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BEVEZETES
A lipidanyagcsere zavarainak jelentdsége az érelmeszesedés kialakuldsaban

A kardiovaszkularis megbetegedések napjainkban is a legfontosabb halalokok kozott
szerepelnek hazankban és vilagszerte, egyarant. A korképek kialakulasanak hatterében
legtobbszor az érelmeszesedés kialakulasa all, mely egy, az artéridk falat érintd,
évtizedekig tartd, komplex gyulladasos folyamat, melyben szdmos koroki tényezo
jatszik szerepet. Az érelmeszesedés egyik legfontosabb kockazati tényezdje a koros
lipidanyagcsere, melynek részeként az egyes lipoprotein komponensek mennyiségében
¢s mindségében/funkcidjaban jelentds valtozasok mutathatok ki. Az érelmeszesedés
szempontjabdl a legnagyobb sulyu lipid kockazati tényez6 a low-density lipoprotein
koleszterin (LDL-C) szérum szintjének emelkedése, de az Osszkoleszterin szint, az
apolipoprotein B (ApoB), a lipoprotein (a) (Lp(a)) és az tn. non-HDL Koleszterin
szintjének emelkedése szintén noveli a sziv- és érrendszeri megbetegedések
kialakulasanak esélyét. A high-density lipopoprotein (HDL) részecske ezzel szemben
véd6 hatast az érelmeszesedés kialakulasa szempontjabol, és a HDL-koleszterin (HDL-
C) alacsony szintje szintén hajlamosithat sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasara.
Az egyes lipoprotein komponensek heterogének, mivel az ezeket alkotd lipoprotein
részecskék méretiikben, toltésiikben, lipid- és fehérje Osszetételiikben jelentds
kiilonbségeket mutathatnak. Az utdbbi évtizedek kutatdsi eredményei ravilagitottak
arra, hogy az egyes lipoprotein komponensek min6ségi valtozasai, melyek érinthetik a
lipoprotein részecskék lipid és fehérje komponenseit, és a lipoproteinhez asszocialt
enzimek mikodését, legalabb akkora jelentséggel birhatnak, mint a mennyiségi
eltérések.

A HDL szint és funkcié jelentosége az érelmeszesedés kialakulasanak gatlasaban

Talan a HDL esetében a leginkabb nyilvanvald, hogy a megfeleld szérum szint nem
jelent megfeleld funkciot is egyben. A HDL-lel kapcsolatos kutatasok sokaig csak a
HDL-C szintre fokuszaltak, és csak az utobbi évtizedekben igazolodott a funkionalis
eltérések jelentGsége az érelmeszesedés kialakulasaban. A Framinham Heart Study
bizonyitotta elsé alkalommal, hogy a HDL-C szint és a sziv- és a kardiovaszkuléris
megbetegedések kialakuldsa kdzott negativ korrelacio mutathatd ki. Ezt késébb tobb
tanulmany és metaanalizis is alatimasztotta. Mégis, a HDL-C szint emelését célzo
kezelések alkalmazasaval sokdig nem sikeriilt csokkenteni a kardiovaszkularis
események kialakulasanak esélyét. Mindez arra utal, hogy a HDL-C mérése 6nmagaban
nem elegendd, és a HDL-C emelése sem jelent feltétleniil védelmet az érelmeszesedés
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és a kardiovaszkularis események kialakulasaval szemben. Ezért az utdbbi
évtizedekben intenziv kutatasok zajlottak a HDL funkcidjanak, Osszetételének és
szerkezetének vizsgalata terén. Minél tobbet tudunk a HDL részecskét alkotd vagy
annak felszinéhez kapcsolodo fehérje és nem fehérje természetti molekulakrol, annal
nyilvanvalobba valik, hogy a HDL kulcsszereplé az egyéb lipoproteinek
metabolizmusa mellett a gyulladasos, véralvadasi és autoimmun folyamatok
szabalyozasaban is. Ennek koszonhetd komplex gatld hatdsa magara az
érelmeszesedésre, mely szintén mulifaktorialis: a gyulladas mellett oxidativ, infektiv és
immunfolyamatok egyiittes hatasaként alakul ki.

A HDL részecske egyik legismertebb szerepe az Un. reverz koleszterin transzportban
valo részvétele, melynek soran a HDL részecske a periférias sejtekbdl koleszterint juttat
vissza a majba. A folyamat els6 lépéseként a vékonybél altal termelt lipidszegény
apolipoprotein Al (ApoAl) a plazma membranbdl szarmazé foszfolipidekkel és nem-
észterifikalt koleszterinnel diszkoid alakil naszcens pre-béta HDL1-et képez. A
periférias sejtekbdl (makrofagok, majsejtek, enterocitik) az ApoAl segitségével az
ATP-k6td kazetta protein Al (ABCA1L) transzporteren keresztiil a HDL részecske
koleszterint vesz fel, mely nagyobb koleszterin tartalma pre-béta HDL2-vé alakul. A
foként ApoAl altal aktivalt lecitin koleszterin aciltranszferaz (LCAT) enzim hatasara
koleszterin tartalma koleszterin-észterré alakul, és fokozatos gémb alaka HDL3-méa
alakul at, melyhez tovabbi apolipoproteinek és egyéb enzimfehérjék kapcsolodnak. Az
LCAT hatasara a méretben és koleszterin-észter tartalomban nagyobb HDL2a-v4 alakul
at. A HDL2a részecske a koleszterin-észter tartalmat a koleszterin-észter traszfer
protein (CETP) segitségével egyéb lipoprotein, példdul VLDL részecskékkel
trigliceridre cseréli. A HDL tovabbi éréséhez hozzajarul még a foszfolipid transzfer
fehérje (PLTP), mely egyéb lipoproteinekrdl foszfolipideket szallit a HDL-re, és a
hepatikus lipaz (HL), mely triglicerid és a foszfolipidek hidroliziséért felel. Mindezen
folyamatok hatasara kialakul a HDL2b, mely felvételre keriil a majba. Koleszterin
tartalma részben tjra felhasznalasra keriil, részben epesavakka bomlik, és az epével
kivalasztodik, és egy része a széklettel tavozik, masik része a bélhamsejtek felszinén
talalhato Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) receptorokon keresztiil visszaszivodik. A
m4j altal fel nem vett, lipidmentes vagy lipidszegény ApoAl egy része a vesében a
proximalis tubulusokban a cubulin és megalin receptorokon felvételre keriil és
filtralodik.

Az érelmeszesedés kialakulasa szempontjabol az egyik leglényegesebb kezdeti 1épés az
LDL részecskék reaktiv oxigén gyokok altali oxidacidja, mivel az oxidalt LDL
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(oxLDL) az endothel sejtek aktivaciojat, azok felszinén adhézdés molekulak
megjelenését, az intercellularis adhézios molekula-1 (ICAM-1), a vaszkularis adhézios
molekula-1 (VCAM-1) és az E-szelektin expressziojat, valamint a makrofagok és
leukocytak esetén a gyulladasos citokinek termelését valtja ki. Az érfali intimaba jutva
az oxXLDL-t a makrofagok scavenger receptorai veszik fel, melynek hatdsara a
makrofag habos sejtté alakul at. Az LDL oxidacidja valdjaban tobb parhuzamos
oxidacios 1épés egyiittesének hatasara jon 1étre, de elsGsorban az apolipoprotein B
oxidativ karosodasa figyelhetd meg. Az oxidacid-specifikus epitopokat a C-reaktiv
fehérje felismeri, és a kotddést kovetéen komplement aktivaciot és a természetes
immunvalasz részeként IgM tipush antitestek termel6dését valtja ki. Ezen anti-oxLDL
antitestek megjelenésének jelentdsége azonban nem minden tekintetben tisztazott. Az
oxidacios folyamatok gatlasa mindemellett kulcsfontossaghi az érelmeszesedés
kialakulasanak gatlasaban.

A HDL részecske antioxidans hatassal rendelkezik, melyért elsésorban a HDL-hez
kotott fehérjék: maga az ApoAl, valamint enzimek: a human paraoxonaz-1 (PON1), a
platelet activitin- (PAFAH) felelnek. A PONI egy tilnyomdan HDL-hez kotott,
kalcium fiiggd észteraz, melyet foként a maj termel. A PON1-et a HDL szubfrakcidkon
beliil f6ként a kicsi, denz HDL3 szubfrakci6 tartalmazza. Fizioldgids szubsztratja a mai
napig nem tisztazott. Az aktivitds mérésére hasznalt paraoxon organofoszfatrol kapta
ugyan a nevét, és az enzimaktivitds mérésére maig ez a leggyakrabban alkalmazott
szubsztrat, az enzim arileszteraz aktivitassal és laktonaz aktivitassal is rendelkezik. A
legelterjedtebb nézet szerint az eredeti Szerepe éppen a laktondz aktivitds, mely
bakteridlis virulencia faktorok neutalizacidjahoz sziikséges, ezéltal a természetes
immunitas részét képezi. A PONL1 aktivitast egyes génpolimorfizmusok jelentésen
befolyasolhatjak. Ezek koziil a legfontosabb a Glnig->Arg (Q192R), melynek hatdsa
szubsztratfiiggd. A 192-es pozicidban a glutamin (Q alloenzim) gyorsabban hidrolizalja
a diazoxont, a sarint és egyéb ideggazokat, mig az arginin jelenléte (R alloenzim)
nagyobb affinitdst mutat a paraoxon és a feniroxon irant, ugyanakkor a fenilacetat
mindkét alloenzim hasonl6 sebességgel bontja. Ezért a 192-es pozicidban a gluamin
alacsony paraoxonaz aktivitast, mig az arginin magas, atlagosan nyolcszor nagyobb
paraoxonaz aktivitast eredményez. A polimorfizmus szubsztratfliggé tulajdonsaga teszi
lehetévé a fenotipus meghatarozast a paraoxonaz ¢és arileszteraz aktivitdsanak
hanyadosat alkalmazva (kett6s szubsztrat modszer). A PON1 az oxidalt foszfolipidek
hidrolizisén keresztiil képes gatolni az LDL részecske oxidaciojat, valamint fokozza a
monocitdk és makrofagok szabadgyokok elleni védekezOképességét és elbsegiti a
makrofagok altali ABCA1-medialt reverz koleszterin transzportot. A PON1 emellett
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csokkenti a monocitak érfali kemotaxisat és gatolja a monocita-makrofag érést. A
PONI tehat szamos ponton képes gatolni az érelmeszesedés kialakulasat. A PON1
aktivitds csokkent szamos olyan korképben, melyben fokozott a kockazat az
érelmeszesedés kialakulasara, példaul  kronikus vesebetegségben és
hyperlipidaemiaban, 1-es és 2-es tipusti diabetes mellitusban és elhizottakban. A
csokkent PONI1  aktivitas prospektiv ~ vizsgalatokban a kardiovaszkularis
megbetegedések egyértelmii kockazati tényezdjének bizonyult.

