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Bevezetés

Az atherosclerosis kialakuldsa multifaktoridlis
folyamat, amely sordn kornyezeti és genetikai tényezdk
kolcsonhatasaként alakul ki a korkép. Klasszikus
rizikofaktorai a magas vérnyomas, a lipid- és a
szénhidrat-anyagcserezavar, dohanyzas. A betegség
kialakulasat, az endothel sejtek funkciojat és a thrombus-
képzést a szabalyozd enzimek genetikai variansai
(génpolimorfizmus) is befolyasolhatjadk. A kezdeti
karosodast gyulladdsos vélasz koveti, generalizalt
folyamat indul be, melynek eredménye a szervezet kis- és
nagy artéridiban atherosclerosisos felrakodas, az ér
elzarodasa. Ennek klinikai tiineteit észleljiik, stroke,
myocardialis infarctus, periférids érelzarddas, dysbasia,
gangrena formajaban. Ezek tiineti kezelése mellett
fontos az okok tisztazasa, az anyagcsere és a gyulladasos
mechanizmusok, a genetikai hattér ismerete.

Célkitiizés

Klinikai tanulmanyunkban feladatul tiztik ki
ismert szabalyozasi folyamatokban résztvevd harom gén
polimorfizmusanak vizsgalatat, ezen belil az egyes
kozotti 0sszefiiggésekben jatszott szerepiik feltarasat.

Az endothelialis nitrogén oxid szintetaz (eNOS)
altal termelt nitrogén oxid (NO) atheroprotektiv hatdsu.
El6zetes vizsgalatok alapjan bebizonyosodott, hogy az
eNOS Glu298Asp polimorf valtozatai alacsony NO
termeléssel tarsul, amely az endothel funkcié karosodasa



kovetkeztében  vérnyomads-emelkedéshez, thrombus-
képzddéshez vezet és az erek tonusanak valtozasaval
hozzajarul az atherosclerosis kialakulasadhoz.

Vizsgalatainkban  célul  taztik ki, hogy
meghatarozzuk  az ~ eNOS Glu298Asp  (GT)
polimorfizmus hatasat az egészséges, a cukorbeteg és az
atherosclerosisos nem  cukorbeteg  személyekben.
Osszefiiggést kerestiink az akut myocardialis infarctus és
a stroke, valamint az eNOS 298 Asp/Asp és eNOS 298
Glu/Asp génpolimorfizmusok kdzott.

Régen ismert feltételezés, hogy a magas plazma
homocystein-szint karosithatja a kis artéridk endothel
sejtjeit, amely az atherosclerosis kialakulasanak kezdeti
1épéseit jelenti. A magas plazma homocystein szint és a
folat metabolizmusaban a methylenetetrahydrofolat
reduktaz (MTHFR) C677T enzim jatszik szerepet. Ennek
TT genotipusa magasabb homocystein-szinttel tarsul,
amely alapjan feltételezik, hogy noveli az atherosclerosis
kialakulasanak  kockazatat. Vizsgalatainkban ezért
Osszefliggést kerestiink a diabeteses-atherosclerosisos,
valamint az atherosclerosisos betegekben el6forduld
stroke, myocardialis infarctus és a TT/MTHFR
polimorfizmus el6forduldsa kozott.

TNF-o fontos szerepet jatszik az érrendszeri
a lipid metabolizmusra, az elhizasra és az inzulin
rezisztenciara kifejtett hatdsan keresztiil. Mivel a TNF-a
expresszio mértékét genetikai faktorok is nagymértékben
befolyasoljak, fontos annak ismerete, hogy az egyes
betegek esetében milyen valoszinliséggel alakul ki
atherosclerosis. Ennek megallapitasara alkalmas a TNF-a
génpolimorfizmusok meghatarozdsa. A gén promoter



régidja szamos polimorfizmust tartalmaz, amely a TNF-a
szint mértékét szabalyozza.

