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A taldlmany targyat személyek ateroszklerdzis kiala-
kuldsaval szembeni fokozott fogékonysadganak vagy diabéte-
szes személyek diabetikus retinopatia kialakulasaval szem-
beni fokozott fogékonysaganak diagnosztizéléséra szolgald
eljadrasok képezik. A taldlmany targyat képezik tovabba az
emlitett megbetegedésekkel szemben fokozott fogékonysagunak
diagnosztizalt személyek kezelésére szolgald, az emlitett
megbetegedések kialakulasanak megel&zését célzd eljarasok
is. A taldlmény téargyat képezik emellett az emlitett megbe-
tegedések kezelésében eredményesen alkalmazhatd gydgyhatasu
anyagok vagy genetikai célmolekuldk vizsgadlatara vagy
szkrinelésére alkalmas, transzgénikus éllatot magaban fog-

lalé 4llati modellt alkalmazd eljarasok is.
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A taldlmény targyat személyek ateroszklerdzis kiala-
kuldsaval szembeni fokozott fogékonysdgédnak vagy diabéte-
szes személyek diabetikus retinopétia kialakuldsaval szem-
beni fokozott fogékonysaganak diagnosztizaldsdra szolgald
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tegedések kezelésében eredményesen alkalmazhatd gydgyhatasu
anyagok vagy genetikai célmolekuldk vizsgadlatara vagy
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Hivatkozas utjan a kitanitads részét képezik a talal-
many szerinti megoldés el&zményeinek illusztralasat szolgéa-
16 kozlemények és egyéb anyagok, kilonés tekintettel a gya-
korlati kérdésekkel kapcsolatos esetismertetésekre.

A kOzponti és koérnyéki idegrendszer idegsejtjeinek
nagy része altal termelt Y neuropeptid (NPY) a hasnyalmi-
rigy-eredetd polipeptidek csaladjéaba tartozédé neuro-
modulator, amely a leggyakrabban el&forduld peptid az agy-
velében és a szivben (1-4). Az NPY a leghatékonyabb
orexigén (hizast eldsegitd) neuropeptid, amely tonicusan
gatolhatja a leptin kozvetitette jdllakottsagi jelet (2-
3,5). Az NPY egészséges patkanyokban stimuldlja az inzulin-
szekrécidét (6) és az 1inzulin kivaltotta glikdzfelvételt
(7). Ezzel szemben az inzulin és az inzulinszer{i ndvekedési
faktor II. elnyomja a hipotalamusz NPY-kibocsatasat (8). Az
elhizas és a 2. tipusu diabétesz &llati modelljeiben az
NPY-neuronoknak a hipotalamusz inzulingdtldssal szembeni
rezisztencidja miatt kialakuld fokozott aktivitédsa kézre-
jatszhat a hiperfagia (tulevés), a csokkent energiafelhasz-
nalas és az elhizads kialakulasédban (9). Mindemellett az NPY
szerepet Jjatszik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese ten-
gely szabalyozasaban is (10). A sziv- és érrendszerben az
NPY érodsszehuzd hatdssal bir, meggdtolja a noradrenalin ki-
bocsatasat és tédmogatja a noradrenalin valaszreakciot (11).
Kisérletesen eldidézett diabéteszben érdekes mdédon médosul-
nak az NPY kivaltotta sziv-légzdrendszeri reakcidk (12-13).
Az NPY mindemellett angiogén tulajdonsédgokkal is rendelkez-

het (4), amelyek elbSsegithetik az ateroszklerdzis kialaku-



lasat. Az NPY széleskord hatasa kilonboz8 NPY-receptor-
altipusokon keresztil érvényesiil (14). Nemrégiben egy meg-
lehet&sen gyakori, 7. leucin-prolin polimorfizmust azonosi-
tottunk (15). Ez a polimorfizmus két, egymastdél filiggetlen
finn és egy holland populéacidban, kiillondsen elhizott péci-
ensekben 1lényeges mértékben emelkedett Osszes- és LDL-
szérumkoleszterin-mennyiségekkel mutatott &sszefiliggést. Az
emlitett populacidék egyikében ezen feliil a leu7/pro poli-
morfizmussal rendelkezd, nem diabéteszes paciensekben maga-
sabb volt az apolipoprotein B koncentracidéja (15). BAr a
koleszterin-metabolizmus és az NPY k&zodtti biokémiai és
élettani kapcsolat még nem tisztédzott, az NPY-gén leu7/pro
polimorfizmusa elhizott paciensekben a magas koleszterin-
szint Uj genetikai markerének tekintendd.

Egy szempontbél a taldlmény targyat egy személy
ateroszklerdzis kialakulaséaval szembeni fokozott fogékony-
saganak diagnosztizdlasara alkalmas eljaras képezi, amely
eljaras az emberi prepro-NPY szignalpeptidrészében taldlha-
té polimorfizmus adott személyben vald meglétének kimutata-
san alapul, amely polimorfizmus a prepro-NPY szignal-
peptidrészének 7. pozicidéjdban 1évé leucinnak prolinnal
tértént helyettesitését (szubsztitucidjat) jelenti, és
amely polimorfizmus az ateroszklerdzis kialakuldsanak foko-
zott kockazatéara utal.

Egy masik szempontbdél a taldlmany targyat egy diabé-
teszes személy diabetikus retinopatia kialakuldsaval szem-
beni fokozott fogékonysdgdnak diagnosztizalasadra alkalmas

eljaras képezi, amely eljards az emberi prepro-NPY szignal-



peptidrészében taladlhaté polimorfizmus adott személyben va-
16 meglétének kimutatdsdn alapul, amely polimorfizmus a
prepro-NPY szignalpeptidrészének 7. pozicidjéaban 1évs
leucin prolinnal tértént helyettesitését jelenti, és amely
polimorfizmus a diabetikus retinopatia kialakuldsanak foko-
zott kockédzatara utal.

Egy harmadik szempontbdl a talalmany targyat atero-
szklerdzis kialakuléasa tekintetében fokozottan veszélyezte-
tettnek diagnosztizalt személy, vagy diabetikus retinopatia
kialakuldsa szempontjabdl fokozottan veszélyeztetettnek di-
agnosztizalt diabéteszes személy esetében barmely emlitett
megbetegedés kialakuladsanak megelSzésére szolgald terapias
eljaras képezi, amely eljards a mutans NPY-gén hatdsat el-
lensulyozdé hatdanyag hatékony mennyiségének az adott sze-
mélynek torténd beadasabdl 4ll.

Egy negyedik szempontbdl a talédlmany targyat atero-
szkler6zis kialakuléasa tekintetében fokozottan veszélyezte-
tettnek diagnosztizalt személy, vagy diabetikus retinopatia
kialakulasa szempontjabdél fokozottan veszélyeztetettnek di-
agnosztizéalt diabéteszes személy esetében barmely emlitett
megbetegedés kialakuldsdnak megeldzésére szolgald terdpidas
eljaras képezi, amely eljdrds az adott személynek a mutans
NPY szignalpeptid-szekvencia kijavitasat célzé specifikus
génterdpiéds kezelésébdl 4ll.

Egy otddik szempontbdél a taldlmany targyat az atero-
szklerb6zis vagy a diabetikus retinopatia gyégykezelésére
igénybevehetd gybdgyészati készitmények vagy genetikai meg-

oldésok vizsgalatdra vagy szkrinelésére alkalmas, eqgy



prepro Y neuropeptidet (preproNPY-t) vagy annak egy, érett
emberi NPY-peptidet kbédoléd részét kdédold nukleotid-
szekvenciat magaban foglald emberi DNS-szekvenciat hordozéd
transzgénikus allatot magdban foglald &allati modellen ala-
puld eljaras képezi, ahol a preproNPY szigndlpeptid részé-
nek 7. pozicidéjaban 1lévd leucin i) valtozatlan vagy ii) azt
prolin helyettesiti.