A mieloperoxidaz (MPO) egy monocitak és neutrofil sejtek altal termelt hemfehérje,
mely a sejtek azurofil granulumaiban tarolodik. A sejtek aktivacioja soran az enzim
reaktiv oxigén gyokoket termel, melyek baktericid hatidsuk mellett fehérje-, lipid- és
DNS-karositd hatast fejtenek ki. A szabad gyokok a szervezetben részben endogén
modon (enzimatikus és nem enzimatikus folyamatok révén), részben exogén uton,
kiils6 agensek (pld. ionizald sugarzas) hatasara keletkeznek. Ide tartozik a szuperoxid
anion (Oz’*) és a hidroxilgy6k (*OH). A szabadgy6kok keletkezése fontos a korokozok
elleni védelemben és egyes jelatviteli folyamatokban. Az oxidativ és antioxidans
folyamatok egyenstilyanak felbomlasa, és a tulzott szabadgyok termelés azonban karos
lehet. A szabad gyokok szerepe az érelmeszesedés kialakuldsaban kiemelt, mivel az
LDL oxidativ karosodisa az atherogenezis elsé 1épéseinek egyike. Az LDL
zsirsavtartalmanak jelentOs részét alkotjak a tobbszorosen telitett zsirsavak, példaul az
arachidonsav és a linolénsav, melyek peroxidaciora hajlamosak. A lipid peroxidacioja
soran a lipidek szabadgyokok, pld. *OH hidrogén-elvonassal lipid szabadgyokké
alakulnak (iniciaci6), melyek az oxigénnel reakcioba lépve lipid peroxigyokké
alakulnak. Ez a szomszédos oldallancrol hidrogént von el, melynek soran lipid-
hidroperoxid képzddik (propagacid). A lancreakciot az antioxidans rendszer aktivacidja
zarja le (terminacio). A lipid-hidroperoxid lebontasa soran szamos karos végtermék,
koztiik malonaldehid (MDA), 4-hidroxi alkanok és 2-alkének keletkeznek, melyek
melyek DNS fragmentaciot, DNS kereszkotések és adduktok kialakulasat okozhatjak,
ezaltal mutagének. A szabad gyokok okozta oxidativ karosodas elleni védelemben
szerepet jatszanak a lipoprotein részecskékhez kotott antioxidans vitaminok és egyéb
molekuldk, példaul az alfa-tokoferol, a karotinoidok és az ubiquinol, valamint a
glutation és redox rendszere, a szuperoxid dizmutaz és a katalaz. Az 6sszefoglalo néven
E vitaminnak nevezett tokoferolok és tokotrienolok a leghatékonyabb exogén
antioxidans molekuldk kozé sorolhatok. Az Osszesen nyolc lipofil molekula a
metilaciés mintazat alapjan o, P, vy és & elnevezést kapott. Az emberi szervezetben
legnagyobb menniységben az a-tokoferol fordul el6, melynek f6 forrasat a névényi
olajok jelentik. Szamos bioldgiai folyamatban, tobbek kozott a lipid homeosztazisban,
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a gyulladasos folyamatokban, a sejtproliferacié ¢és apoptozis folyamataban
bizonyitottak a jelent6ségét, de a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasaban
betoltott szerepe vitatott. Az E vitamin a szabad gyokok, valamint a lipid peroxidok
redukciojan keresztiil hozzajarulhat az oxidalt LDL kialakulasanak gatlasahoz, igy anti-
atherogén hatast fejt ki. Az E vitamin antioxidans hatékonysaga nem kétséges, ezért
annak ellenére, hogy a klinikai vizsgalatok még nem tamasztottak ala megfelelé médon
a hatékonysagat, az érelmeszesedés gatlasaban betoltott szerepe tovabbra is kutatasok
targyat képezi.

A HDL-hez kotott enzimek koziil a szabad gyokok {6 forrasat az MPO jelenti. MPO
enzim baktériumolo hatasa a velesziiletett immunitas részét képezi, és gatolja az adaptiv
T sejt-medialta immunvalaszt. Ugyanakkor az LDL oxidacié révén fokozza a habos
sejtek képzédését. Az MPO az ApoAl oxidativ modositasara is képes, melynek
kovetkeztében karosodik az ABCA1-medialt reverz koleszterin transzport, és csokken
a HDL anti-inflammatorikus és anti-apoptotikus hatékonysaga. Az MPO tehat
proatherogén, emelkedett szintje és a kardiovaszkularis megbetegedések kockazata
kozotti 0sszefliggés ismert. 1gazolodott, hogy a PON1 és az MPO a HDL partikulum
felszinén egymas kozvetlen kozelében helyezkedik el, harmas komplexet alkotva az
ApoAl fehérjével. A PON1 és az MPO egymas aktivitasat kolcsondsen gatolja. A két
enzim hanyadosa a HDL funkci6 egyik markere és a kardiovaszkularis megbetegedések
kockazatanak prediktora.

Egy masik enzim, a matrix metalloproteaz-9 (MMP-9) is képes komplexet képezni a
HDL részecskével, kiilonosen a HDL2-vel, a HDL funkcidjanak karosodasat idézve
el6. A MMP-9 a cink-fiiggé endopeptidazok kozé tartozik. A metalloprotedzok az
extracellularis matrix lebontasan keresztiil hozzajarulnak a plakk stabilitdsanak
csOkkentéséhez, ezaltal annak megrepedéséhez, igy a kardiovaszkularis események
kialakulasahoz. A metalloproteaz szoveti gatlok (tissue inhibitor of metalloproteinase,
TIMP) a metalloprotedzokhoz kapcsoldodva azok aktivitasat képesek szabélyozni.
Kardiovaszkularis betegségekben emelkedett TIMP-1 szinteket talaltak korabbi
vizsgalatok. Az irodalmi adatok alapjan a magas TIMP-1 a fokozott MMP aktivitasra
adott kompenzatorikus valasz részeként alakulhat ki.

A HDL emellett képes gatolni az endothel sejtek felszinén az adhézids molekulak,
koztiik a VCAM-1 és az ICAM-1 expersszidjat és az érfali makrofagok kemotaktikus
fakor-1 termelését, ezaltal csokkenti a neutrofil granulocytak érfalba jutasat. Fokozza
az endothel sejtek nitrogén-monoxid (NO) termelését a NO szintetaz (NOS) aktivitas
emelésén keresztiil.
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A HDL az egy¢éb lipoprotein frakciokhoz hasonldan igen heterogén. A HDL részecskék
méretilk, stirtiségiik, Osszetételilk és toltésiik alapjan szubfrakciokra oszthatéak. A
Lipoprint médszer egy csoves gélelektroforézis, mellyel méretiik alapjan Gsszesen tiz
szubfrakcio kiilonithet6 el harom alcsoportba: nagy, kdzepes és kis HDL szubfrakciora
osztva. Mivel a szubfrakciok eltérd fehérje és lipidosszetételitk miatt eltéré funkcioval
rendelkeznek, a mennyiségiikben és aranyukban bekdvetkez6 valtozasok azonos HDL-
C szint mellett is klinikai szempontbdl jelent6s valtozasok kialakulasahoz vezethetnek.
A HDL3-hoz pédaul szamos antioxidans hatasu, enzimatikus és nem enzimatikus
molekula k6tédik. Az eldbbire példa a mar bemutatott PON1, utdbbira az E vitaminok
(tokoferolok), melyek szabadgyok kotd képességiiknél fogva gatoljak az LDL oxidativ
modosulasat. A tokoferolok kotésére képes afamin szintén a HDL3 szubfrakcion
talalhatd meg. A HDL szubfrakcidk meghatarozasanak jelentésége a sziv- és
érrendszeri betegeségek kialakulasaban és kezelésében a mai napig kevéssé vizsgalt és
igen vitatott teriilet. Mivel a korabbi vizsgdlatok soran eltérd szamu és jellegl
betegpopulédcidkon, eltéré modszerekkel végeztek HDL szubfrakcié meghatarozasokat,
a kapott eredmények nehezen Osszevethetéek. Mégis, elfogadott az a nézet, mely
szerint a nagyobb méreti HDL szubfrakcidk jelentenek nagyobb védelmet az
érelmeszesedés kialakulasaval szemben.

Hormonhatasu bioaktiv fehérjék hatiasa a HDL és a HDL szubfrakciok szintjére

Az utobbi néhany évtized kutatasai alapjan egyértelmiivé valt, hogy a zsirszovet nem
csupan az energia raktarozasara szolgal, hanem a gyulladasos, immun- és anyagcsere
folyamatokban is aktivan rész vesz bioaktiv molekuldk termelésének egész soran
keresztiil, melyeket adipokineknek nevezink. A HDL metabolizmust és funkciot
befolyasolhatjak a zsirszovet altal termelt adipokinek is. Ezek koziil korabban a leptin,
adiponektin és rezisztin, nemrégiben a chemerin HDL funkcidra és szerkezetre
gyakorolt hatasa igazolodott. A chemerin féként a majban és a fehér zsirszovetben
termel6dik, helyben szabalyozza a zsirszoveti érést, az adipocitdk miikodését, az
immunsejtek aktivacidjat és vandorlasat, és a kerigésbe jutva szisztémas hatast is kifejt.
Munkacsoportunk igazolta, hogy metabolikusan egészséges, elhizott betegekben a
chemerin szintje szoros pozitiv korrelaciot mutat kis és kdzepes HDL szubfrakciokkal,
mig szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a nagy HDL szubfrakciokkal és a HDL-
C szintekkel, mely felveti a chemerin HDL anyagcseréjében jatszott szerepét. A
chemerin szint lipidanyacserével valo Osszefiiggését azdta mas munkacsoportok is
igazoltdk. Emellett a szérum chemerin szintje Osszefiigg a koszoriér betegség
el6fordulasi gyakorisagaval, és az koszoriér meszesedés sulyossagaval.



dc_1797 20

MTA doktori értekezés tézisei Harangi Mariann

A lipidcsokkento kezelések jelentdsége

A szervezet koleszterin ellatottsagat alapvetéen két folyamat hatarozza meg: a
sejtekben, f6ként a majban torténd de novo koleszterin szintézis, valamint a taplalékbol
és a tapcsatornaba jutott epébdl torténd koleszterin felszivodasa a vékonybél felsd
szakaszan. A két folyamat egyensulyat szamos tényezo, koztiik genetikai eltérések,
napszaki ritmus, testsuly, az elfogyasztott taplalek, a fizikai aktivitas, és természetesen
a lipidesokkent6 kezelés befolyasolhatja. A szérum koleszterinszint csokkentése az
¢életmod terapia hatastalansaga esetén gyogyszeres koleszterincsokkentd kezeléssel
érhetd el. Ennek alapjat a nemzetkozi és hazai ajanlasok alapjan a statinok képezik,
melyek nem kellé hatékonysaga vagy intoleranciaja esetén ezetimib, fibrat, omega-3
zsirsav készitmények, illetve proprotein konvertaz-szubtilizin/kexin-9 (PCSK9) gatl6
szerek alkalmazhatoak. Amennyiben a gyogyszeres kezeléssel sem érhetok el a javasolt
lipid célértékek, extrakorporalis eljarasok: stlyos hipertrigliceridémiaban a
plazmaferezis, sulyos heterozigdta vagy homozigdta FH esetén a szelektiv LDL
aferezis kezelés nytijthat megoldast.

