (128), és a
fibroblasztok elasztaz aktivitasat az IL-1p upregulalja (129), ezért azt vizsgaltuk, hogy a
PXE sejtek megvaltozott elasztaz aktivitasaban lehet-e szerepe az IL-1[ hatdsnak.

A PXE-s ¢és normal fibroblasztok elasztaz aktivitds meghatarozdsa soran azt
tapasztaltuk, hogy a PXE fibroblasztok 72 6ra inkubdlds utan szignifikdnsan nagyobb
enzimaktivitassal rendelkeztek, mint a kontroll sejtek (7. Abra). Az elasztaz aktivitast
IL-1p stimulacié utan meghatdrozva mindkét csoportban szignifikdns elasztaz
aktivitasemelkedést detektaltunk, azonban a novekedés mértéke a kontroll csoportban
kifejezettebb volt, mint a PXE sejtekben (7. Abra). Ezek az eredményeink azt jelzik,

hogy a PXE fibroblasztok relative rezisztensek az IL-1p stimulaciora.
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Az IL-1B lényegesen befolyasolja a fibroblasztok miikodését, hatassal 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
fibroblasztjainkban Il-1B stimulaciot kovetden az elasztaz aktivitds 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.
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6. Osszefoglalas

Az éltalunk vizsgalt kiilonbozé korallapotok patomechanizmusdban kozos
folyamatok vesznek részt, ezek az antioxidans rendszer csokkent kapacitasa,
dyslipidaemia, fokozott szerin proteaz 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 elvaltozéasok alapja az atherosclerosis folyamata. A fokozott atherosclerosissal jaro
allapotok és a csokkent paraoxonaz aktivitas kapcsolata ismert.
Az Alzheimer dementia esetében a fokozott oxidativ stressz, és a lipideltérések szerepét
korabban az irodalomban ismertették, emellett vizsgalatunk alapjan felmeril 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
tisztazott hogy mi az Osszefiiggés a fehérje miikodése 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 eldzéekkel rokon folyamatot detektdlni: a fibroblasztok
emelkedett elasztaz aktivitasat talaltuk, melynek szerepe jol ismert az atherosclerotikus
1éziok kialakulasaban. Ezen kiviil a sejtek elasztaz aktivitasa kevésbé volt érzékeny az

IL-1B stimulaciéra, igy felmeriill a gyulladasos citokin szerepe is a tiinetek

kialakuldsdban. Tovabbi vizsgalatokat terveziink a megvaltozott IL-1p regulacio, és az
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extracellularis matrix eltéréseinek tanulmanyozasara, melyekkel 1) adatokat nyerhetiink

az ABCC6 fehérje szerepére vonatkozodan.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszoném témavezetémnek, Dr. Paragh Gyorgy Professzor Urnak, hogy maér
hallgaté koromban csatlakozhattam az 4ltala vezetett tudomanyos munkacsoporthoz,
hogy immar 9 ¢éve toretlen bizalommal irdnyitja a tudomanyos ¢és klinikai
tevékenységemet, ¢és mindezek mellett a kiilfoldi tanulmanyutam feltételeit is
biztositotta, személyes kapcsolataival ennek  sikeréhez és  létrejottéhez
nélkiil6zhetetleniil hozz4jarult. Mindezek, ill. tanacsai és itmutatasai nélkiilozhetetlenek
voltak ennek a tanulmanynak a 1étrejottéhez.

Kosz6nom Dr. Remenyik Evanak témavezetémnek, a Bérgyogyaszati Klinika
docensének a munkdm Pseudoxanthoma elasticummal kapcsolatos részének otletét,
tudomanyos szakmai segitségét mely kiilfoldi tanulmdnyutam alatt is toretlen volt,
tovabba koszonettel tartozom segitd biztatasaért és épito tanacsaiért.

Koszonettel tartozom Dr. Kakuk Gyorgy professzor trnak, hogy tudoményos és
klinikai munkémat a kezdetekt6l mindenben tamogatta.

Ko6szoéném Dr. Gerd Schmitz Professzor Urnak, a Regensburgi Egyetem Klinikai
Kémia Intézet igazgatdjanak, hogy az ott eltdltott Osszesen 23 honap alatt magas szintii
szakmai iranyitasa és a targyi feltétetek biztositdsa mellett folytathattam tudomanyos
munkamat. K&szondm Nicole Richternek a laboratoriumi modszerek elsajatitasaban
nyujtott professziondlis segitségét.

Koszonom az I. Belklinika Kutat6 Laboratéoriumaban dolgoz6 Dr. Seres
Ildikonak a kisérleti munkaban nytjtott segitségét.

Ko6szonom Dr. Balla Petranak a Pszichiatria Intézet Tanarsegédjének a demens
betegekkel kapcsolatos vizsgélatban valo segitségét.

Szeretném megkoszonni a klinikusoknak, hogy betegeik adatait rendelkezésemre
bocsatottak: Prof. Dr. Karpati Sarolta, Dr. Csikds Marta (SOTE Bérklinika), Dr. Thomas
Voght (Uniklinikum Regensburg), Dr. Remenyik Eva (DEOEC, Bérklinika), Dr. Balla
Petra (DEOEC, Pszichiatria Tanszék).

Végiil, de nem utolsé sorban koszonettel tartozom Csalddomnak, akik szeretete,
tiirelme ¢€s segitsége nélkiil ez a munka nem johetett volna 1étre.
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9. Fiiggelék

Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények masolatai
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