Egy hatodik szempontbdél a taldlmédny targyat az
ateroszklerdzis vagy a diabetikus retinopatia gydgykezelé-
sére igénybevehetd gydgyaszati készitmények vagy genetikai
megoldasok vizsgalatara vagy szkrinelésére alkalmas, egér-
eredetli NPY-szekvenciat vagy annak egy, érett egéreredetid
NPY-peptidet kédold részét kdédold nukleotid-szekvencidt ma-
gaban foglald DNS-szekvencidt hordozd transzgénikus allatot
magaban foglaldé a&allati modellen alapuld eljaras képezi,
amely egyéb tekintetben normédlis egéreredetili NPY-szek-
venciaban vagy annak egy, érett egéreredetd NPY-peptidet
k6édold részében az egéreredetli szignédlpeptidet koédoléd
nukleotid-szekvenciat vagy ép, vagy mutans emberi szigndl-
peptidet kédold emberi szignédlpeptid-szekvencia helyettesi-

ti.

Az alabbiakban a szerkezeti vazlatok és az abrak ro-
vid leiréasat kozoljik.

Az 1. szerkezeti vazlat a prepro-NPY mRNS varhatd méa-
sodlagos szerkezetét mutatja be. A szerkezeti vazlat a
KO1911 GenBank deponéaléasi szamu teljes hosszUlsagu prepro-

NPY mRNS 5’ végének (1-138. bazis) varhatdé masodlagos szer-



kezetét szemlélteti. A varhaté masodlagos szerkezet &ssze-
dllitasahoz az MFOLD programot alkalmaztuk (Genetics Compu-
ter Group, University of Wisconsin).

A 2. szerkezeti vazlat a prepro-NPY mRNS varhatd ma-
scdlagos szerkezetét mutatja be. A szerkezeti vazlat a
K01911 GenBank depondlédsi szamu teljes hosszusagu prepro-
NPY mRNS 5’ végének (1-138. bazis) varhatd masodlagos szer-
kezetét szemlélteti. A varhaté mésodlagos szerkezet &ssze-
allitasahoz az MFOLD programot alkalmaztuk (Genetics Compu-
ter Group, University of Wisconsin). A T/C mutécié a 106.
bazist érintette.

Az la é&bra az emberi NPY-gén, a prepro-NPY-peptid és
az érett NPY-peptid molekuléaris szerkezetét mutatja be vaz-
latosan.

Az 1lb é&bra az emberi NPY-gén nukleotidszekvencidjat
mutatja be. A nagybetlis részek exon-, a kisbetlis részek
intronszekvencidkat jelolnek. A GenBank deponalasi szamokat
zaréjelben tiuntettuk fel. A nyil azt a pozicidot Jjelosli,
ahol az eredeti génbeli timidin (T) citozinnal (C) tértént
helyettesitése mutans gént eredményezett. A 2. exonban ala-
huzédssal Jjeldlt szekvencia a 28 aminosavbdél 4116 szignal-
peptidet kdédold szekvencidnak felel meg (az 1. azonosité-
szdmu szekvencia az 1. exonnak, a 2. azonositészadmi szek-
vencia 2. exonnak, a 3. azonositdészadmi szekvencia 3. exon-
nak, a 4. azonositdésza&ml szekvencia a 4. exonnak felel

meqg) .
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Az 1l.c abra az emberi prepro-NPY mRNS nukleotid-
szekvenciajat mutatja be (5. azonositdészamu szekvencia, a
proteinszekvencidt a 6. azonositdészami szekvencia tartal-
mazza). A nyll azt a pozicidt jeloli, ahol az ép mRNS-beli
timidin (T) citozinnal (C) toértént helyettesitése mutéans

mRNS-t eredményezett.

Az alabbiakban részletesen bemutatjuk a taldlmany
szerinti megoldast.

Az Y-neuropeptid (NPY) egy 36 aminosavbdél 4llé
neurotranszmitter, amely széles korben eléfordul a kdzponti
és a periférids idegrendszerben. Hatédsa kiterjed a test
energiaegyensulyanak és sziv-érrendszeri funkciéinak szaba-
lyozasadra. Nemrégiben kimutattuk, hogy a wvad tipusu
(leu7/leu7) szignélpeptid-szekvenciaval rendelkezd egyének-
kel Osszehasonlitva NPY-szigndlpeptidjik 7. pozicidjaban
prolint (pro7) tartalmazd személyek magasabb szérumkolesz-
terin és apolipoprotein B koncentraciéval rendelkeznek. Ta-
lalmanyunk a prepro-NPY-génbeli leu7pro polimorfizmus szem-
pontjabdél genotipizalt, ujonnan diagnosztizalt 2. tipusu
diabéteszes péaciensek (81 személy, 41 férfi, 4&tlagéletkor
67,1 év) és nem diabéteszes paciensek (105 személy, 48 fér-
fi, atlagéletkor 65,5 év) csoportjainak 10 éves utank-
Ovetéses (,follow-up”) vizsgdlatéabdl keresztmetszeti
(,cross-sectional”) mintavételezéssel nyert adatok alapjan
az NPY-gén 7. pozicidéjdban 1lévé leucin-prolin polimorfizmus
és a carotis communis ultrahangos vizsgdlattal megallapi-

tott intima-média vastagsdga (,intima-media thickness”,



IMT) kozotti Osszefliggés vizsgédlatdn alapul. A pro7 szubsz-
titucidé hordozédsi gyakorisadga diabéteszes paciensek eseté-
ben 9,9%, kontroll paciensek esetében pedig 14,3% volt (p =
0,360). Az &tlagos carotis communis IMT-érték a leulpro po-
limorfizmussal nem rendelkezd nem diabéteszes paciensek
esetében 1,04 + 0,02 mm, a polimorfizmussal rendelkez&knél
1,14 £ 0,04 mm volt (p = 0,156), diabéteszes pacienseknél
ezek az értékek 1,18 + 0,03 mm valamint 1,58 * 0,21 mm vol-
tak (p = 0,004). A teljes csoport adatainak kovariancia-
analizise alapjdn az atlagos carotis communis IMT-érték
Osszefiiggdott a leupro polimorfizmus Jjelenlétével (F =
5,165, p = 0,024). A modell Osszetevdi voltak a kor, a nem,
a diabétesz megléte vagy hiénya, a klinikai makro-
vaszkularis megbetegedés megléte vagy hidnya, a dohanyzés,
a szisztolés vérnyomas és az LDL-koleszterol mennyiség.
Mindezek mellett a leu7/leu7 genotipussal rendelkezd paci-
ensekhez képest a prepro-NPY-ban pro7 szubsztituciéval ren-
delkezé diabéteszes paciensekben lényegesen gyakrabban for-
dult el diabetikus retinopatia (p = 0,04). A vizsgéalat
eredményei arra utalnak, hogy diabéteszes és nem diabéte-
szes paciensekben a prepro-NPY-beli pro7 szubsztitucié Jje-
lenléte az ismert hajlamositd tényez8k hatdsanak kikliszobo-
lésére végzett korrekcid utan 1is szoros ©sszefliggést mutat
a carotis fokozott ateroszklerdézisdval. Mindezek mellett ez
az elsé bizonyitéka annak, hogy 2. tipusi diabéteszben
szenvedé paciensekben a prepro-NPY-beli pro7 szubsztitucid

noéveli a diabetikus retinopédtia kialakulésnak veszélyét.



A DNS-szekvencia, vagy a mutdns szignadlpeptid, vagy a
prepro-NPY Dbarmely egyéb hasitési termékével ©sszefiiggd
peptid igénybevehetd olyan szkrinelés soran, amelynek célija
egy adott egyén mutdns NPY-gén hordozidsanak kimutatéasa.