Statinok

A statinok a mai napig a lipidcsokkentd gydgyszeres kezelés legfontosabb eszkozei. Ez
foként a lipidcsokkenté hatékonysaguknak, masrész a nem-lipid hatasok okozta
jarulékos (példaul gyulladast és oxidativ stresszt csokkentd, az immunrendszer és a
véralvadasi kaszkdd miikodését befolyasold) hatasaiknak koszonhetd. Primer és
szekunder prevencios tanulmanyok egész sora igazolja kedvezd hatdsukat betegek
szazezrei esetén. A statinok a majsejtekben a koleszterin szintézis kulcsenzimét, a 3-
hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A reduktazt gatolva egyrészt az LDL prekurzoranak,
a very-low-density lipoproteinnek (VLDL) a szintézisét gatoljak, masrész novelik az
LDL receptor expressziot a majsejtek felszinén. Bar gyakran homogén csoportként
tekintiink rajuk, szamos szempontbo6l, példaul lipidesokkentd hatékonysaguk és nem-
lipid hatasaik tekintetében is kiilonbozéek. Az LDL-C csokkentd hatasukat tekintve
leghatékonyabb a rosuvastatin és az atorvastatin, melyet a simvastatin kdvet. Az dsszes
statin készitmény rendelkezik trigliceridszint csdkkentd hatassal is, HDL-C emeld
hatasuk azonban nem kifejezett. A statinok a koleszterin szintézisének csokkentése
mellett a mevalonat utvonal gatlasan keresztiil szamos olyan egyéb metabolit
keletkezését modositjak, melyek jelentds biologia szereppel rendelkeznek. Mindez
magyarazhatja a statinok kedvez$ hatasat az érelmeszesedés mellett az egyéb
gyulladasos folyamatokra, a daganatok kialakulasara és attét képzodésére, valamint az
idegrendszer és az immunrendszer miikddésére. Egyes statin készitmények, példaul az
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atorvastatin és annak metabolitjai direkt antioxidans hatéssal is rendelkeznek. Bar e
nem-lipid, masnéven pleiotrop hatdsok 1étét manapsig nem vitatjak, ezek klinikai
jelentéségérél megoszlanak a vélemények.

Ezetimib

A NPCIL1 kulcsszerepet jatszik a koleszterin és néhany zsiroldékony vitamin
anyageseréjében. Az extracellularis N-terminalis doménje képes a koleszterin
megkotésére. A NPCIL1 csaknem kizardlag a jejunum proximalis szakaszanak
hamsejtjeiben termelédik. Simvastatinnal kombindlva az ezetimib 44-57%-o0s, mig
atorvastatinnal kombinalva még jelentésebb, akar 50-60%-0s LDL-C csokkenést
eredményez. Statin intolerancia esetén az ezetimib monoterapidban is alkalmazhato,
18-20%-0s LDL-C csokkent6é hatékonysaggal. Az ezetimib a statinokhoz hasonldan
rendelkezik nem-lipid hatasokal, egyebek kozott anti-oxidans, anti-inflammatorikus és
simaizomsejt proliferaciot gatld hatasarol is beszamoltak.

Szelektiv LDL aferezis kezelés

A szelektiv LDL aferezis egy extrakorporalis eljaras, amely szignifikdnsan csokkenti
az ApoB tartalmu lipoprotein részecskécsket, vagyis az LDL-koleszterin, az Lp(a) és a
VLDL (very low density lipoprotein) szintet. Jelenleg homozigota familiaris
hypercholesterinaemias (FH) és olyan heterozigbta FH betegek kezelésére
alkalmazzdk, akik nem reagédlnak megfeleléen a maximalisan toleralhatd gydgyszeres
lipidcsokkentd terapiara vagy statin intoleransak. A szelektiv eljarasok a technikai
megoldastol fiiggetleniil az LDL-C szintek koriilbeliil atlagosan 60%-os csdkkenését
eredményezik. A LDL hemoperfazios modszert (direct adsorbtion of lipoproteins —
DALLI, Fresenius, Germany) lényege, hogy a periférids vénas teljes vért egy specialis
adszorber oszlopon pumpaljak at, amely apro, negativ toltésii polianionokat tartalmazo
poliakrilat gyongyokbdl allo matrixbol all. A polianionok kolcsonhatasba 1épnek az
LDL és a Lp(a) ApoB molekularészének pozitiv t6ltésti kationos csoportjaival, melyek
a gyongyokon kikotddnek. A kezelés soran, az adszorberen atjutott, az ApoB tartalmu
lipoproteinekben szegény vér visszakeriil a betegbe, igy sem az alakos elemek, sem a
plazma komponensek potlasara nincs sziikség. A DALI rendszer elényei a jo
szelektivitas, nagy hatékonysag, jo toleralhatosag és egyszert technologia.

A lipidanyagcserét és a lipidcsokkentd kezelés hatékonysagat befolyasolo genetikai
tényezok jelentosége

Apolipoprotein E polimorfizmus
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A human ApoE egy 35 kDa méretii glikoprotein, melynek génje a 19-es kromoszoman
talalhat6. A gyakori génpolimorfizmus alapjan harom kiilonb6z6 allél: az €2, az €3 és
az &4 kiilonboztethetd meg, melyek az E2, E3 és E4 tipust fehérjéket kodoljak. Ennek
kovetkeztében harom homozigéta (E2/2, E3/3 és E4/4), valamint harom heterozigbta
(E2/3, E2/4 és E3/4) fenotipus fordulhat el az atlag populacioban. A harom allél altal
kodolt fehérje szamos tulajdonsagat tekintve eltér egymastol, ezek koziil a
leglényegesebb az LDL receptordhoz torténd kiilonbozé affinitasuk. Korabbi
vizsgalatok alapjan a plazma koleszterin szint nagyjabol 60%-at genetikai tényez6k
hatarozzak meg, ezen beliil koriilbeliil 14%-ért felelés az ApoE polimorfizmus.
Szamos vizsgalat igazolta, hogy az ApoE polimorfizmus jelentés hatast gyakorol az
LDL-C és az ApoB szintjére is. A vad tipusnak tartott E3/3 fenotipushoz képest az €4
hordozok kb. 5-7%-kal magasabb, mig az €2 hordozok ugyanennyivel alacsonyabb
LDL-C szinttel rendelkeznek. Szamos korabbi vizsgalat igazolta, hogy az ApoE
vizsgéalat sordn értékelték a statin mellett alkalmazott ezetimib lipidcsokkentd
hatékonysag és az ApoE polimorfizmus kapcsolatat, melynek soran az ezetimib kezelés
szignifikans hatast fejtett ki minden vizsgalt lipid paraméterre, fiiggetleniil az ApoE
genotipustol. Az ezetimib monoterapia és az ApoE genotipus kapcsolatat azonban
korabban nem vizsgaltak.

Niemann —Pick C1-Like 1 polimorfizmus

Hasonldan szamos egyéb transzporter fehérjéhez, a NPC1L1 miikodését is jelentGsen
befolyasolhatjak genetikai tényez0k, ezen beliil a funkciomodosulassal jaro mutaciok
¢és polimorfizmusok. A NPC1L1 gén funkcidveszté mutacioi alacsonyabb szérum LDL-
C szinttel és jelent6sen csokkent kardiovaszkularis kockazattal jarnak. Emellett a
NPCIL1 génje esetén jelentds szamban irtak le egy nukleotid eltérést okozo
polimorfizmusokat, melyek hatast gyakorolnak a szterolok, igy a koleszterin
is. Kovabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy a c.-133A>G polimorfizmus szignifikans
mértékben befolyasolja a NPC1L1 prométer aktivitasat, ugyanakkor ennek gyakorlati
jelentdsége a lipidesokkentd kezelés soran nem volt tisztazott.
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CELKITUZESEK

Fredrickson Ila és IIb tipust hyperlipidaemiaban szenved6 betegekben:

A PONI aktivitas és az artéria carotis intima média vastagsag Osszefliggésének
vizsgalatat.

A PONI1, a MPO és az MMP-9 enzimek miikddése kozotti osszefliggések vizsgalatat
vaszkularis megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd, lipidcsokkentd kezelésben
nem részesiilé betegekben.

A PON1, a MPO ¢s ismert vaszkularis biomarkerek kozotti Osszefliggések
vizsgalatat vaszkularis megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd, lipidcsokkentd
kezelésben nem részesiilé betegekben.

A PONI1, a MPO ¢és a HDL szubfrakciok kozotti Osszefiiggések vizsgalatat
vaszkularis megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd, lipidecsokkentd kezelésben
nem részesiilé betegekben.

Az atorvastatin kezelés hatasanak vizsgalatat a PON1 aktivitasra és a Comet assay-
vel detektalt oxidativ DNS-karosodasra.

Az atorvastatin kezelés hatasanak vizsgalatat a HDL szubfrakcidkra és a HDL-hez
kotott enzimek (PON1, CETP és LCAT) aktivitasara, ill. szintjére.

Az ApoE génpolimorfizmus ezetimib monoterdpia hatékonysagara gyakorolt
hatasanak vizsgalatat statin intolerans betegekben.

A NPCILI gén c.-133A>G promoter polimorfizmusanak ezetimib monoterapia
hatékonysagara gyakorolt hatisanak vizsgalatat statin intolerans betegekben.

Stulyos familiris hypercholesterinaemiaban szenvedd betegekben:

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgalatat a szérum chemerin szintekre.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgalatat a szérum afamin és E vitamin
szintekre.

11
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3. BETEGEK ES MODSZEREK
Betegek kivalasztasa
Az 55 év alatti carotis sziikiiletben szenvedé betegek és kontrollok bevalasztasa

A betegek a Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajanak Neuroszonologiai
Laboratériumabdl keriiltek bevonasra. Olyan 55 év alatti betegeket valasztottunk be,
akiknek legalabb 30%-os arteria carotis interna szilikiilete vagy elzarodasa volt a
bevonaskor. Korban és nemben illesztett kontroll csoportként olyan betegeket vontunk
be, akiknél az ultrahang vizsgalat soran arteria carotis plakk vagy sziikiilet nem
igazolodott. Kizartuk a fertézéses, malignus vagy autoimmun betegségben szevedd
betegeket, valamint azokat, akiknél a bevonast megel6zd hat honaban stroke zajlott
vagy mitét tortént. A betegek tdjékoztatast kovetden beleegyez0 nyilatkozatot irtak ala.
A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte.