Vizsgalataink ezért arra iranyultak, hogy
meghatdrozzuk a TNF-o 308GA polimorfizmusat
diabeteses, atherosclerosisos nem diabeteses betegekben
és egészséges kontroll személyekben. Osszefiiggést
kerestink a TNF-o génpolimorfizmus el6fordulasa,
valamint a diabeteshez ¢és atherosclerosishoz tarsuld
myocardialis infarctus és stroke gyakorisag kozott.

A fentiek alapjan a vizsgalatsorozat célkitiizései az
alabbiak:

I. eNOS G298T polimorfizmus meghatarozasa
a./ egészséges,
b./ atherosclerosisos nem diabeteses,
c./ atherosclerosisos és diabeteses
betegcsoportokban.

Il. MTHFR C677T polimorfizmus meghatarozasa
a./ egészséges,
b./ atherosclerosisos nem diabeteses,
c./ atherosclerosisos €s diabeteses
betegcsoportokban.

I1l. TNF-a G308A polimorfizmus meghatarozasa
a./ egészséges,
b./ atherosclerosisos nem diabeteses,
c./ atherosclerosisos és diabeteses
betegcsoportokban.



Moédszerek

A vizsgalat sordn Osszesen 992 személy adatait
elemeztik. A Semmelweis Egyetem Ersebészeti
Klinikdjan 2003. novembere ¢és 2005. juniusa kozott
kezelt 348 atherosclerosisos nem-cukorbeteg és 260
diabeteses beteg adatait hasonlitottuk G6ssze a 384 {6
egészséges, az Orszagos Onkoldgiai Intézetben szlirésen
atesett kontroll csoport adataival. Az Ersebészeti
Klinikan minden beteg érsziikiilet miatt miitéten esett at,
teljes belgyogyaszati és sebészeti anamnesztikus adataik
valamint laboreredményeik feldolgozasra kertiltek.
Vizsgaltuk a kiilonb6z6 polimorfizmusok esetén az
infarctus és a stroke gyakorisagat az atherosclerosisos és
a diabeteses csoportban, a kontroll csoporthoz
viszonyitva.

Az Osszes, 608 beteget négy csoportba osztottuk:
1./ atheroscleroticus diabeteses infarctuson atesett
betegek, 2./ atheroscleroticus diabeteses stroke-ot
elszenvedett betegek, 3./ atheroscleroticus nem
diabeteses  infarctuson  atesett betegek és 4./
atheroscleroticus nem diabeteses stroke-ot elszenvedett
betegek. A vizsgalt gének polimorfizmusai homo- és
heterozigota variansanak el6fordulasat elemeztiikk minden
betegcsoportban, ezek  gyakorisdgdt a  kontroll,
egeészséges mintdkhoz viszonyitva.

A mintdk genotipusait PCR-RFLP modszerrel,
illetve LightCycler real-time PCR-on olvadaspont
(melting curve) analizissel hataroztuk meg. A kapott
eredményeket statisztikai modszerekkel elemeztiik, igy
kétmintds Student t proba, Odds ratio (esélyhdnyados)
meghatarozas, Fischer exact teszt, khi-négyzet proba,



atlag- és szoras-vizsgalat (SD), grafikus értékelés tortént.
Azon eltéréseket tekintettiik szignifikdnsnak, ahol a
statisztikai eltérés soran *p<0,05, tovabba **p<0,005,
***p<<0,001.

A vizsgéalat soran a kitlizott célokat -elértiik,
minden csoportban pozitiv osszefliggéseket mutattunk ki

Igazolodott, hogy az atherosclerosisos betegek
kozt az infarctuson atesettek lipidszintje (LDL)
szignifikansan magasabb a cardialisan nem érintett
betegekhez képest (4,2 vs. 2,7 SD, p<0,05).