Az eldbbi vizsgalat vagy DNS-elemzésként végezhetd
el, jol ismert eljarasok - pl. az ép és a mutédns NPY-gén
kézvetlen DNS-szekvendldsa, vagy az ép vagy mutdns NPY-
szekvencia kimutatéasat lehetdévé tevs, polimerédz-lanc-
reakcidéval (PCR) végzett allélspecifikus amplifikdcid - se-
gitségével, vagy az ép és a mutdns NPY-gén kdzvetett kimu-
tatasat lehetdévé tevd kiilonféle eljarasok alkalmazasaval,
pl. PCR- szimpla sza&lu konformacidés polimorfizmus (,single
stranded conformation polymorphism”, SSCP) vizsgalattal
vagy denaturald gradiens-gélelektroforézissel (,denaturing
gradient gel electrophoresis”, DGGE). Az ép vagy mutdns gén
kimutatasara igénybevehetd még a nagyszamu minta feldolgo-
zasara kiilondsen alkalmas restrikciés fragmenshossz-
polimorfizmus (,restriction fragment length polymorphism”,
RFLP) vizsgalat is.

A kimutatas elvégezhetd a szodvetekben expresszalt RNS
kiilonbozb eljarasokkal torténd vizsgadlataval is. Hibridiza-
cid céljara allélspecifikus prdébak tervezhetd8k. A hibridi-
zaci6é pl. Northern-blot-eljarassal, Rnaz védé vizsgalati
eljarassal vagy in situ hibridizaciés eljaréasokkal valdsit-
haté meg. Az ép vagy a mutdns NPY-génbd&l szarmazd RNS vizs-
galhatd tovabbéd az RNS eldzetesen cDNS-sé konvertalasaval,

majd a cDNS allélspecifikus PCR-eljédréssal végzett amplifi-
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kadlasaval, azt kovetden pedig a fentiekben a genomi DNS
esetében leirtak szerinti elemzésével.

A kimutatéds alternativ médon immun-vizsgédlati eljaréas
segitségével, a mintdnak a szignélpeptidhez vagy a prepro-
NPY barmely egyéb hasitédsi termékével kapcsolatos peptidhez
kotédni képes ellenanyaggal torténd reagdltatasaval is el-
végezhetd.

Ellenanyagok termelheték az ép vagy mutans prepro-
NPY, pontosabban az NPY ép vagy mutdns szignadlpeptid-
részlete ellen. Az ellenanyag-termeltetés poliklondlis el-
lenanyagok el&allitasa érdekében kisérleti A&llatokban 1in
vivo, monoklondlis ellenanyagok nyerése érdekében sejtte-
nyészetekben in vitro tdrténhet.

Ateroszklerdzis kialakuldsa tekintetében fokozottan
veszélyeztetettnek diagnosztizalt személy, vagy diabetikus
retinopatia kialakulédsa szempontjébdél fokozottan veszélyez-
tetettnek diagnosztizdlt diabéteszes személy barmely emli-
tett megbetegedés kialakulédsédnak megeldzése érdekében a mu-
tans NPY-gén hatasat ellensulyozdé hatdanyag hatékony adag-
javal kezelhetd. Ez megvaldsithatd a mutédns NPY-szekvencia
kijavitasat célzd specifikus génteréapidval, vagy az endogén
NPY szintézisét, kibocséatasat vagy metabolizmusat mddositéd,
vagy az NPY célhelyein az NPY és a specifikus NPY receptor-
proteinek kolcsénhatédsat megvaltoztatd gydgyaszati készit-
mények alkalmazédsaval. Ezidadig ot kulonféle NPY-receptor-
altipus (Y1-Y5) leirdsédra és kldénozasara kerilt sor, vala-
mint elddllitottak az ezekkel a receptorokkal specifikus

reakcidba 1épd drogmolekuldakat is. A taldlmany targyat ké-
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pezd gydgyszeres kezelés nem csupdn az itt megnevezett re-
ceptorokat és mechanizmusokat foglalja magaban, hanem ki-
terjed a kés&bb felfedezendd és felismerendd NPY-recepto-
rokra és mechanizmusokra, ideértve az NPY szekrécibjat is.

Egy paciensben a mutidns NPY-gén hatdsdnak antiszensz
terapiaval vagy génkapcsoldssal vagy —-helyettesitéssel tor-
ténd ellensulyozdsa a megbetegedéssel kapcsolatos mutacid
célzott korrekcidéjat vagy a muténs allél homoldg rekombina-
cidoval toérténd helyspecifikus inaktivalasat foglalja maga-
ban.

Az antiszensz terédpia korébe tartozd eljarasok a cél-
mRNS-sel kialakitott kozvetlen kdlcsdnhatédson keresztil ga-
toljak a transzlacidét. Ez megvaldésithatdé pl. a gatolandd
mRNS-sel Watson-Crick-bazisparokat kialakitd, specifikusan
tervezett oligonukleotid alkalmazdsaval. A génexpresszid
antiszensz oligonukleotiddal torténd gatlasdnak eredményes-
sége attdl figg, képes-e az antiszensz oligonukleotid egy
komplementer mRNS-szekvencidhoz kotédni és meggatolni az
mRNS transzlacidéjat. Oligonukleotid-alapu stratégia alkal-
mazasaval korrigalhatd egy gén egy bazisra kiterjedd mutéa-
cidéja [Giles és mtsai. (1995); Schwab és mtsai. (1994);
Yoon és mtsai. (1996)]. Egy rovid, 7 vagy 8 bazis hosszusa-
gu oligonukleotid mar antiszensz aktivitéassal és specifi-
téassal rendelkezhet, amely nagymértékben fiigg a célpont RNS
szegélyez& szekvenciditdl. A kotdédésnek olyan stabilnak

kell lennie, hogy eld&segitse az RnazH-kdzvetitett hasitést.
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A mutans NPY-gén hatasat a mutdns szakasz .. cga ct/cg
ggg .. szekvenciajat tartalmazéd, rovid, allélspecifikus
oligonukleotiddal ellensulyozzuk (a mutdns bazist vastagit-
va Jjeloltiik). Ez a mutadns bazisszekvenciat felismerd, kiu-
16nb&z8 hosszusagu oligonukleotidokkal valdésithatd meg. A
prepro-NPY mRNS-ek varhaté mésodlagos szerkezete alapjan
(1. és 2. séma) a legmegfeleldbb célszekvencia a mutans ba-
zis koruli -9. bazistdl a +2. bazisig terjed, vagyis a 3’'-
acaagcgtactgg-5’ szekvencidnak felel meg. Ez a szekvencia
rcsomdkat” (,bulbs”) tartalmaz, amelyek kdztudottan fokoz-
zak az oligonukleotid cél mRNS-hez k&étddését.

A fenti célra mbédositatlan oligonukleotidok is alkal-
mazhatdk, de stabilitédsuk és nukledzzal szembeni ellendlld
képességiuk fokozadsa, valamint magba todrténd behatolasuk
eldsegitése érdekében az oligonukleotidokon kiilénféle mbédo-
sitasok is végezhetdék. Eddig mar viszonylag sok, féleg a C-
2, C-4, C-5 és C-6 helyeken médositott pirimidinvegyilet
szintetizédlasara és nukleotidokba épitésére keriilt sor. Ha-
sonldképpen purinanaldédgok 1is szintetiz&lhaték és oligo-
nukleotidokba épithetdk. A cukorgydk, a pentofurandz-gydru
2" pozicidja metoxi-, propoxi-, O-alkoxi- vagy metoxietoxi
csoporttal szubsztitudlhaté. Az oligonukleotidok foszfat-
vagy cukor-foszfat vaza is helyettesithetd, mint pl. a C-5
propinilpirimidin-médositott foszfotiocdt oligonukleotidok
esetében. A fenti célra felhaszndlhatdk tovabba 5’- és 3'-
végeiken nukleotidok kozotti pl. metilfoszfotiodt-, foszfo-
diészter- vagy metilfoszfonat-kotésekkel mdédositott kiméra

oligonukleotidok is. Viszonylag uj eljarasnak szamit a kon-
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formacid-korlédtozott roégzitett nukleinsav (, locked nucleic
acid”, LNA) oligonukleotidok és peptidnukleinsavak alkalma-
zadsa. A biotechnoldégiai uton elddllitott ribozimek szerke-
zetileg eltérnek, de specifitdsuk szintén a cél mRNS-
szekvencia felismerésének filiggvénye.