Thlstlyos és elhizott, lipidcsokkentovel nem kezelt betegek kivalasztasa

Szazhatvanhét talsulyos, felnétt, kaukazusi, Fredrickson Ila és IIb tipusu
hyperlipidaemias beteget vontunk be a vizsgalatba a Debreceni Egyetem
Belgyogyaszati Intézet Lipid Szakrendelésének betegei koziil. A tulsulyos betegeket a
BMI alapjan definidltuk (BMI > 25 kg/m?). Minden beteg esetében végeztiink fizikalis
vizsgalatot és késziilt carotis ultrahang. Kiegészité képalkoto vizsgalat a beteg panaszai
alapjan, illetve a normalistol eltérd fizikalis, illetve elektrokardiografia (EKG) vizsgalat
esetén tortént (alsovégtagi artérias Doppler ultrahang, szivultrahang vagy komputer
tomografia). Minden betegnél felmértik a magasvérnyomas, a 2-es tipusu
cukorbetegség és a dohanyzas fennallasat. Magasvérnyomast a vérnyomascsokkentd
gyogyszerek szedése, >140 Hgmm szisztolés vagy >90 feletti diasztolés vérnyomas
esetén diagnosztizaltunk. 2-es tipusi cukorbetegséget a rendszeres vércukorszint-
csokkentd gyogyszer szedése, illetve inzulin rendszeres alkalmazasa vagy > 7 mmol/L
¢homi vércukor-szint esetén allapitottunk meg. A dohanyzast korabbi (az elmult 10
évben legalabb fél évig tartd) vagy jelenlegi rendszeres dohanyzas alapjan hataroztuk
meg. A betegeket két, nemben illesztett alcsoportra osztottuk a meglévd, illetve jelen
nem 1év0 vaszkularis sz6védmények alapjan (vaszkularis sz6védménnyel rendelkezd
[VSZ] és vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezd betegek [NVSZ]). A vaszkularis
szovodményeket ismert iszkémids szivbetegség (miokardialis infarktus vagy koronaria
szklerdzis), iszkémias cerebrovaszkularis betegség (iszkémias agyi infarktus, tranziens
iszkémias attak vagy az artéria carotis sztenozisa/elzarodasa), illetve periférias artérias
betegség esetén diagnosztizaltuk. A vaszkularis sz6védményeket a beteg koreldzménye
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vagy a képalkoto eljarasok eredményei alapjan hataroztuk meg. Kizarasra keriiltek azok
a betegek, akik a bevonas eldtt legalabb 6 héttel vagy a bevonaskor lipidcsokkentd
gyogyszert szedtek, autoimmun betegségben, kronikus gyulladasos korképben, aktiv
maj vagy endokrin betegségben, 1l-es tipusu cukorbetegségben, tumoros
alapbetegségben vagy végstadiumi vesebetegségben szenvedtek. Minden beteg a
vizsgalatba valdé bevonas id6pontjaban a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga altal
jovahagyott beegyez6 nyilatkozatot irt ala.

Fredrickson ITa és ITb tipusi hyperlipidaemias betegek és a kontroll csoport
kivalasztasa

A vizsgélatba 21-70 év kozotti, kordbban nem kezelt Fredrickson Ila és IIb tipusa
hyperlipidaemias beteg keriilt bevonasra (szérum triglicerid szint <2,2 mmol/l, LDL-C
>4,2 mmol/l). Kizartuk a maj-, endokrin- és vesebetegségben szenved$ betegeket
(szérum kreatinin szint>130 umol/1), valamint kirarasi kritérium volt az alkoholizmus,
a gyogyszerfliggdség, az epekOvesség, a malignus alapbetegség, a terhesség vagy
szoptatas, az antikoagulans vagy lipidcsokkentd kezelés €s a dohanyzas. Valamennyien
ideje alatt a betegek fizikai aktivitasa 1ényegesen nem valtozott. A bakterialis vagy
virusos fert6zésre utald laboratériumi paraméterek normal tartomanyban voltak. A
kontroll csoportot a klinika jarobeteg szakrendelésén megjelend, rutin belgyogyaszati
fizikalis vizsgalat, laboratoriumi vizsgalatok és EKG alapjan egészségesnek bizonyult,
nem dohanyzo, gyogyszeres kezelésben nem részesiilé egyének alkottak. A betegek és
kontrollok felvilagositast kovetden beleegyezé nyilatkozatot irtak ala a vizsgalatba
torténd bevondsukhoz. A vizsgélat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum Etikai Bizottsaganak szabalyzata szerint és annak engedélyével tortént.

Statin intolerans betegek kivalasztasa

Vizsgélatunkba 101 (69 n6 és 32 férfi) statin intolerans, Fredrickson Ila és IIb tipusa
hyperlipidaemias beteg keriilt bevondsra a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet
Lipid Szakrendelésének beteganyagabdl. 42 esetben statin indukalta miopatia (mialgia
kreatinin-kinaz emelkedéssel vagy anélkiil), 28 esetben statin indukélta majenzim
emelkedés (hepatopatia), 15 esetben statin indukalta stilyos gyomor-bélrendszeri tiinet
igazolodott. 16 beteg esetében egynél tobb tiinet jelentkezett: 2 beteg esetében miopatia,
hepatopatia és gyomor-bélrendszeri tiinetek is, 7 betegnél miopatia és hepatopatia, 5
beteg esetében miopatia és gyomor-bélrendszeri tlinetek, masik 2 betegnél hepatopatia
¢és gyomor-bélrendszeri tiinetek igazolodtak. Azok a betegek, akik rendszeres alkohol-
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, illetve drogfogyasztok, malignus alapbetegségben szenvedtek, kizarasra keriiltek.
Kizartuk tovabba a terheseket, szoptatd anyakat, antikoagulans vagy lipidcsokkentd
kezelésben részesiil6 betegeket. A betegek 6 hétig az Orszagos Koleszterin Oktatasi
Program altal meghatarozott étrend alapjan étkeztek, majd ezt kdvetden 12 honapon
keresztiil naponta 10 mg ezetimibet (Ezetrolt) szedtek. Minden beteg a kutatas
természetérdl és céljarol valo részletes felvilagositas utan irasban beleegyezését adta a
vizsgalatba, melyet a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga és az Orszagos
Gyobgyszerészeti Intézet jovahagyott. A vizsgéalatot regisztralta az Eurdpai Klinikai
Vizsgalatok Adatbazisa (EudraCT number 2009-017732—40). A testtomeg index (body
mass index, BMI) értéket az SI mértékegységrendszernek megfelelden a testsuly és a
testmagassag négyzetének hanyadosaként lapitottuk meg (kg/m?).

A siilyos heterozigota familiaris hiperkoleszterinémias betegek kivalasztasa

Vizsgélatainkba a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet A épiiletének Lipid
szakrendelésén gondozott stlyos HeFH betegek keriiltek bevondsra, akiknél a
gyogyszeres lipidcsokkentd kezelés mellett is jelentésen célérték feletti LDL-C szintet
észleltlink, ezért a szelektiv LDL aferezis kezelés (DALI) elkezdése valt indokoltta. A
vérvételek mindegyike a betegek elsé DALI kezelése el6tt és utan tortént, egy esetben
végeztiink 12 honapos kdvetéses vizsgalatot a chemerin szintre gyakorolt tartds hatas
vizsgalata céljabol. Az afamin és E vitamin szintek vizsgalatakor egészséges kontroll
személyek is bevonasra keriiltek a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet ,,A”
¢letkor volt. A betegek a vizsgalat jellegérdl és céljarol szolo részletes felvilagositast
kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ald. A Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga
hozzajarult a vizsgalathoz. Kizarasi kritériumként szerepelt az akut bakterialis vagy
virusfertézés, az elmult harom hoénapban multivitamin készitmények szedése, az
emelkedett majenzimekkel jellemzett vagy az anamnézisben szerepld kronikus
majbetegség ¢és az alkohol- vagy drogfliggdség, az epekovesség, a kozelmiltban zajlott
miokardialis infarktus, a kezeletlen endokrin betegségek, a terhesség és a szoptatas, a
stlyos mentalis retardacié (intelligencia-hanyados: 1Q<40), és kizarasra keriiltek az
ismert daganatos vagy daganatellenes kemoterapiaban részesiil6 betegek.

Vérvétel és laboratoriumi paraméterek mérése
Vérvétel az 55 év alatti arteria carotis sziikiiletben szenvedo betegek esetén

A betegeknél 12 6ras éhezéses periddust kdvetden, reggel 7:30 és 8:00 kozott 10 ml
vénas vér levétele tortént.
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Tulsulyos és elhizott, lipidcs6kkentével nem kezelt betegek esetében a vérvétel és
a laboratériumi paraméterek mérése

A vénas vér levétele reggel 08:00 és 10:00 kozott, 12 oras éhezést kovetden tortént. A
szérum azonnal feldolgozasra keriilt.

Statin intolerans betegek esetében a vérvétel és a laboratériumi paraméterek
mérése

A betegek bevonasakor, illetve 3, 6 és 12 honapos ezetimib kezelés utan, 12 orés
¢hezést kdvetden reggel 07:30 és 08:00 ora kozott 10 ml vénas vér levétele tortént.

A lipidparaméterek meghatarozasa

A lipid értékek meghatarozdsa a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina
Intézetében friss szérumbol tortént. A szérum koleszterin és triglicerid szintek
meghatarozasat részben Boehringer-Mannheim enzim Kkittel, részben enzimatikus,
kolorimtrias modszerrel (GPO-PAP, Modular P-800 Analyzer; Roche/Hitachi, Basel,
Switzerland) végezték. Az LDL-C szintet kezdetben a Friedewald-formula alapjan
kalkulaltak, kés6bb a HDL-C és LDL-C értékek meghatarozasa homogén, enzimatikus,
kolorimetrids probaval (Roche HDL-C plus 3rd generation, Roche LDL-C plus 2nd
generation, Basel, Switzerland) végezték. Az apolipoprotein szintek meghatarozasa
részben immun-nefelometrids modszerrel (Orion Diagnostica kit), részben
immunturbidimetrids moédszerrel (Tina-Quant APO A (Version 2; Roche), Tina-Quant
APO B (Version 2; Roche) tortént.