Az atherosclerosisos ¢és diabeteses betegek kozt az
infarctus gyakorisdgdban nem volt eltérés (39% vs.
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38,9%) de a stroke gyakorisaga az utdbbi csoportban
szignifikdnsan magasabb volt (20% vs. 38%, p<0,005)

1./ eNOS vizsgalata

384 egészséges kontroll, 348 atherosclerosisos
nem diabeteses, és 260 diabeteses személynél DNS
melting curve alapjan hatdroztuk meg a nitrogén oxid
szintetdz polimorfizmust. Az 1. dbran egy reprezentativ
DNS melting curve analizist mutatunk be, amely alapjan
az eltéré genotipusok azonosithatok. DNS melting curve
alapjdn  meghatarozott eNOS  genotipusok  %-0S
megoszlasat az 1. tablazatban tiintettik fel. A vad
Glu/Glu GG : genotipus, -mig a mutans genotipus
Asp/Asp TT aminosav-, illetve DNS-szekvenciaknak
felelt meg (1. abra).

Vizsgaltuk a vad GG, a mutins TT és a
heterozigota GT gyakorisagat kiilonbozé betegségek és
betegségkombinaciok esetében. Kimutattuk, hogy ha az
egyed homozigota az Asp 298 allélre (TT), akkor
alacsonyabb NO szint jon létre, és ezaltal vélhetden
sokkal fogékonyabb az endothelialis dysfunctiora, és igy
nagyobb az atherosclerosis kockazata is. Kimutattuk,
hogy az eNOS 298 mutdns TT varidns esetén
szignifikansan gyakoribb a myocardialis infarctus a
heterozigbta GT ¢és normal GG allélokkal bird
egyedekhez képest. Méréseink szerint amig a kontroll
csoportban az eNOS 298 Asp/Asp TT mutdns varians
aranya 5,7%, addig a diabeteses csoportban az
infarctusos beteg esetén 14,8% (p<0,005), a stroke-on
atesettek korében 12,9%-ban fordul el (p<0,005). A
nem diabeteses, atheroscleroticus csoportban az
infarctusos betegnél 16,9% (p<<0,001), a stroke-os



betegek kozt 15,1%-ban jelentkezik (p<0,001), mely
mind szignifikdns kiilonbség. Szignifikancia szamolasnal
a homozigota TT és a homozigota GG gyakorisagot

hasonlitottuk Ossze.

Vizsgalati csoportok eNOS298TT | eNOS298GT | eNOS298GG
Homozigota Heterozigota Homozigota
Mutéans Muténs Normal
% % %
1. Kontroll 57 41,9 52,4
(n=384) 22/384 161/384 201/384
2. Diabetes + Ml 14,8** 44,6 40,6
(n=101) 15/101 45/101 41/101
3. Diabetes + stroke 12,9* 435 43,6
(n=108) 14/108 47/108 47/108
4.  Atherosclerosis 16,9%** 49,2 339
+MI (n=118) 20/118 58/118 40/118
5. Atherosclerosis 15,1%** 48,1 36,8
+Stroke (n=106) 16/106 51/106 39/106

1. tablazat: Nitrat oxid szintetaz (eNOS) 298 Glu/Asp

génpolimorfizmus
atherosclerosisos

szazalékos
atherosclerosisos

megoszlasa

diabeteses-
nem diabeteses

betegeken infarctus (MI) és stroke szempontjabol. A mutans
eNOS 298TT wvarians szignifikansan nagyobb aranyban
fordult el6 az infarctusos betegek kozt, mint a kontroll
csoportban (*p<0,05, **p<0,005, ***p<<0,001)



Az eset-kontroll analizis a relativ kockézat
kimutatasara ad informaciot. E szerint a homozigota TT
mutans genotipus esetén a diabeteses-atherosclerosisos
csoportban az infarctus esélye OR 3,34 (1,61-6,92), a
stroke kockazat OR 2,72 (1,31-5,66), mig az
atherosclerosisos csoportban az infarctus kockazat a
legjelentésebb, OR 4,56 (2,29-9,08), de a stroke esélye is
magas: OR 3,74 (1,823-7,71). A fentiek szerint a
magasabb kockazat azon egyénekre korlatozodott, akik
Asp298 variansra homozigotak voltak (TT), naluk
négyszeres a coronaria sclerosis kockazata azokhoz
képest, akik Glu298 homozigotanak bizonyultak (GG).