A  génkicseréld vagy génkapcsold eljarasok inak-
tivaljak a muténs génszekvenciat és egy kijavitott szekven-
ciat Jjuttatnak a helyére. Ez ép szekvencidval rendelkezd
exogén gén transzfekcidjaval és a mutans koédold szekvencia
antiszensz oligonukleotiddal t&érténd gatlasdval valdsithatd
meg. Igénybevehetd olyan technoldégia is, amelyben a mutéans
szekvencia gatlasa nélkiil keril sor a kijavitott ép szek-
vencia beépitésére. Ez heterozigdéta, vagyis egy ép és egy
mutadns allélt hordozd sejtekben alkalmazva a normalis
allélek tulzott expresszidéjdhoz vezet. Homozigdta mutéans
sejtek kezelése dominadns pozitiv hatast eredményez, vagyis
a normal allélnek a muténséndl nagyobb mértékd expresszid-
Jjat idézi els.

A mutans NPY-szekvencia NPY-gén mikddésére gyakorolt
hatasanak vizsgalatara transzgénikus &llatok vehetdk igény-
be. Transzgénikus 4&llathoz célzott homoldég rekombinacids
eljaras alkalmazasaval juthatunk. Ennek sordn az endogén
szignalpeptid-szekvencia helyettesitése céljabdl az NPY-gén
szekvenciajaba juttatjuk az emberi NPY-szigndlpeptid ép és
mutans szekvencidit [vagy barmely, prepro-Y-neuropeptidet
(prepro-NPY-t) vagy annak az egéreredeti vagy emberi érett
NPY-peptid aminosav-szekvenciajat koédold részét kéddold

nukleotid-szekvenciat magéban foglald DNS-szekvenciét,
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amelyben i) a prepro-NPY szignalpeptid részének 7. amino-
sav-pozicidéjadban a leucint prolin helyettesiti, vagy ii) a
prepro-NPY szignalpeptid részének 7. aminosav-pozicidéjaban
valtozatlanul leucin taldlhaté]. Ilyen koérilmények kozott
az endogén NPY-gén a megszokott mdédon mikodik, de a prepro-
NPY szintézisét wvagy az ép, vagy a mutdns humdn NPY
szigndlpeptid-szekvencia szabadlyozza. Ez a transzgénikus
modell lehetdvé teszi az NPY-génmutdcid élettani hatdséanak
nagymértékben célzott vizsgdlatéat, emellett idedlis
préklinikai modellt biztosit a mutdns NPY-gén hatasdnak mo-
dositasa céljabdl tervezett Uj drogmolekuladk vizsgalatahoz

és szkrineléséhez.

A talalmany szerinti megoldéas részleteit a kdvetkezd
kisérletek bemutatdsan keresztiil ismertetjiik.

1. példa

Kisérleti elrendezés

Vizsgalatunkban 2. tipusu diabéteszes betegek és nem
diabéteszes kontroll paciensek csoportjainak a diagnézistédl
szamitott 10 éves utankovetéses vizsgdlatabdl keresztmet-
szeti mintavételezéssel nyert adatok elemzését végeztiik el
(16-22) . Roviden osszefoglalva, az eredeti vizsgalatban
133, 45-64 éves, 2. tipusu diabétesszel Ujonnan diagnoszti-
zalt beteg és 144, a lakossdgi nyilvantartasbdél véletlen-
szerlUen kivalasztott nem diabéteszes kontroll személy sze-
repelt. Az alapvizsgalatot 1979-81 kozott végeztik, acz
Osszes paciens Kelet-Finnorszag egy koériilhatdrolt terileté-

r6l1 szarmazott (16). Az 1985-86-ban (17), valamint az 1991-
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92-ben (18-19) elvégzett 5 és 10 éves utankdvetéses vizsga-
latokra a péaciensek mindegyikét Dbehivtuk. A 10 éves
utankovetési periddus alatt a diabéteszes paciensek kozil
36 (27%), a nem diabéteszes péaciensek ko&zil 8 (6%) hunyt
el, fdéként sziv- és érrendszeri megbetegedések kovetkezté-
ben (18). A 10 éves vizsgalat soran az eredetileg diabéte-
szes populacidébdél 84 (63%), a nem diabéteszes csoportbdl
119 (83%) személy esetében ultrahangos carotis-vizsgalatot
és (3 diabéteszes valamint 1 nem diabéteszes paciens kivé-
telével) genotipus-elemzést végeztiink. A kisérletet a
Kuopioi Egyetem (University of Kuopio) Etikai Bizottsaganak
jovahagyasaval folytattuk.

Anyag és médszer

Az egészségiigyl eldéélet és a sziv- és érrendszeri
megbetegedések elbiralasat, a gydgyszerszedésre, a dohany-
zasra, a vérnyomasra, a testtomeg-indexre (,body-mass in-
dex”, BMI) valamint a derék-csipd korméret aranyra vonatko-
z6 adatokat kordbban mar részletesen ismertettiik (18-22). A
~makrovaszkularis megbetegedéssel érintett” csoportba a ko-
rabban bizonyitottan szivizominfarktusra, agyvérzésre vagy
idészakos santitésra jellemzd tiineteket mutatott paciense-
ket soroltuk. A péacienseken 75 g glikézadaggal oralis
glikdéztolerancia-vizsgalatot végeztink. A kontroll péacien-
sek esetében megfigyelt csokkent glikéztoleranciét a WHO-
szerinti beosztéasnak megfelelden osztdlyoztuk (23). A vér-
mintak gydjtésével, a szérum lipid és lipoprotein mennyisé-
gének ultracentrifugdléssal és precipitéacidos eljarassal

tortént meghatéarozasaval, az apolipoprotein B, a plazma
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gliik6z és plazma inzulin mennyiségének megallapitéasaval
kapcsolatos adatokat korédbban mar szintén kozoltik (19-22).

Genotipus-elemzés

A prepro-NPY genotipus megédllapitasat egy, a pacien-
sek fenotipusadt nem ismerd vizsgald végezte a perifériés
vérmintaikbdl kivont DNS RFLP-elemzésével. ROviden Ossze-
foglalva, amint azt kordbban mar koézzétettik (15), a paci-
ensek leu7pro polimorfizmus alapjan tdrténd genotipizalasat
a BsiEI restrikcidés helyet eredményezé timidin(1128)
/citozin(1128) szubsztitucid alkotta polimorfizmusra ala-
pozva végeztiik. A PCR-termékeket BsiEI-gyel (New Englad
Biolabs, Inc., Beverly, MA, USA) emésztettlik, majd 2%-os
agarbzgélen végzett elektroforézissel vizsgaltuk.

Az a. carotis-beli ateroszklerdzis elbiraliasa

Az arteria carotis-beli referenciapontok, wvalamint a
k6zeli és tavoli érfalfeliiletek pontos és megbizhatd azono-
sitdsara a korédbban részletesebben ismertetett nagyfelbon-
tadsu ,,B-méd” ultrahangos képalkotd vizsgdlati eljaréast al-
kalmaztuk (20-21, 24). Roviden osszefoglalva, az arteria
carotis-t anatémiai és geometriai alapon két szakaszra osz-
tottuk. Az e szakaszokat elhatédrold fébb anatdmiai Jelleg-
zetességek a bulbus proximalis vége (carotis bifurkacid),
valamint az a. carotis externa-t és a. c. interna-t elva-
lasztd, az A&aramléast kettéosztd sovény csucsa voltak. Az
IMT-t az artéridkrdél készitett hossziradnyu felvételeken a
tavoli fal adventitia/media és intima/iireg hatéarfelilletel
k6zott mértik. A carotis ultrahangos vizsgalatait két képe-

sitett szakember végezte. A vizsgadlatokhoz ,Biosound Phase
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Two” tipusu, 10 Mhz-es gylirlis elrendezésli fejjel felszerelt
ultrahangkésziiléket haszndltunk. A vizsgédlatokrdél videofel-
vételeket készitettlink, amelyek szamitdgéppel témogatott
mennyiségi elemzését egy kozponti laboratériumban végezték
el (24-25). A carotis communis IMT értéke a kétoldali tavo-
libb fal esetében kapott maximum értékek 4atlagadnak felelt
meq.