Paraoxonaz-1 aktivitas mérése

A PONI1 paraoxondz aktivitdas mérését egy kinetikus, szemiautomatizalt modszerrel
végeztiik. 285 pl Tris-HCI-t, 2 mmol/L CaClz-t tartalmazo pufferben, 5,5 mmol/ L
paraoxon (O,0-dietil-O-p-nitrofenilfoszfat, Sigma, Magyarorszag) feloldasa, majd 15
ul szérum hozzaadéasa utan 405 nm-en, 25°C-on spektofotometrias modszerrel (Greiner
Bio-One GmbH, Germany) 6 percenként tortént a 4-nitrofenol mennyiségének mérése
egy multimodalis detektorral felszerelt Beckman Coulter DTX880 tipusu leolvaso
(Beckman Coulter, California, USA) segitségével. Az enzim aktivitasat a paraoxonaz
altal elbontott paraoxon szubsztratra jellemz6 molaris extinkcios koefficiens (17 600
M-cm?) alapjan hatdroztuk meg. A paraoxonaz aktivitds kifejezésére U/L
mértékegységet hasznaltunk, ahol egy egységl pmol szubsztrat elbomlasat jelenti egy
perc alatt. Az arilészteraz aktivitds meghatarozasara szintén spektrofotometrids
modszert alkalmaztunk. 1 mmol/L fenilacetatot (Sigma) és 20 mmol/L Tris/HCI puffert
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(pH=8,0) tartalmazo6 oldatban, szérum hozzaadasat kovetéen 270 nm-en tortént az
abszorbancia mérése. Az enzimaktivitds 1310 M'cm™ molaris extinkciods koefficiens
segitségével keriilt meghatarozasra. Mértékegysége U/L volt, ahol egy egység 1 pmol
fenilacetat elbomlasat jelenti egy perc alatt.

A paraoxonaiz-1 fenotipus meghatirozasa kettds szubsztrat modszerrel

A PONI fenotipus meghatarozasara dual szubsztrat modszert alkalmaztunk. A 192
Q—R kodon genetikai polimorfizmusanak (192. pozicidban Arg/Gln csere) van a
legnagyobb hatasa az enzim aktivitasara. R allél esetén a paraoxon hidrolizise gyorsabb,
mint Q allél esetén. Az R allél altal meghatarozott allozimet B, a Q allél altal
azonositottat A tipustunak nevezziik. Ezzel ellentétben az R és Q allélek ugyanolyan
arilészteraz aktivitdssal rendelkeznek. A s6 stimuldlta (1 mol/l NaCl jelenlétében)
paraoxon hidolizisének és a fenilacetat hidrolizisének egymashoz viszonyitott aranya
alapjan az emberek harom PON1 fenotipusba oszthatéak: AA (alacsony aktivitastak),
AB (kozepes aktivitdsiak), BB (magas aktivitdstak). A fenotipusok kozotti
hatarértékek a kovetkezéek: 3,0 alatti arany esetén AA, 3,0 és 7,0 kozott AB és 7,0
feletti arany esetén BB fenotipusrol beszélhetiink.

Az LCATés a CETP aktivitas mérése

A LCAT és CETP aktivitasat plazmabdl, kereskedelmi forgalomban 1évé kitek (Roar
Biomedical Inc.) segitségével hatdroztuk meg fluorescens spektrofotometrids
modszerrel.

Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalatok

Az anti-oxLDL antitestek meghatarozasat kereskedelmi forgalomban 1évé enzim
immunoassay segitségével tortént (IMMCO, Buffalo, N.Y., USA) a gyart6 eldirasai
szerint. Az MPO, MMP-9 és a TIMP-1 koncentracié szendvics enzim-kapcsolt
immunszorbens vizsgalattal (ELISA) (R&D Systems Europe Ltd., Abington, England)
keriilt meghatarozasra a gyarto ajanlasanak megfelelden. A szérum sCD40L, sSICAM-
1 és sVCAM-1 szintjét kereskedelmi forgalomban 1év6 sandwich ELISA kitek
segitségével, az alkalmazasi el@iratban foglaltak szerint hataroztuk meg (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA). Az aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) szintet
kompetitiv  ELISA modszerrel, kereskedelmi forgalomban 1évd kit segitségével
hataroztuk meg az alkalmazasi el6iratban foglaltak szerint (DLD Diagnostika GmbH,
Hamburg, Németorszag). A szérum chemerin szint meghatdrozas kereskedelmi
forgalomban kaphaté ELISA kittel (Human Chemerin Quantikine ELISA,
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katalogusszam: DCHMO00, R&D Systems, MN, USA) tortént, a gyartd hasznalati
utmutatasanak megfeleléen. A szérum afamin szint meghatarozas kereskedelmi
forgalomban kaphato ELISA kittel (Afamin Human ELISA, katalogusszam:
RD194428100R, BioVendor, NC, USA), tortént, a gyartdé hasznalati utmutatdsanak
megfelelden.

Fehérje frakcié poszt LDL-aferezis eliicioja DALI 750 adszorbens oszloprol és
chemerin szint meghatiarozas az eluatumbol

munkatarsai altal leirt modszer alapjan végeztiik. Az aferezis kezelést kovetden a
DALI750 adszorbens oszlopokat foszfat-pufferes sooldattal (pH 7,4) mostuk at, majd
fehérje eluciot egy harom 1épcsds elucids folyamattal végeztiik. Egymas utan harom
kiilonb6z6 pH-ju 250 pl acetat pufferrel végeztiink az eluciot a kovetkezd sorrendben
pH 5,0, pH 4,0, pH 3,0. Kiilon mértiik a kiilonb6z6 pH-ji pufferekkel kapott eluatumok
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kittel (Human Chemerin DuoSet ELISA,
katalogusszam: DY?2324, R&D Systems, MN, USA) végeztiik, a gyartd hasznalati
utmutatasanak megfelelen.

NO meghatarozas

A meghatarozas friss plazmabol Griess-reakcioval tortént. A friss plazmat ZuSO4 —tal
ill. Cd-szuszpenzioval kezeltiik. Centrifugalas utan a feliiliszot 1%-os szulfanilamid és
0,1%-0s naftil-etilén-diaminnal inkubaltuk 10 percig 60°C -on. A keletkezé szint 546
nm-en fotometraltuk.

TBARS meghatarozas

A TBARS koncentraciét a huméan plazmabol szerves olddszerrel tortént extrakciot
kovetden spektrofotométerrel hataroztuk meg. A plazmat SDS-sel torténé elékezelés
utan (pH=3,5) tiobarbitursav vizes oldataval inkubaltuk 95°C-on 60 percig. Ezutan n-
butanol-piridin elegyével torténd extrakcio utdn a szerves fazis optikai denzitisat
mértiik spektrofotométerrel 532 nm-en.

Plazma a- és y-tokoferol szint meghatarozasa

Az a- és y-tokoferol mennyiségi meghatarozasa plazma mintabol Zerbinati és
munkatarsai  altal  leirt ~—modszer alapjan  tortént,  gazkromatografis-
tomegspektrometridas (GC-MS) modszerrel, a mérés optimalizalasdhoz sziikséges
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modositasokkal. A standard gorbe elkészitéséhez a belsd standard modszert
alkalmaztuk. A GC-MS mérések Finnigan Trace GC Ultra gazkromatograffal illetve
az ahhoz kapcsolt Polaris Q tomegspektrométerrel térténtek (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA USA). A mintakat manualisan injektaltuk egy Agilent J&W oszlopra
(DB-5MS UI; 60m x0.25m x 0.25um) vivégazként héliumot hasznalva (aramlési
sebesség: 1ml/min, alland6 aramlas mod). Az injektalasi térfogat 2 pl volt. Az injektalas
splitless modban tortént, az injektor hdmérséklete a mérés soran végig 260 °C volt. A
kolonna kezdeti hémérséklete 150°C volt 2 percig, majd 25°C/perc felfiitési
sebességgel 300°C-ra emelkedett melyet tovabbi 15 percig tartott. A teljes elemzési idd
23 perc volt. A tomegspektrométer szelektiv ionkdvetés (selective ion monitoring,
SIM) médban mikodott.

Lymphocyta szeparalas periférias vérbol

A lymphocytak szerparalasa buffy coat-bol tortént. 500 ul teljes vért rétegeztiink 500
ul Ficoll felé, majd 15 percig centrifugaltuk (1000 g). A buffy coat-ot 6vatosan
leszivtuk, majd a sejteket PBS-ben mostuk, majd ismét centrifugaltuk 15 percig (1000
9).

Single cell gel electrophoresis (comet-assay)

A szeparalt human lymphocytakat 600 pl, 1%-os LMP agardzban (pH 7.4)
szuszpendalva 37 °C-on érdesitett felszinii iiveg targylemezre pipettaztuk, melyet
elozéleg 1% NMP agarozzal fedtiink. Az agar6zt 10 percig 4 °C-on tartottuk, majd a
targylemezeket 50 pl H202-t tartalmazd 100 ml PBS-ben inkubaltuk 35 percig. Ezutan
a targylemezeket 4°C-os lizalo pufferbe (2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Naz EDTA,
NaOH, 1%, Triton X-100, pH=10,0) helyeztik 60 percre, eltavolitva ezzel a
sejtfehérjéket. A lysist kdvetden a targylemezeket 30 percre horizontalis elektroforézis
tartalyba helyeztiik, mely | mM Na:EDTA, 0,3 M NaOH, pH=2,7 puffert tartalmazott,
majd futtattuk (25 V, 300 mA, 20 perc,15°C). A targylemezeket haromszor 3 percig
mostuk 4°C-os neutralizalo pufferrel (0,4 M Tris-HCI, pH=7,5), 50 pl Ethidium
bromiddal (EtBr) jel6ltiik, majd feddlemezzel fedtiik. A comet-assay értékelése vizualis
modszerrel tortént. Az EtBr-al megjel6lt nukleuszokat Zeiss fluorescens mikroszkop
segitségével  értékeltiik. Osszesen 100 cometet  értékeltiink  vizualisan
targylemezenként, 6t osztalyba sorolva Oket a csdva intenzitasa alapjan, igy 0, 1, 2, 3
vagy 4 értéket kaptak az épt6l a maximalisan karosodottig, ezért az Osszérték
lemezenként 0 és 400 kozott volt.
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HDL szubfrakci6 meghatarozas poliakrilamid gradiens gél elektroforézis
alkalmazasaval

A plazma lipoproteinek méret alapjan torténd szeparalasat nem denaturald 3-30%-0s
poliakrilamid gradiens gél elektroforézis alkalmazasaval végeztiik. A gél festését
bromofenol-kékkel végeztiik és 1ézer denzitométerrel szkenneltiik. A molekulastly
meghatarozasa thyreoglobulin, apoferritin, laktat dehidrogenaz és bovin szérum
albumin standardok alapjan tortént. A HDL abszorbancia profilok alapjan a
szubpopulaciok meghatarozasa az illeszkedd gorbéknek megfelelden az irodalomban
leirtak szerint tortént. A HDL3 (<8,8 nm), HDL2a (8,8-9,8 nm) és HDL2b (>9,8 nm)
szubfrakciokat kiilonitettiik el a gérbék alapjan.