Ezen vizsgalatunk egyik legfontosabb eredménye,
hogy szoros oOsszefliggést talalt a Glu298Asp eNOS
polimorfizmus és az infarktus, stroke kockazata kozott
(1. tablazat).

Megallapithatjuk, hogy sikeriilt azonositanunk
egy polimorfizmust a NOS3 génen és a coronaria
sclerosis kifejlodését illetden a GIu298Asp valtozas
bizonyult az egyik f6 kockazati tényezonek. Ez a
felismerés potencidlisan fontos, de tovabbi megerdsitést
igényel mas beteg populaciok beteg esetében is.

2./ MTHFR vizsgélata

Az MTHFR génpolimorfizmust DNS olvadéaspont
analizis alapjan LightCycler segitségével 384 kontroll,
260 diabeteses, illetve 348 atherosclerosisos betegben
hataroztuk meg. Az MTHFR polimorfizmus vizsgélat
reprezentativ péld4jat a 2. abran szemléltetjiik.
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2. dbra : MTHFR C677T polimorfizmus olvadaspont analizise
(melting curve analysis)

Bebizonyosodott, hogy a mutans MTHFR 677CT
heterozigdta varidns esetén a betegek kozt szignifikansan
magasabb az infarctus ardnya A mérések szerint amig a
kontroll csoportban 32%-ban fordult el6 a mutans
MTHREF 677CT heterozigdta varians, addig a diabeteses
betegek csoportjaban az infarctuson atesett betegeknél ez
53,5% (p<<0,001), a stroke-ot szenvedett betegek kozt
51,8% az aranya (p<<0,001). A nem diabeteses,
atheroscleroticus csoportban az infarctusos betegeknél
55,1%ban jelentkezik (p<<0,001), a stroke-os betegek
kozt 53,7%-ban fordult el6, amely szintén szignifikans
kiilonbség (p<<0,001).
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MTHFR TT MTHFR CT MTHFR CC
Vizsgalati csoportok Homozigota Heterozigota Homozigota
Mutans Mutans Normal
% % %
1. Kontroll 10,9 32 57,1
(n=384) 42/384 123/384 219/384
2. Diabetes + Ml 16,8* 53,5*** 29,7
(n=101) 17/101 54/11 30/101
3. Diabetes + Stroke 14,8** 51,8*** 334
(n=108) 16/108 56/108 36/108
4.  Atherosclerosis 21,2%** 55,1*** 23,7
+MI (n=118) 25/118 65/118 28/118
5.  Atherosclerosis 19,8%** 53,7*** 26,5
+Stroke (n=106) 21/106 57/106 28/106

2. tablazat: MTHFR C677T génpolimorfizmusok szazalékos
megoszlasa diabeteses-atherosclerosisos és atherosclerosisos
nem diabeteses betegeken infarctus (MI) és stroke
szempontjabol. A mutans MTHFR 677CT heterozigdta varians
minden betegcsoportban, mig a MTHFR 677TT homozigéta
varians az atherosclerosisos csoportban szignifikansan magas
aranyban fordult elé az infarctusos és stroke-0S beteg kozt a
kontroll csoporthoz viszonyitva(*p<0,05,**p<0,005,
***p<<0,001)

A homozigota TT valtozat a diabeteses-

atherosclerosisos betegek csoportjaban kisebb mértékben,
de még szignifikans, azaz az infarctusos betegek kozt
16,8% (p<0,05), a stroke-0s betegnél 14,8% (p<0,005).
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Az atheroscelerosisos nem diabeteses betegeknél viszont
ismét kimagasléan magas az eléfordulédsi ardny, igy az
infarctusos csoportban 21,2% (p<<0,001), a stroke
csoportnal 19,8% (p<<0,001).

Amennyiben az 0Osszes beteg allél (TT+CT)
jelenlétét vizsgaljuk a négy betegcsoportban a normal CC
varianshoz képest, minden relacioban a szignifikancia
p<<0,001, kifejezett.