Statisztikai eljarasok

A priori hipotézisiink szerint a prepro-NPY-ban pro7
szubsztiticidéval rendelkezd péaciensek 4atlagos IMT-értéke
magasabb a vad tipusu prepro-NPY-nal (leu7/leu7) rendelkezd
padciensekénél. A leu7pro polimorfizmus folytonos valtozdk-
kal wvaldé Osszefliggéseit Student-féle t-prébéaval, kate-
gbrikus valtozdkkal vald Osszefiiggéseit Khi-négyzet proéba-
val vizsgaltuk. Egyes meghatdrozott kovaridnsok hatédséanak
kikliszobdlése érdekében a carotis communis IMT és a leu7pro
polimorfizmus Osszefliggését kovariancia-analizissel
(ANCOVA) 1is megvizsgédltuk. A ferde eloszlasu valtozdkat
(pl. carotis IMT, inzulinkoncentracid¢) logaritmikus transz-
formacidét kovetden vizsgaltuk. A 0,05 vagy anndl kisebb p
érték statisztikailag 1lényeges mértéki kilonboz8ségre
utalt. A statisztikail elemzéseket SPSS-Unix szoftverrel vé-
geztiik.

Eredmények

A Cl128-allél frekvencidja tekintetében nem volt 1lé-
nyeges mértékd kiilonbség a nem diabéteszes (14,3%) és a di-
abéteszes (9.9%, p = 0,36) csoportok kozott. A diabéteszes

és a nem diabéteszes leu7/leu7 és pro7 csoportok vizsgalati
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eredményeit az la-b téblédzatok tartalmazzadk. A diabéteszes
és nem diabéteszes csoportokon beliil az életkor, a nem, a
testtomeg-index, a derék/csipd hényados, a vérnyomas és a
makrovaszkularis megbetegedés gyakorisdga tekintetében nem
volt kildnbség az eltérd genotipusu paciensek kozott. A ko-
rabbi megfigyelésekkel (15) osszhangban a leu7pro polimor-
fizmussal rendelkezd péciensekben magasabb volt az LDL-
koleszterin koncentréaciéja (p = 0,05). Bar a leu7/leu7 cso-
porthoz képest a pro7 csoportban magasabb volt az apolipo-
protein B koncentraciéja, a kiUlonbség statisztikailag nem
volt lényeges mértékl. Kordbbi vizsgalatunkban a nem diabé-
teszes csoportban csak a sovany, a koleszterin-
metabolizmust ismerten befolydsold (pl. béta-blokkold vagy
vizelethajtd) kezelésben nem részesiilé személyek adatait
szerepeltettik (15). A toébbi lipoprotein tekintetében nem
dllapitottunk meg eltéréseket, érdekes moédon a diabéteszes
paciensekben még a testtémeg-index kdzépértékének elemzésé-
vel sem talaltunk oOsszefliggést a szérum koleszterinszint
vonatkozasaban (nem k6z6lt adatok).

Az atlagos carotis communis IMT-érték kb. 25%-kal ma-
gasabbnak bizonyult a pro7 alléllel rendelkezd diabéteszes
paciensekben mint a mésik alléllel rendelkez&kben (p =
0,004), a nem diabéteszes paciensek esetében ez az érték
9%-kal volt magasabb (p = 0,156). A két csoport Osszevonéa-
saval kapott adatok kovariancia-elemzése (2. tablézat) so-
ran a kor, a pro7 allél jelenléte, a diabétesz, a sziszto-
lés vérnyomés és a makrovaszkularis megbetegedés bizonyul-

tak a carotis communis IMT-érték filiggetlen prediktorainak.
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Mindemellett a prepro-NPY-beli pro7 szubsztituciéval ren-
delkezé diabéteszes paciensek esetében sokkal magasabb volt
a diabetikus retinopatia eléforduldsi arénya, mint a
leu7/leu7 genotipusu diabéteszes pacienseknél (p = 0,04).

Diszkusszid

Az iddés finn nem diabéteszes és diabéteszes paciensek
vizsgadlataval kapott eredményeink alapjan a prepro-NPY pro7
allélje szoros Osszefliggést mutat a fokozott carotis
ateroszklerb6zissal. Ez az Osszefliggés diabéteszes paciensek
esetében még kifejezettebbnek bizonyult. Ez lényeges megal-
lapitas, mivel a carotisartéridk IMT-jének megnodvekedésével
egyenes aréanyban né a sziv- és érrendszeri problémdk veszé-
lye, még mieldtt a sziv- és érrendszeri megbetegedések kli-
nikai tinetei megjelennének (26). A prepro-NPY-beli pro?7
polimorfizmus megléte szoros Osszefliggést mutatott tovabba
a diabetikus retinopatia eléfordulédsi arédnyaval. Sovany,
nem diabéteszes paciensekben a pro7 allél és a magas LDL-
koleszterin valamint apolipoprotein B koncentracid kozott
is 0osszefliggést mutattunk ki (15), ami azonban a diabéte-
szes paciensek esetében testtdomeglktdl fliggetleniil nem volt
megfigyelhetd.

A 2. tipusu diabétesz jelentds mértékben fokozza az
ateroszklerdzis kialakuldsanak veszélyét, és bar a diabeti-
kus makrovaszkuldris megbetegedések kialakuldsa nagyrészt
ismert hajlamositd tényezdknek kdszonhetd (27), az érfal-
elvaltozasok nagy része tovabbra is ismeretlen eredetd, igy
tovabbi potencidlis kornyezeti, metabolikus és genetikai

okaik felderitésére van sziikség. Vizsgalatunkkal elsé izben
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mutattuk ki, hogy a pro7 alléllel rendelkezd diabéteszes
paciensek carotis IMT-értéke nagyobb, mint a leu7/leu7 ge-
notipusu pacienseké. Bar ezt az Osszefliggést viszonylag
kisszami péaciens vizsgadlatédnak eredményeként &allapitottuk
meg, a diabéteszes betegek esetében meghatidrozott egyéb
hajlamosité tényezdk és a pro7 allél kozotti kapcsolat hid-
nya miatt az mégis figyelemreméltdédnak tekintendd. Mivel a
nem diabéteszes kontroll csoportban is voltak (mint ahogy
barmely populacids vizsgalatban lennének) csékkent glitkdz-
toleranciaju személyek, és emiatt a glukdz-tolerancia te-
kintetében bizonyos mértékd folytonossadg allt fenn a vizs-
galati csoportok kozdtt, a kovariancia-analizis statiszti-
kai teljesitményének (,statistical power”) fokozasa érdeké-
ben a csoportok adatait 6sszevontan elemeztiik. Ennek ered-
ménye alapjan a kordbban kozoltekkel (7) 6sszhangban a kor,
a diabétesz, a szisztolés vérnyomas és a makrovaszkularis
megbetegedés jelenléte bizonyultak a carotis communis IMT-
érték fliggetlen valtozdinak. Az NPY genotipus hatédsa érde-
kes mbébdon ebben az elemzésben is statisztikailag lényeges
maradt. Egyéb sziv- és érrendszeri hajlamositdé tényezdk
egyik csoportban sem mutattak Osszefliggést az NPY genoti-
pussal, kivéve az éhezési inzulint a nem diabéteszes paci-
ensek esetében. Mint a keresztmetszeti mintavételezéssel
végzett vizsgdlatok esetében &ltaldban, a szelektiv morta-
litas itt is torzithatta az adatok értékelését. Mivel azon-
ban egyrészt a pro7 alléllel rendelkezd sovany, nem diabé-
teszes kontroll péaciensekben a 10 éves utankdvetési perio-

dus teljes idétartama alatt kovetkezetesen magasabb volt az
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LDL-koleszterin koncentracidéja, masrészt pedig a magasabb
mortalitdsyi diabéteszes csoportban kifejezettebb volt a ge-
notipus carotis IMT-re gyakorolt hatéasa (18), vizsgalatunk
feltehetéen alulbecslilte a kimutatott o¢sszefliggés nagysa-
gat.