LDL-méret meghatirozas poliakrilamid gradiens gél elektroforézis
alkalmazasaval

Az LDL cstcsatméré meghatarozasa teljes plazmabdl, lipid-jeldléssel, nem denaturald
3-16%-o0s poliakrilamid gélelektroforézissel tortént. A jelolést Sudan Black-kel
végeztiik, majd lézerszkennelést végeztiink. Az LDL partikulumok méretét latex
gyongyok és nagy molekulasulyu standardok segitségével hataroztuk meg.

LDL szubfrakciok elvalasztasa Lipoprint modszerrel

Az LDL szubfrakciok elvalasztasat csoves poliakrilamid gélelektroforézis rendszerrel
végeztiik a Lipoprint rendszerrel (Quantimetrix Corp., Redondo Beach, CA), a gyarto
altal kiadott felhasznalasi itmutatonak megfeleléen. LDL szubfrakcios teszt soran az
elére betoltott akrilamidot tartalmazo tivegesovek felsd részére 25 pl szérum mintat
vittiink fel. A mintakban 1év6 lipoproteineket 200 pl szudéan fekete festéket tartalmazé
akrilamid folyékony géllel tettiik lathatova. 30 perces fotopolimerizalast kovetéen a
csoveket elektroforézis kadba helyeztiikk, amelynek alsd és fels6 részébe Trist és
borsavat tartalmazo puffer oldatot ontdttiink, majd 3 mA/csé aramerdsség és 500 V
fesziiltség mellett a mintdkat 60 percig elektroforetizaltuk. Az elektroforézis utan 30
perccel digitalizaluk a megfuttatott lipoprotein szubfrakciokat tartalmazo cséveket és
analizaltuk a Lipoware szoftver (Quantimetrix Corp.) segitségével. Az LDL
szubfrakcids teszt soran maximalisan 7 kiilonbdzé LDL szubfrakcio elvalasztasara van
lehetéség. A 7 LDL szubfrakcidt két nagy csoportba kiilonithetjiik el: a nagyméreti,
kevésbé denz LDL-1 és LDL-2, valamint a kisebb és denzebb szubfrakciokbol allo
csoportot (LDL-3,-4,-5,-6,-7). Az egyes lipoprotein savok koleszterin koncentracidja
megadhatd az 0sszkoleszterin szint és a Lipoware szoftver altal meghatarozott gorbe
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alatti tertilet ismeretében. Az atlagos LDL méretet (nm) a denzitogram alapjan szintén
a Lipoware szoftver kalkulalja.

HDL szubfrakcié meghatarozas Lipoprotin modszerrel

A HDL szubfrakciok elvalasztasat szintén csoves poliakrilamid gélelektroforézis
rendszerrel végeztiik a Lipoprint rendszerel (Quantimetrix Corp., Redondo Beach, CA),
a gyarto altal kiadott felhasznalasi Gtmutatonak megfeleléen. A HDL szubfrakcios teszt
kivitelezése gyakorlatilag megegyezik az LDL szubfrakcios teszttel, ebben az esetben
is 25 pl szérum mintat visziink fel az akrilamid gélt tartalmazé iivegcsovekre, azonban
a szudan fekete festéket tartalmazd folyékony géltérfogata 300 pl. 30 perces
fotopolimerizalast kdvetéen az elektroforézis 50 percig tart 3 mA/csé dramerdsség €s
500 V fesziiltség mellett. A HDL szubfrakcids teszt soran a Lipoprint rendszer 10
szubfrakciot kiilonit el. A HDL-1,-2,-3 a nagy HDL szubfrakci6hoz, a HDL-4,-5,-6,-7
a kozepes, mig a HDL-8,-9,-10 a kis HDL szubfrakciohoz tartoznak. Az egyes HDL
szubfrakciok koleszterintartalma a HDL-koleszterin ismeretében a Lipoware szoftver
altal meghatarozott gorbe alatti teriilet ismeretében megadhat6.

Az ApoE gén E2, E3, E4 polimorfizmusanak meghatarozasa

A meghatarozast a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum
Laboratoriumi Medicina Intézetben végezték natrium-citrattal alvadasgatolt
vérmintabol. Az ApoE genotipus meghatdrozas azon alapszik, hogy a kiilonb6zo
genotipusoknal a polimorf szakaszon kiilonboz6 szamu és elhelyezkedést restrikcios
kovetden RFLP analizissel tortént. A 218 bp hosszisagi PCR termék Haell és AflllI
restrikcios enzimekkel torténd hasitdsa soran keletkezé fragmentumok agardz
gélelektroforézissel torténd elvalasztasa utan kapott restrikcios mintazatbol az E2, E3,
E4 genotipus megallapithato.

A NPCL1L1 genotipus meghatarozas

A genomidlis dezoxiribonukleinsav (DNS) izolaldsa etiléndiamintetraecetsavval
(EDTA) vagy citrattal antikoagulalt vérbél tortént a QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) hasznalatanak segitségével a Laboratoriumi Medicina
Intézetben. A ¢.-133A>G polimorfizmus (rs17655652) jelenlétének vizsgalata a
polimeraz lancreakcioval (polymerase chain reaction, PCR) amplifikalt szakaszok Blpl
(New England Biolabs, Ipswich, MA) segitségével végzett enzimemésztéssel tortént.
A NPC1L1 gén 365 bazispar (bp) hosszusagu fragmentjének amplifikalasat NPC1L1
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rs17655652F (5°- GAC CCT AGC ACC TGC GTGATGA-3’) ¢és NPCIL1
rs17655652R (5’-GTAACGCTCGCCTGGTACACG G -3°) primerek hasznalataval
végezték. Homozigdta vad tipus esetén a Blpl-vel torténd emésztés egy 272-bp és egy
93-bp hosszusagu restrikcios fragmentet eredményezett, mig a mutans allélek esetében
ez hianyzott.

Carotis ultrahang vizsgalatok

A carotis ultrahang vizsgalatot kozvetleniil a vértvétel kovetden végeztiik szinkodolt
HP Sonos 4500 (Hewlett Packard, Andover, Mass, USA) késziilékkel, carotis duplex
izemmodban egy 7,5 MHz-es lineéris transzducerrel. Az atméré és a teriilet
csokkenését a European Carotid Surgery Trial soran alkalmazott modszer szerint
mértiik. Az arteria carotis interna sziikiiletét a systoles cstcs aramlasi sebesség alapjan
kalkulaltuk. Elzar6dast abban az esetben véleményeztiink, ha nem tudtunk detektalhato
aramlast kimutatni sziikiilet magassagaban és afelett. Az ultrahang vizsgalatokat
videomagné segitségével rogzitettiik. Az arteria carotis communis intima-média
tavolsag mérése offline moédon tortént, egy fliggetlen szakember altal, vakon, az
Atherosclerosis Risk in Communities vizsgalat protokollja szerint. Az IMT mérése a
jobb és bal arteria carotis communis tavolabbi falan tortént a carotis bulbustdl 1 cm-rel
proximalisan, dsszesen 11 mérést végeztiink 1 mm-es tavolsdgonként. Az atlagos IMT
értékét a 22 mérés eredményének atlaga alapjan adtuk meg.

Statisztikai vizsgalatok

Statisztikai vizsgalatok az 55 évnél fiatalabb arteria carotis sziikiiletben szenvedé
betegek vizsgalata kapcsan

A statisztikai feldolgozast Statistica for Windows version 6.1 (Statsoft, Tulsa, Okla,
USA) szoftverrel végeztiik. A folyamatos valtozok normalitas vizsgalatat a Shapiro-
Wilk teszttel végeztilk. A nem normal eloszlas miatt a Mann-Whitney U tesztet és a
Spearman korrelacidt alkalmaztuk. Azokat a folyamatos valtozokat, melyek az
egyvaltozos korrelacios vizsgalatok soran szignifikinsan korrelaltak az IMT-vel, egy
tobbvaltotzos regresszios modellben vizsgaltuk. Az eldfordulasi gyakorisagokat
Pearson-féle y? teszttel hasonlitottuk ossze. A p<0,05 értéket tekintettik a
szignifikancia szintjének.

Thlstlyos és elhizott, lipidcsokkentével nem kezelt betegek statisztikai elemzése

A statisztikai analizist a SAS™ for Windows™ 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) programmal végeztilk. A kapott adatok eloszlasanak vizsgalata Kolmogorov-
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Smirnov teszttel tortént. Normal eloszlas esetén az adatokat atlagtszoras (SD)
formajaban abrazoltuk, nem-normal eloszlasu paraméterek esetén az adatokat median
ill. als6 és felsd kvartilis értékek formajaban fejeztiik ki. Normalis eloszlas esetén a
vizsgalt csoportok adatainak 6sszehasonlitasa Student-féle kétmintas t-probaval tortént,
mig nem-normal eloszlas esetén Mann-Whitney-féle u-probat alkalmaztunk. A vizsgalt
paraméterek kozotti Osszefliggés vizsgalata Pearson korrelacios analizissel tortént; a
fentebb emlitett nem-normal eloszlast paramétereket logaritmizaltuk annak érdekében,
hogy korrigalni tudjuk az aszimmetrikus eloszlasukat. Multivaridcids analizis
(backward-stepwise modszer) segitségévével meghataroztuk az MPO szinttel
legszorosabb Osszefliggésben allo valtozokat mind az egész betegcsoportban, mind a
VSZ ¢és NVSZ alcsoportokban is. A szignifikancia szintjének a p<0,05 értéket
valasztottuk.

Az atorvastatin kezelésben részesiillo hyperlipidaemias betegek statisztikai
elemzése

A statisztikai analizishez PC SAS (6.12) programot hasznaltunk (SAS Institute, cary
NC 275313 USA). A leir¢6 statisztika soran a vizsgalt paramétereket normal eloszlas
esetén atlag+SD, nem normal eloszlas esetén median (kvaritilesek) formajaban adtuk
meg. A csoportok Osszehasonlitasat Student-féle parositott t-probaval és Wilcoxon
teszttel végeztiik. A nem normal eloszlasu paraméterek esetén a korrelacios vizsgalatok
soran Spearman rho tesztet alkalmaztunk. A lipidparaméterek valtozasanak elemzését
ANOV Aval végeztiik. A p<0,05 értéket teintettiik szignifikansnak.