Jelen vizsgélatunk eredménye szerint a MTHFR
C677T allélje a stroke genetikai riziko faktora. Relevans
kiilonbséget adott a C677T allél, mint az infarctus
kockazati tényezéje (2. tablazat). Az eset-kontroll
analizisnél azt talaltuk, hogy a homozigéta TT mutans
allél esetén a diabeteses-atherosclerosisos csoportban az
infarctus esélye OR 2,95 (1,51-5,79), a stroke kockézat
OR 2,31 (1,18-4,52). Az atherosclerosisos nem
diabeteses csoportban az infarctus kockazat a
legjelentdsebb: OR 4,65 (2,48-8,72), azonban a stroke
esélye is meglehetésen magas: OR 3,91 (2,04-7,49). A
heterozigota CT valtozat esetében a diabeteses-
atheroscerosisos csoportban az infarctus kockazat OR
3,21 (1,95-5,25), mig a stroke esélye OR 2,79 (1,72-
4,43). CT allél jelenléte esetén az atherosclerosisos
csoportban az infarctus esélye OR 4,13 (2,52-6,76), mig
a stroke kockazat OR 3,62 (2,19-5,97).

Ezen vizsgalat esetszama megfelelé annak a
kiinduldsi hypothesisnek a megerdsitésére, hogy a
MTHFR genotipus befolyasolja a coronaria sclerosis
kialakulasat, azonban a genetikai és a kornyezeti faktorok
kozti Osszefliggések analizalasara. tovabbi Kiterjedt
vizsgalatok sziikségesek. Jelen kovetkeztetésiink szerint a
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MTHFR C677T polimorfizmus és az infarctus, valamint
a stroke gyakorisaga kozt szignifikans 0sszefiiggés van.

3./ TNF-a vizsgalata

Vizsgalataink szerint a mutans TNF-a AA varians
esetében szignifikdnsan magasabb a cardiovascularis
események kialakulasanak valdszintisége, mint a kontroll
csoportban (3. tablazat) Megallapitottuk, hogy az
egészséges kontroll populacidban a vad tipusu TNF-a
308 GG genotipus eléforduldsi gyakorisaga 76,7%, a
heterozigéta genotipus (308GA) gyakorisaga 21,7%,
mig a 308 AA mutans genotipus 1,6%-ban fordul el6 (3.
tablazat). Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy azon
diabeteses-atheroscleroticus betegekben, akiknél
myocardialis infarctus el6fordult (2. vizsgalati csoport), a
308 AA mutans genotipus el6fordulasi gyakorisaga a
kontrollban 1év6 1,6%-r6l 9,2%-ra emelkedett (p<0,05).
A 3. vizsgélati csoportban a TNF-a genotipus megoszlasa
a kovetkezd: a magas rizikdt jelentd AA mutans
genotipus 7,7%-ban (p<0,005), mig az A all¢lt tartalmazo
GA heterozigota genotipus 30,7%-ban és a vad tipust
GG genotipus 61,6%-ban fordult eld. Azoknal a
betegeknél, ahol az A allél el6fordul, a TNF-a szint
megemelkedik, amely pedig noéveli a cardiovascularis
betegség progresszidjanak esélyét. A 4. és 5. vizsgalati
csoportba az atherosclerosisos betegeket soroltuk: a 4.
vizsgélati csoportban myocardialis infarctus, mig az 5.
vizsgalati csoportban stroke tarsult az atherosclerosishoz.