Hogyan segitheti elé az NPY az ateroszklerdzis kiala-
kulasat? Ez els&sorban a prepro-NPY-genotipus LDL-
koleszterin metabolizmusra gyakorolt hatasanak kovetkezmé-
nye lehet (15). Ezt a hatadst ugyanakkor a testtémeg mddo-
sitja (15), vizsgélati eredményeink alapjén pedig 2. tipusu
diabéteszes paciensek esetében ilyen hatidst nem észleltink
(ebben a tekintetben a lipoprotein-adatok keresztmetszeti
vagy utankodvetéses tipusu részletesebb elemzése sem szol-
galt tovabbi informacidval). Masodsorban az NPY rendelkez-
het az ateroszklerdzis kialakulasaban szerepet Jjatszd
angiogén tulajdonsagokkal is. Az NPY-rdél kimutattdk, hogy
simaizom-mitogén hatéasu (28), stimuldlja az emberi endotél-
sejtek megtapadasat, migracidjat, DNS-szintézisét (29), va-
lamint kapillariscsd&-képzését (4). A vérkeringésben 1évéd
NPY-mennyiség egy kis hanyada endotélsejtekbdl szarmazik,
ez az endotél-eredetd NPY pedig még nagyon alacsony kon-
centracidé esetén 1is autokrin angiogén faktorként hathat
(4) . A prepro-NPY-beli pro7 szubsztituciéval rendelkezd pa-
ciensek ezért az endotelidlis NPY csékkent mikddése miatt
hajlamosak lehetnek a carotis artéridk intima-média rétegé-
nek megszélesbedéseként Jjelentkezd artériafal-megvastago-
dédsra. Harmadrészt az NPY az autondédm idegrendszer fontos

medidtor anyaga is. A vérkeringésben taladlhaté NPY-
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mennyiség nagyobb hanyada a perivaszkulédris szimpatikus
idegvégzbédésekbdl szarmazik, az NPY-koncentracid oOsszefigg
a noradrenalin mennyiségével (30). Amint az &ltalunk vizs-
galt populéacié esetében is kidertilt, az autondédm idegrend-
szeri mikodészavar a 2. tipusu diabéteszes péaciensek sziv-
és érrendszeri eredetdd halalozasi okainak fliggetlen
prediktora (22). A sziv- és érrendszeri megbetegedések ¢és
az autoném idegrendszeri mikodészavar kozotti Osszefliggések
ugyan még csak feltételezésen alapulnak, de sajat, nem ko-
z6lt megfigyeléseink arra utalnak, hogy a prepro-NPY-ban
pro7 szubsztiticidédval rendelkezd péciensek szivének autondm
szabdlyozéasa rendellenes. Mindezek alapjan ugy véljik, hogy
az ateroszklerdzis kialakulasa Osszefligghet az érfejlédés-
ben, lipid metabolizmusban és autondm idegi funkcidkban
szerepet jatszd génnel (génekkel), és az &ltalunk nemrégi-
ben lelirt NPY-génvaltozat (15) az elsd, amely kimutathatod
kapcsolatban 411 a fokozott ateroszklerdzissal.
Osszefoglalva, eredményeink arra utalnak, hogy diabé-
teszes és nem diabéteszes finn paciensekben a prepro-NPY-
beli pro7 szubsztitucid jelenléte o6sszefligg a carotis ult-
rahangos vizsgalattal megallapitott ateroszklerdzisaval.
Vizsgédlatunk ezen fellll els&8ként szolgaltatott adatokat ar-
ré6l, hogy a prepro-NPY-beli pro7 szubsztiticidé Jjelenléte
NIDDM (2. tipusu) diabéteszes paciensekben a diabetikus
retinopatia fokozott el&fordulasi aranyaval is Osszefiiggést
mutat, ezért ez a drogfejlesztés potencidlis célterililete

lehet.
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A talalmany szerinti eljardsok szamos kiilénbozé meg-
valésitasi mdédban alkalmazhaték, amelyek koziil itt Csupan

néhanyat ismertettiink. Szakember szamara nyilvanvaléd,

hogy
tovabbi megvalésitasi médok is léteznek, amelyekben szintén
megvaldsul a taldlmanyi gondolat Ennek megfelelden a be-
mutatott megvaldsitasi moédok csupdn a taldlmany szerinti
megoldas illusztrdlasat szolgaljak és nem korlatozzak annak
hatdkorét.

la téblazat

A nem diabéteszes paciensek klinikai jellemz&i

leu7/pro- genotipus szerint

leu7/leu?’ pro7/- p-érték
Jellemzd
n = 90 n = 15

Eletkor (év) 65.510.6 65.5+1.1 0.982

Férfi nem (n, %) 43(48) 5 (33) 0.298
Testtémeg-index (kg/m?) 27.8%0.5 | 28.4%1.2 | 0.611
Makrovaszkularis megbetegedés (n, %) 11(12) 4(27) 0.139
Dohanyzéas (n, %) 23(26) 5(33) 0.528
Gybgykezelt magas vérnyomas (n, %) 26(29) 6(40) 0.387
Szisztolés vérnyomds (Hgmm) 14942 14843 0.863
Diasztolés vérnyoméds (Hgmm) 85+1.1 8543 0.847
Ehezési szérum inzulin (mE/L) 11.0+0.6 | 14.8%2.2 | 0.056
Csokkent glikdéztolerancia (n, %) 11(12) 1(7) 0.531
Atlagos carotis communis IMT (mm) |1.0440.02| 1.14+0.4 0.156
Szérum apolipoprotein B (mg/L) 1.04+0.03| 1.1240.08 | 0.285
Szérum HDL koleszterin (mmol/L) 1.3420.03|1.27+0.08 | 0.403
Szérum LDL koleszterin (mmol/L) 4.1140.09| 4.6140.30 | 0.05
Szérum Osszes koleszterin (mmol/L) {6.2940.111] 6.72+0.37 | 0.153
Szérum triglicerid (mmol/L) 1.81+0.12| 1.65+0.18 | 0.811
Derék/csipé héanyados 0.91+0.01| 0.9120.03 | 0.926
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lb tébléazat

A diabéteszes péciensek klinikai jellemz&6i leu7/pro- geno-

tipus szerint

leu7/leu’? pro7/- p-érték

Jellemzd
n =173 n = 8

Eletkor (év) 67.1%0.7 66.5%1.2 | 0.765
Férfi nem (n, %) 36(49) 5(63) 0.479
Testtdmeg-index (kg/m?) 29.4+0.6 | 27.6+4.1 | 0.344
Makrovaszkularis megbetegedés (n, %) 28(38) 5(63) 0.187
Dohanyzas (n, %) 25 (34) 2(25) 0.598
Gydgykezelt magas vérnyomas (n, %) 40 (55) 5(63) 0.677
Szisztolés vérnyomés (Hgmm) 154%2.8 150£10.3 0.637
Diasztolés vérnyomés (Hgmm) 8442 87+4 0.482
Ehezési szérum inzulin (mE/L) 15.010.9 15.743.7 0.823
Atlagos carotis communis IMT (mm) 1.18+0.03 | 1.58+0.21 | 0.004
Szérum apolipoprotein B (mg/L) 1.1720.03 | 1.00+£0.09 | 0.10
Szérum HDL koleszterin (mmol/L) 1.11+.0.03 | 1.27+0.12 | 0.142
Szérum LDL koleszterin (mmol/L) 4.09.10 3.66+0.27 | 0.204
Szérum Osszes koleszterin (mmol/L) 6.44+£0.16 | 5.95+0.36 | 0.325
Szérum triglicerid (mmol/L) 2.6210.22 | 2.09+0.34 | 0.455
Derék/csipé hényados 0.9440.01 | 0.9840.03 | 0.222
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2. tabléazat