Statin intolerans betegek statisztikai elemzése

A staisztikai analizis a STATISTICA (Windows 6) és az IBM Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, 19. verzid) szamitogépes programokkal tortént. Az adatok
eloszlasanak vizsgalatara Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. Normal eloszlas
esetén a  paraméterek  kozotti  kiilonbségek  vizsgdlata  egyszempontos
varianciaanalizissel tortént, amit Newman-Keuls teszt haszndlata segitségével post hoc
Osszehasonlitas kovetett. Nem-normal eloszlas esetén a kiilonbségek dsszehasonlitasara
Kruskal-Wallis és Mann-Whitney féle U probat hasznaltunk. Normal eloszlas soran az
adatokat atlag+szoras (SD) formdjaban abrazoltuk, nem-normal eloszlast paraméterek
esetén az adatokat median ill. also és felsd kvartilis értékben fejeztiik ki. A p<0,05
értéket tekintettilk szignifikancia szintnek. A valtozok genotipus fliggésének
vizsgalatara Welch-féle probat alkalmaztunk. A kiilonbozd genotipussal és alléllel
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rendelkezé személyek paramétereinek Osszehasonlitdsa Khi-négyzet és Fisher-féle
egzakt probaval tortént.

Statisztikai elemzés a szeletiv LDL aferezis kezelés soran tortént vizsgalatokban

A vizsgalat statisztikai értékelését a STATISTICA version 8.0 softver segitségével
végeztiik (Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA). El6szor normalitas probat alkalmaztunk a
Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével. Normal eloszlas esetén az adatokat
atlag+szoras (SD) formajaban abrazoltuk, nem-normal eloszlasu paraméterek esetén az
adatokat median ill. also és felsé kvartilis értékek formajaban fejeztiik ki. A betegek
kezelés el6tti €s utani eredményeit parositott t-probaval vizsgaltuk. A betegek kezelés
elétti adatainak Osszehasonlitdsa a kontroll csoport értékeihez nem parositott t-tesztet
hasznalataval tortént. A szignifikancia hatara ebben az esetben is p <0,05 volt.
Friedman-féle ANOVA és Kendall-féle rang-korrelacidés Osszehasonlitd tesztet
alkalmaztunk a kiilonb6z6 pH-ju pufferekkel elualt chemerin koncentraciok
Osszehasonlitasara.

EREDMENYEK
A paraoxonaz aktivitas és genetika jelentosége

A paraoxonaz aktivitas és az artéria carotis intima-méda vastagsag osszefiiggése
A Dbetegek kozott szignifikansan magasabb volt a 2-es tipusu diabetes mellitus, a
dohanyzas, az alsovégtagi érsziikiilet és az iszkémias stroke vagy TIA el6fordulési
aranya. A betegek és kontrollok PONI1 paraoxondz, sé-stimulalt paraoxonaz és
arileszteraz aktivitasa kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget. A betegek intima-
média tavolsaga azonban szignifikansan nagyobb volt a kontrollokéhoz viszonyitva. A
PONI1 fenotipus megoszlas ¢és allél gyakorisag a korabbi irodalmi adatoknak megfeleld
volt, és kovette a Hardy-Weinberg ekviribliumot. A betegek és kontrollok fenotipus
megoszlasa nem kiilonbozott szignifikdnsan. Mivel csak egy beteg esetén talaltunk BB
fenotipust, az dsszehasonlitasat az AA és az AB fenotipusok esetén végeztik el. A
PONI fenotipus és az IMT kozott nem talaltunk szignifikans osszefiiggést. A teljes
vizsgalati populacioban szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a PON1 paraoxonaz
és soO-stimulalt paraoxonaz aktivitds és az IMT kozott még az egyéb tényezdkre
(magasvérnyomads, dohanyzas) végzett korrigalast kdvetéen is, mig az arileszteraz
aktivitassal nem korrelalt az IMT. Szignifikans negativ korrelacid igazolodott a PONI
paraoxonaz és arileszteraz aktivitas, valamint az anti-oxLDL antitest szintek kozott a
teljes vizsgalati populacioban.
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A szérum mieloperoxidaz szint és a paraoxonaz aktivitis kozotti osszefiiggés
vizsgalata

A vaszkularis szovédménnyel rendelkezé Dbetegek életkora szignifikansan
magasabbnak bizonyult, emellett gyakoribb volt a 2-es tipusu diabetes mellitus, a
magasvérnyomas, a dohanyzas eléforduulasi gyakorisaga a vaszkularis szovédménnyel
nem rendelkez6 betegekhez képest. A vaszkularis szovédmények teintetében a
leggyakoribb a cerebrovaszkularis betegség volt, melyet az iszkémias szivbetegség és
a periférias érbetegség kovetett. A vaszkularis sz6vddménnyel rendelkezd betegeknél
szignifikansan magasabb Osszkoleszetrin, LDL-C, triglicerid és hugysav szintet
észleltiink. Emellett szignifikinsan magasabb MPO szint, TIMP-1 szint és MMP-
UTIMP-1 arany igazolddott a vaszkularis szovédménnyel rendelkezd csoportban a
szovédménnyel nem rendelkezOkhoz képest. Szignifikinsan magasabb volt az
MPO/PONI arany a vaszkularis szovodménnyel rendelkez6 betegekben az azzal nem
rendelkezd betegekhez viszonyitva. A mieloperoxidaz szintje szignifikdns negativ
korrelaciot mutatott a PON1 arileszteraz aktivitassal a teljes betegpopulacioban, a
vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezé és rendelkezd betegekben egyarant. Az
MPO szint szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott az MMP-9 és a TIMP-1 szintekkel
a teljes vizsgalt betegcsoportban. Tobbszords regresszids analizist végezve az dsszes
beteg és a vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezd betegek esetén az MPO szint
fiiggetlen prediktora a PONI arilészteraz aktivitis, az MMP-9 és a TIMP-1 szint, mig
a vaszkularis sz6védménnyel rendelkez6 betegek esetén a PON1 arileszteraz aktivitas
volt.

A szérum mieloperozidaz szint, a parapoxondz aktivitis és egyes vaszkuldaris
biomarkerek szintje kozotti dsszefiigges vizsgalata

A hyperlipidaemias betegek szignifikansan idésebbek voltak, atlagosan tobb mint 8,5
évvel, BMI értékiik és haskorfogatuk ndk és férfiak esetén is nagyobb volt, mint az
egészséges kontroll populacioé. Emellett szignifikdnsan magasabb haskdrfogat, szérum
gliikkoz, HbAlc, Osszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, Lp(a), ApoB és CRP szinttel
rendelkeztek, mig nem volt kiilonbség a nemek megoszlasaban, a HDL-C, az ApoAl
és a sTSH szintekben. A hiperlipidémias betegek mieloperoxidaz, sCD40L, SICAM-1,
SVCAM-1 és oxLDL szintje szignifikansan magasabb volt a kontroll populacidhoz
viszonyitva, mig nem talaltunk kiilonbséget a betek és kontrollok PON1 paraoxonaz és
arileszteraz aktivitasa és az ADMA szintje kozott. Az érszovédménnyel rendelkezd
betegek életkora, gliikéz, HbAlc, 6sszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, Lp(a), CRP és
hugysav szintje szignifikdnsan magasabb volt, mint az érszovédménnyel nem
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rendelkezd betegeké. Az érszovédménnyel rendelkezd betegek esetében szignifikansan
magasabb MPO, sCD40l, ADMA ¢és sICAM-1 szintet mértiink az érszévédménnyel
nem rendelkez6khoz viszonyitva. A PON1 paraoxonaz és arileszteraz aktivitds nem
kiilonbozott szignifikansan a két csoportban.

A szérum mieloperozidaz szint, a paraoxonaz aktivitas és a HDL szubfrakciok kozotti
osszefiiggés vizsgdlata

81 kezeletlen hyperlipidaemias beteg és 32 egészséges kontroll személynél vizsgaltuk
a lipid paramétereket, a mieloperoxidaz szintet, a PON1 paraoxonaz ¢és arileszteraz
aktivitast és az MPO/PONI aranyt. Emellett meghataroztuk a HDL szubfrakciok
szintjét és aranyat a vizsgalt populacidban. A betegek életkora, BMI és haskorfogat
érteke szignifikdnsan magasabb volt a betegek esetén. Szignifikdnsan magasabb
vércukor, HbAlc, dsszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, Lp(a), ApoB és CRP szinteket
észleltiink a betegekben a kontrollokhoz viszonyitva. A szérum MPO szintje
szignifikdnsan magasabb volt a betegekben, mig a PON1 paraoxonaz és arileszterdz
aktivitasban nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget a betegek és kontrollok kozott.
Mind az MPO szint, mind a PON1 aktivitasok esetén igen nagy egyéni kiilonbségek
mutatkoztak a betegek és a kontrollok esetében is. A HDL funkcio jellemzésére
hasznalt MPO/PONI hanyados szignifikdansan magasabb volt a betegekben a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Sem a HDL szubfrakcidk szintjében, sem azok szdzalékos
aranyaban nem talaltunk érdemi eltérést a betegek és kontrollok kozott, bar a betegek
esetén a kisebb HDL szubfrakciok felé tapasztaltunk némi eltoloédast. Egyediil az
intermedier HDL szazalékos aranya volt szignifikansan alacsonyabb a betegekben a
kontrollokhoz képest.

Az atorvastatin kezelés hatasa a HDL funkciora és osszetételre

Az atorvastatin kezelés hatasanak vizsgalata a paraoxonaz aktivitasra és a Comet
assay-vel detektalt oxidativ DNS-karosodasra

13 Ila tipust hyperlipidaemias betegben vizsgaltuk a 10 mg/nap atorvastatin kezelés
hatasat a Comet assay-vel detektalt hidrogén-peroxid indukalt limfocita DNS karosodas
mértékére, a lipidszintekre és a szérum paraoxonaz aktivitasra. A 6 honapig tartd napi
10 mg atorvastatin kezelés szignifikansan csokkentette a betegek Osszkoleszterin és
LDL-C szintjét. A szérum triglicerid és a HDL-C szint nem valtozott szignifikdnsan. A
DNS karosodas mértékére jellemz6 visual score, valamint a lipid peroxidacié szintjét
jelzd plazma TBARS szint szignifikansan csokkent a kezelés hatasara. Bar a szuperoxid
anion szérum szintje nem valtozott szignifikansan, a PMA indukalta szuperoxid anion
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termelés szignifikansan csokkent, mig az FMLP indukalt szuperoxid anion termelés
szignifikansan nétt a kezelést kovetben. A nitrogén-monoxid koncentracidé nem
valtozott szignifikansan. A szérum PONI paraoxonaz aktivitas, valamint az egységnyi
HDL-re jut6 PON1 aktivitas (PON1/HDL-C) szignifikans emelkedését tapasztaltuk a
kezelést kovetéen. A s6-stimulalt paraoxonaz és arileszteraz aktivitas, valamint a PON1
koncentracié6 nem valtozott szignifikansan a kezelés hatasara. Negativ korrelacio
igazolodott a DNS karosodas mértéke és a PONI paraoxonaz és so-stimulalt
paraoxonaz aktivitds kozott mind az atorvastatin kezelés el6tt, mind a kezelést
kovetden.