Megallapitottuk, hogy a magas rizikocsoportot
jelentd AA genotipus nagyobb gyakorisdggal fordul el
(10,7%) (p<0,005), mint a kontroll csoportban (1,6%). A
heterozigota GA genotipus gyakorisaga is magasabb az
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atherosclerosisos
Osszehasonlitva a kontroll populacioval, amelyben a
TNF-a heterozigota genotipus csak 21,7%-ban mutathatd

Ki.

betegeknél

(28%,

28,9%),

TNF-a TNF-a TNF-a
Vizsgalati csoportok H?\I/I[fgffta Heﬁﬁ)éiiéta H(;\rIr(l)onzriﬁ')ta
308 AA 308 GA 308 GG
% % %

1. Kontroll 1,6 21,7 76,7
(n=18) 3/184 40/184 141/184

2. Diabetes + Ml 9,2* 26,2 64,6
(n=65) 6/65 17/65 42/65

3. Diabetes 7,7%* 30,7 61,6
+ Stroke 5/65 20/65 40/65
(n=65)

4.  Atherosclerosis 10,7** 28 61,3
+Ml 8/75 21/75 46/75
(n=75)

5. Atherosclerosis 11,1* 28,9 60,0
+ Stroke 5/45 13/45 27/45
(n=45)

3. tablazat: TNF-o génpolimorfizmus megoszlasa diabeteses-

atherosclerosisos és atherosclerosisos nem diabeteses betegeken
infarctus (MI) és stroke szempontjabol (*p<0,05, **p<0,005 vs..
kontroll)

Az eset-kontroll analizisnél azt talaltuk, hogy a

homozigota TT mutans

14
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esetén minden




betegség eléfordulasi esélye igen magas. A diabeteses-
atherosclerosisos csoportban az infarctus esélye OR 6,71
(1,72-25,55), a stroke kockazat OR 5,87 (1,48-23,21). Az
atherosclerosisos nem diabeteses csoportban az infarctus
kockazat magas: OR 8,17 (2,24-29,55), de a stroke esélye
a legjelent6sebb: OR 8,71 (2,15-34,98).

Kovetkeztetések

A kutatomunka az alabbi 1) megallapitdsokat
eredményezte:

1./ Az eNOS GIlu298Asp mutans TT genotipus esetén
szignifikansan gyakoribb a myocardialis infarctus a
heterozigdta GT és normdl GG genotipusti egyénekhez
képest (TT allél: kontroll csoport 5,7%, MI csoport
16,9%, p<<0,001, OR: 4,56).

2./ A mutans MTHFR 677 CT heterozigdta varians
esetén a betegek kozt magasabb az infarctus aranya (CT
genotipus: kontroll csoport 32%, MI csoport 55,1%,
p<<0,001, OR: 4,13), és a homozigdta TT genotipus
esetén 1s szignifikdns a kiilonbség (TT allél: kontroll
csoport 10,9%, MI csoport 21,2%, p<<0,001, OR: 4,65)

3./ A mutans TNF-a AA genotipust hordozok kozt
szignifikansan magasabb a cardiovascularis események
kialakulasanak valdsziniisége (AA genotipus: kontroll
csoport 1,6%, MI csoport 10,7%, p<0,005, OR: 8,17).
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A fenti megallapitasok alapjan hosszu tavon
megfontoland6 a veszélyeztetett, csaladilag terhelt
anamnézist rizikocsoportok sziirése, mivel egy betegség,
vagy arra valé hajlam korai felfedezése esetén a
megeldzés ¢és gyogyitas sokkal jobb eredményekkel
kecsegtet.

Nem lebecsiilend6  szempont, hogy az
atherosclerosis gyulladésos mechanizmusainak
megismerése Ujabb terapids célpontokat nyajt a
farmakologusok szdméara. Ma mar elérhetd kezelési
lehetéség a  statinok  alkalmazasa,  amelyek
antiinflammatoricus, antithromboticus és plakkstabilizalo
hatastak. A gyulladasgatlo terapia részét képezik a
thrombocyta antiaggregatios szerek, igy az acetylsalycil
sav és a clopidogrel alkalmazasa. Bizonyos esetekben a
magas plazma homocystein szint eredményesen
csokkenthetd folsav adasaval. Sikeres vizsgalatok
torténtek egy pharmacophore modell generalasan alapuld
hatéanyag-molekula optimalizacios modszer
1étrehozasara, amely soran kiilonboz6
patomechanizmusokhoz  (tumor, gyulladas) rendelt
validalt  célmolekuldk  ellen  vezetomolekuladkat
azonositottak
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