Az Atlagos carotis intima-média vastagsag kovariancia-

analizise az &sszevont csoportok adatai alapjéan, a leu7/pro

polimorfizmus és kovaridnsai hatdsanak korrekcidjéaval

Hajlamositd tényezd F-érték Szignifikancia
Eletkor 7,744 0,006
Nem 2,866 0,092
Diabétesz 3,960 0,048
NPY leu7/pro 5,165 0,024
Makrovaszkularis
4,278 0,040
megbetegedés
Dohéanyzés 2,225 0,138
Szisztolés vérnyomas 5,754 0,018
LDL-koleszterin 0,142 0,707

Kétiranyd interakcidé: diabétesz x NPY leu7/pro, F = 0,174,

p = 0,677
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ccgcttcttce
acactcgtgc
ggtgggqgtc
taaaagccct
cgctcgcccg

tgctacgacc

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

cccgtccgtt
gactgaccct
ccaagccgga
cgctgcgaca

tccggga

1

325

DNS

31 -

SZEKVENCIALISTA

Homo sapiens

aggcagtgcc
ggctgcggtt
acccaagcgt
gtcgcgaccc
acagcatagt

cgtctgtcta

2

247

DNS

tggggcggga

ccagccccct
gactgcccga
gctctctgca
acttgccgcc

ggggt

Homo sapiens

gagccttctg
cgccctgtcecc
caacccgggc

ctacatcaac

tgcctgcaga
ctgctcgtgt
gaggacgcac

ctcatcacca

gggttggggt

ccccccgceca
ggcccctcect
ccccatccgce

cagccacgcc

tgctaggtaa
gcctgggtgc
cagcggagga

ggcagaggtg

gtgggtggct
ctcaggggcg
gccgceggcega
tggctctcac

cgcgcgccag

caagcgactg
gctggccgag
catggccaga

ggtgggaccg

ccctaagtcg
ggaagtggcg
ggaagctcca
ccctcggaga

ccaccgtgag

gggctgtccg
gcgtacccct
tactactcag

cgggaccgat

60

120

180

240

300

325

120
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240
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

3

142

DNS

Homo sapiens

acttgcttta aaagactttt ttttttccag atatggaaaa cgatctagcc cagagacact 60

gatttcagac ctcttgatga gagaaagcac agaaaatgtt cccagaactc ggtatgacaa 120

ggcttgtgat ggggacattg tt

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

ccttacatgc
aaatgagact
agaatccacc
ttgtcatcat

cctcaatgaa

<210>

<211>

<212>

<213>

4

300

DNS

Homo sapiens

tttgcttett
tgctctctgg
catcctacca
tgtatatatg

aaatctatta

5

551

DNS

atgttttaca
ccttttccta
atgcatgcag
tgtgtttaaa

caatagtgag

Homo sapiens

ggcttgaaga ccctgcaatg
ttttcagccc atatttcatc
Ccactgtgct gaattctgca
taaagtatca tgcattcaaa

gattattttc gttaaactta

tggtgatggg
gtgtaaaacg
atgttttcct
agtgtatcct

ttattaacaa

142

60

120

180

240

300
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<221>

<222>

<220>

(87) ..(377)

<221> sig peptide

<222>

(400)

(87)..(170)

5

accccatccg ctggctctca cccctcggag acgctcgecce gacagcatag tacttgccgec 60

ccagccacgc ccgcgcgeca gccacc atg cta ggt aac aag cga ctg ggg ctg

tcc

Ser

10

gcc

Ala

gcg

Ala

ctc

Leu

att

Ile

gga

Gly

gag

Glu

gag

Glu

atc

Ile

tca

Ser

75

ctg

Leu

gcg

Ala

gac

Asp

acc
Thr

60
gac

Asp

acc

Thr

tac

Tyr

atg
Met
45

agg

Arg

ctc

Leu

ctc

Leu

CcCcC
Pro

30
gcc

Ala

cag

Gln

ttg

Leu

gcc
Ala

15
tcc

Ser

aga

Arg

aga

Arg

atg

Met

ctg

Leu

aag

Lys

tac

Tyr

tat

Tyr

aga
Arg

80

Met Leu Gly Asn Lys Arg Leu Gly Leu

tcce

Ser

ccg

Pro

tac

Tyr

gga
Gly

65
gaa

Glu

ctg

Leu

gac

Asp

tcg
Ser

50
aaa

Lys

agc

Ser

ctc

Leu

aac
Asn

35
gcg

Ala

cga

Arg

aca

Thr

gtg
Val

20
ccg

Pro

ctg

Leu

tcc

Ser

gaa

Glu

tgc

Cys

ggc

Gly

cga

Arg

agc

Ser

aat
Asn

85

ctg

Leu

gag

Glu

cac

His

cca
Pro

70
gtt

Val

ggt

Gly

gac

Asp

tac
Tyr

55
gag

Glu

CcCccC

Pro

gcg

Ala

gca
Ala

40
atc

Ile

aca

Thr

aga

Arg

ctg
Leu

25
cca

Pro

aac

Asn

ctg

Leu

act

Thr

113

16l

209

257

305

353
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cgg ctt gaa gac cct gca atg tgg tgatgggaaa tgagacttgc tctctggcct
Arg Leu Glu Asp Pro Ala Met Trp

90 95

407

tttcctattt tcagcccata tttcatcgtg taaaacgaga atccacccat cctaccaatg 467

catgcagcca ctgtgctgaa ttctgcaatg ttttcctttg tcatcattgt atatatgtgt 527

gtttaaataa agtatcatgc attc

<210> 6
<211> 97
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Leu Gly Asn Lys Arg Leu Gly Leu Ser Gly Leu Thr Leu Ala Leu

Ser Leu Leu Val Cys Leu Gly Ala Leu Ala Glu Ala Tyr Pro Ser Lys
20 25 30
Pro Asp Asn Pro Gly Glu Asp Ala Pro Ala Glu Asp Met Ala Arg Tyr
35 40 45
Tyr Ser Ala Leu Arg His Tyr Ile Asn Leu Ile Thr Arg Gln Arg Tyr
50 55 60
Gly Lys Arg Ser Ser Pro Glu Thr Leu Ile Ser Asp Leu Leu Met Arg
65 70 75 80
Glu Ser Thr Glu Asn Val Pro Arg Thr Arg Leu Glu Asp Pro Ala Met
85 90 . 95

Trp

551
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljards személy ateroszklerdzis kialakulédsaval
szembeni fokozott fogékonysadgadnak diagnosztizdlasara, azzal
jellemezve, hogy az adott személyben kimutatjuk az emberi
prepro-NPY szignéalpeptidrészében taldlhatd, a prepro-NPY
szignalpeptidrészének 7. pozicidéjdban 1évd leucin prolinnal
tortént helyettesitését tartalmazd, az ateroszklerdzis ki-
alakulasanak fokozott kockédzatdra utald polimorfizmus meg-
l1étét.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy diabéteszes személyt vizsgélunk.

3. Eljaras egy diabéteszes személy diabetikus
retinopatia kialakulédsaval szembeni fokozott fogékonysaga-
nak diagnosztizalasara, azzal jellemezve, hogy az adott
személyben kimutatjuk az emberi prepro-NPY szignalpeptid-
részében taldlhatd, a prepro-NPY szignidlpeptidrészének 7.
pozicidéjaban 1évé leucin prolinnal tértént helyettesitését
tartalmazd, a diabetikus retinopéatia kialakuldsanak foko-
zott kockéazatdra utald polimorfizmus meglétét.

4. Mutans NPY-gén hatédsa ellen hatd hatdanyag alkal-
mazasa az 1. vagy 2. igénypontck szerint ateroszklerdzis
kialakuléasaval szemben fokozottan fogékonynak diagnoszti-
zalt személy ateroszklerdzis megeldzése céljadbodl végzett
kezelésére alkalmas gydgyadszati készitmény eldallitasara.

5. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a haté-
anyag az endogén NPY szintézisét, kibocsatasat vagy metabo-

lizmusat médositd, vagy az NPY célhelyein az NPY és a spe-
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cifikus NPY-receptorproteinek ko&lcsénhatdsat megvaltoztatd
gybgyhatéasiu anvyag.

6. A 4. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a hatdé-
anyag az ép vagy mutans NPY-gén expresszi6éjat moédositd
gybgyhatéasu anyag.

7. Emberi, 7. pozicidjdban leucint tartalmazé prepro-
NPY-szigndlpeptidrészt vagy annak egy részét kédold
nukleotidszekvencidt tartalmazdé nukleotidszekvencia alkal-
mazadsa az 1. vagy 2. 1igénypontok szerinti eljaréassal
ateroszklerdzis kialakulaséaval szemben fokozottan fogékony-
nak diagnosztizalt személynek a mutdns NPY-szekvencia kija-
vitasa utjén ateroszklerdzis megelbzésére szolgald, génte-
rapias kezelésére alkalmas génterdpias eszkdz, eldnydsen
vektor, el&dallitéséara.

8. Mutans NPY-gén hatdsat ellensulyozé hatdanyag al-
kalmazasa diabetikus retinopatia kialakuldséaval szemben fo-
kozottan fogékonynak diagnosztiz&lt diabéteszes személynek
diabetikus retinopatia megeldzése céljdbdl végzett kezelé-
sére alkalmas gydgydszati készitmény eldallitésara.

9. A 8. igénypont szerinti alkalmazads ahol a haté-
anyag az endogén NPY szintézisét, kibocsatasat vagy metabo-
lizmusat médositd, vagy az NPY célhelyein az NPY és a spe-
cifikus NPY receptorproteinek k&lcsdnhatasat megvaltoztatd
gybgyhatéasu anyag.

10. A 8. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a haté-
anyag az ép vagy mutdns NPY-gén expresszidéjat modositd

gybgyhatasu anyag.
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11. Emberi, 7. pozicidjdban leucint tartalmazd
prepro-NPY-szigndlpeptidrészt vagy annak egy részét koédold
nukleotidszekvenciat tartalmazé nukleotidszekvencia alkal-
mazisa diabetikus retinopatia kialakulédsaval szemben foko-
zottan fogékonynak diagnosztizalt diabéteszes személynek a
muténs NPY-szekvencia kijavitasa utjéan diabetikus
retinopatia megel&zésére szolgdld, génterdpids kezelésére
alkalmas génterdpids eszkdz, eldnydsen vektor elB8adllitasa-
ra.

12. Eljaréas ateroszklerdzis vagy diabetikus
retinopatia gybégykezelésére igénybevehetd gydgyaszati ké-
szitmények vagy genetikai megoldésok vizsgalatara vagy
szkrinelésére, azzal jellemezve, hogy egy prepro-Y-
neuropeptidet (preproNPY-t) vagy annak egy, érett emberi
NPY-peptidet kdédold részét kdédold nukleotid-szekvencidt ma-
gaban foglald emberi DNS-szekvencidt hordozé transzgénikus
allatot magaban foglald 4dllati modellt alkalmazunk, ahol a
prepro-NPY szignédlpeptidrészének 7. pozicidjéaban 1évs
leucin i) valtozatlan vagy ii) azt prolin helyettesiti.

13. Eljaréas ateroszklerézis vagy diabetikus
retinopatia gydgykezelésére igénybevehetd gydgyaszati ké-
szitmények vagy genetikai megolddsok vizsgalatara vagy
szkrinelésére, azzal jellemezve, hogy egéreredeti NPY-
szekvenciat vagy annak eqgy, érett egéreredetli NPY-peptidet
kdbdoldé részét kddold nukleotid-szekvenciat magaban foglald
DNS-szekvenciat hordozdé transzgénikus &llatot magdban fog-
lalé allati modellt alkalmazunk, ahol az egyéb tekintetben

normalis egéreredetd NPY-szekvencidban vagy annak egqy,
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érett, egéreredetli NPY-peptidet kdédold részében az egérere-
detd szignédlpeptidet kbédold nukleotid-szekvencidt vagy ép,
vagy mutédns emberi szigndlpeptidet koédold emberi szignal-

peptid-szekvencia helyettesiti.

A meghatalmazott:
DANUBIA

Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.

S ML

Svingor Adam

szabadalmi Ugyvivéjelolt
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Emberi Y neuropeptid (NPY) gén

EXON 1 (M14295)

1
61
121
181
241
301

ccgcttcttc aggcagtgece
acactcgtgc ggctgeggtt
ggtgggagtc acccaagcgt
taaaagccct gtcgcegaccce
CGCTCGCCCG

tgctacgacc cgtctgtcta

EXON 2 (M14296)

1 cccgtccgtt gagccttctg
61 GACTGACCCT CGCCCTGTCC
121 GGA CAACCCGGGC
181 CGCTGCGACA CTACATCAAC

241 tccggga

EXON 3 (M14297)

1
61 GATTTCAGAC
121 ggcttgtgat ggggacattg

' EXON 4 (M14298)

1 CCTTACATGC TTTGCITCIT
61 aaatgagact tgctctctgg
121 agaatccacc catcctacca
181 ttgtcatcat tgtatatatg
241 cctcaatgaa aaatctatta

acttgcttta aaagactttt
CTCTTGATGA

tggggcggga gggttggggt gtgggtgget ccctaagtcg
ccagccccct cccccegeca ctcaggggeg ggaagtggeg
gactgcccga ggcccctect gcocgeggega ggaagctcca
gctctctgcA CCCCATCCGC TGGCTCTCAC CCCTCGGAGA
ACTTGCCGCC CAGCCACGCC CGCGCGCCAG CCACCGTGAG
ggggt

i
tgcctgcagA TGCTAGGTAA CARGCGACTG GGGCTGTCCG
T GCCTGGGTGC GCTGGCCGAG GCGTACCCCT
GAGGACGCAC CAGCGGAGGA CATGGCCAGA TACTACTCAG

CTCATCACCA GGCAGAGgtg ggtgggaccg cgggaccgat

CGATCTAGCC CAGAGACACT

ttttttccag ATATGGARAA
CCCAGAACTC Ggtatgacaa

GAGAAAGCAC AGAAAATGTT
tt

ccctgcaatg tggtgatggg
atatttcatc gtgtaaaacg
gaattctgca atgttttcct
tgcattcaaa agtgtatcct
gttaaactta ttattaacaa

ATGTTTTACA Ggcttgaaga
ccttttecta ttttcagecce
atgcatgcag ccactgtgct
tgtgtttaaa taaagtatca
caatagtgag gattattttc

1b abra
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Emberi Y neuropeptid (NPY) mRNS

K01911

1l
61
121
181
241
301
361
421
481
541

accccatecg
ccagccacgce
tgaccctcge
agccggacaa
tgcgacacta
cactgatttc
aagaccctgc
gcccatattt
tgctgaatte
atcatgcatt

ctggctctca
ccgegegeea
cctgtccctg
cccgggegag
catcaacctc
agacctcttg
aatgtggtga
catcgtgtaa
tgcaatgttt
c

ccccteggag
gccaccatge
ctcgtgtgee
gacgcaccag
atcaccaggc
atgagagaaa
tgggaaatga
aacgagaatc
tcctttgteca

acgctcgecc
taggtaacaa
tgggtgcgcet
cggaggacat
agagatatgg
gcacagaaaa
gacttgctct
cacccatcct
tcattgtata

1c abra

ee o .
e o v o

e eoce o .
LX] .

gacaggatag
gcga 999
ggccgaggcg
ggccagatac
aaaacgatcc
tgttcccaga
ctggcctttt
accaatgcat
tatgtgtgtt

5/5

tacttgccge
ctgtccggac
tacccctcca
tactcggcge
agcccagaga
actcggcttg
cctattttca
gcagccactg |
taaataaagt
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