Az atorvastatin kezelés hatisinak vizsgalata a HDL szubfrakciokra és a HDL-hez
kotott enzimek (PON1, LCAT és CETP) aktivitasara

33 Ila és IIb tipust hyperlipidaemiaban szenvedd betegben vizsgaltuk az LDL méretet
¢és a HDL szubfrakciok megoszlasat gradiens gél elektroforézis alkalmazdsaval harom
hénapos, napi 20 mg-os atorvastatin kezelés el6tt és azt kdvetéen. Emellett CETP,
LCAT ¢és PONI1 aktivitds méréseket végeztiink. A kezelés hatasara szignifikansan
csokkent az Osszkoleszterin, LDL-C, triglicerid és ApoB szint, valamint az LDL-
C/ApoB arany. Bar a HDL-C és apoAl szintek kissé emelkedtek, a valtozas nem
bizonyult szignifikdns mértékiinek. Az oxidalt LDL szintje szignifikansan csokkent. A
PONL1 paraoxonaz és LCAT aktivitast szignifikdnsan novelte a kezelés, mig a CETP
aktivitas szignifikansan csokkent. Nem valtozott azonban a kezelés hatasara a PON1
arileszteraz aktivitas. A 3 honapos atorvastatin kezelés szignifikansan novelte a HDL3
¢és csokkentette a HDL2a és HDL2b szubfrakcié aranyat. A HDL2/HDL3 arany
szignifikdnsan csokkent. Az atlag LDL méret szignifikdnsan nétt. A CETP aktivitas
szignifikansan, pozitivan korrelalt a HDL2b arannyal és negativan korrelalt a HDL3
and HDL2a aranyaval, bar az 0sszefliggés csak a HDL3 esetén volt szignifikans.
Szignifikdns pozitiv korrelaciot taldltunk a CETP aktivitas és az LCAT aktivitas
valtozasa és a HDL2a arany valtozdsa kozott. A paraoxondz genotipus és allél
gyakorisdg megoszlasa megfelelt az irodalmi adatoknak és kovette a Hardy-Weinberg
ekvilibriumot.

Az ezetimib kezelés hatékonysagat befolyasol6 genetikai tényezok vizsgalata
4.3.1. ApoE

Az altalunk vizsgalt 63 statin intolerans betegekben az ezetimib monoterapia mar 3
honapos kezelést kovetden szignifikansan csdkkentette az dsszkoleszterin, LDL-C és
triglicerid szintjét, de nem valtoztatta szignifikansan a HDL-C, az ApoAl és az ApoB
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szinteket. Az 1 éves kezelés hatasara az LDL-C és az 0sszkoleszterinszint csokkenés
elérte az egyéb vizsgalatokban észlelt mértéket. A kiindulasi lipid paraméterek nem
tértek el egymastol a kiilonboz6 ApoE genotipusu betegcsorpotokban. Uj eredmény,
hogy az ezetimib kezelés hatékonyabban csokkentette az dsszkoleszterin és LDL-C
szintjét az ApoE 3/4 genotipust betegekben a 2/2 genotipust betegekhez viszonyitva,
ami alatamasztja a kiindulasi hipotézist, mely szerint a koleszterin felszivo, €4 allélt
hordozo betegek esetében az ezetimib hatékonyabban képes kifejteni a koleszterin
felszivodast gatlo hatasat

A Niemann-Pick C1-Like 1 c.-133A>G polimorfizmus hatisa az ezetimib
monoterapia hatékonysagara

A vizsgélt 101 statin intolerans beteget vizsgalva hArom honapos ezetimib kezelés utan
az Osszkoleszterin, az LDL-C és a hsCRP szintje szignifikansan csdkkent, mikdzben a
tobbi vizsgalt paraméter (triglicerid, HDL-C, apoB, apoAl és CK) szintje nem valtozott
szignifikdnsan. Hat honapos kezelés utdn az dsszkoleszterin, az LDL-C, és a hsCRP
szint mellett a triglicerid és az apoB szintje is szignifikdnsan csokkent a kezdeti
értékekhez képest. Tizenkét honapos kezelést kovetden pedig szignifikansan csdkkent
az Osszkoleszterin, az LDL-C, a triglicerid, és az apoB szint. Az egész betegcsoportot
vizsgalva a 12 honapos kezelés soran nem valtozott szignifikdnsan a HDL-C és az
apoAl szintje. A vizsgalt betegpopulacioban a NPCIL1 c.-133A >G genotipus
megoszlasa a kovetkezo volt: 57,42% volt az AA, 34,65% volt az AG és 7,92% volt a
GG genotipus aranya. Mivel a GG genotipusba tartozé betegek aranya alacsony volt, a
vizsgalt betegeket két csoportra osztottuk: AA (G-t nem hordozok) és AG+GG (G
hordozok) alcsoportra. A kezelés el6tti antropometriai €s laboratoriumi paramétereiben
nem talaltunk szignifikans eltéréseket. Az ezetimib kezelés hatisara mind az AA, mind
az AG+GG genotipust betegekben szignifikas csokkenést észleltiink az 6sszkoleszterin
¢és az LDL-C szintjében 3 és 12 honapos kezelést kdvetden. A triglicerid, a HDL-C és
az ApoB szintje egyik csoportban sem csokkent szignifikans mértékben. Mig az AA
genotipustl betegekben az ApoAlszintje nem szignifikdnsan csokkent, az AG+GG
genotipustiakban 3,6 és 12 hdnap utan is szignifikdns mértékii emelkedést
tapasztaltunk. Az AA genotipusi betegekben az ezetimib kezelés hatdsara nem
szignifikdns mértékii csokkenést észleltiink az ApoAl és HDL-C szintekben, mig a G
allélt hordozd AG és GG genotipusu betegekben az ApoAl szintje szignifikansan, a
HDL-C szintje nem szignifikansan nott.
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A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasa a chemerin, afamin és E vitamin szintekre,
valamint a mennyiségi és mindségi lipidparaméterekre

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatisa a lipoproteinek és a szérum chemerin
szintjére

A kezelés hatasara szignifikans mértékben csokkent a betegek 6sszkoleszterin, LDL-C,
HDL-C, ApoB, ApoAl ¢és szérum kreatinin szintje. A szérum chemerin szint szintén
szignifikansan csokkent. Jelentsen csokkent a kicsi denz LDL szubfrakcio és a kicsi
HDL szubfrakcio szazalékos aranya, mig az atlagos LDL méret szignifikansan nott.
Annak vizsgélatara, hogy a chemerin szint csdkkenésért a fehérje aferezis oszlophoz
torténd kikotddése felel-e, az oszloprdl a kezelést kdvetden eltérd pH-ju pufferoldatok
felhasznalasaval elualtuk a fehérjéket, és az eluatumbol meghataroztuk a chemerin
koncentraciokat. A legmagasabb chemerin szintet a pH 5,0 elualo oldattal nyertiik.
Ezzel igazoltuk, hogy a kezelés soran a chemerin az aferezis oszlophoz kotodik.
Mindegyik beteg esetén csokkent a chemerin szint a kezelés hatédsara. Bar a vizsgalt
betegek alacsony szama miatt egyértelmii kovetkeztetés nem vonhato le, a csdkkenés
mértéke a kiindulasi chemerin szintjével mutat némi Osszefliggést. A
chemerin/kreatinin ardny 4 beteg esetén csokkent, mig kettd esetében értemben nem
valtozott. Egy beteg esetén 12 honapon at kovettiik a kezelések el6tt mért chemerin
szinteket a hosszu tavi hatas megitélése céljabol. A rendszeres (havonkénti) kezelések
hatasara a szérum chemerin szint egyértelmii cs6kkenést mutatott. 5 kezelést kovetden
a kezeléseket a beteg kérésére megszakitottuk, majd 3 honap elteltével ismét
elinditottuk. A kezelések elmaradasaval a chemerin szintje ismét megemelkedett, majd
a rendszeres kezelések hatasara ismét csokkend tendenciat mutatott. Jelentds eltolodas
kovetkezett be a nagyobb méretli LDL szubfrakciok iranyaba. A kis-denz LDL
szubfrakciok mennyisége jelentdsen csokken a kezelést kovetGen.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasa a szérum alfa és béta tokoferol, valamint
afamin szintjére

A betegeknél a kontrollhoz viszonyitva szignifikdnsan magasabb &sszkoleszterin,
LDL-C, HDL-C, ApoB ¢és ApoAl szinteket észleltiink. Szignifikansan magasabb
afamin, afamin/HDL-C és afamin/ApoAl, valamint a- és y-tokoferol, illetve oxidalt
LDL szintet mértiink a betegekben a kontrollokhoz viszonyitva a kezelés el6tt. A
kezelés szignifikansan csokkentette a betegek dsszkoleszterin, LDL-C, HDL-C, ApoB
és ApoAl szintjét. Mérsékleten, de szignifikdnsan csokkent a szérum afamin szintje, és
jelent6sen csokkent az o- és y-tokoferol szint. Az afamin/HDL-C és az
afamin/ApoAlhanyados ugyanakkor nem valtozott szignifikins mértékben. Az a-
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tokoferol/koleszterin és az és y-tokoferol/koleszterin hanyados ugyanakkor
szignifikans mértékben emelkedett. Jelent6sen és szignifikansan csokkent az oxidalt
LDL szintje a kezelést kovetden. A betegeknél a szignifikansan kisebb volt a nagy HDL
szubfrakciok, mig szignifikansan nagyobb a kis HDL szufrakciok szazalékos aranya a
kontrollokhoz viszonyitva. A kezelés hatasara a betegek szérumaban szignifikans
mértékben csokkent a kis HDL szubfrakciok szazalékos aranya, mig a nagy és kdzepes
HDL szubfrakciok szazalékos aranyaban nem szignifikans mértékii emelkedést
észleltiink. A szérum afamin szint 5 beteg esetén mérsékelten csokkent, egy beteg
esetén mérsékelt emelkedést tapasztalunk, a valtozas mértéke ugyanakkor nem fliggott
a kiinduléasi afamin szintektél. Az afamin/HDL-C hanyados egyik beteg esetén sem
mutatott érdemi valtozast a kezelés hatasara. Az a-tokoferol szintje minden beteg esetén
jelentdsen csokkent a kezelés hatasara, mig az a-tokoferol/koleszterin hanyados minden
beteg esetén jelentdsen magasabb volt a kezelést kdvetden a kiindulasi értékekhez
képest. A y-tokoferol szintje 5 beteg esetében jelentdsen csokkent a kezelés hatasara,
egy beteg esetén nem észleltiink érdemi valtozast. A csokkenés mértéke nem fiiggott
Ossze a kiindulasi y-tokoferol szintekkel. A y-tokoferol/koleszterin hanyados ezzel
szemben minden beteg esetében szignifikansan emelkedett a kezelést kovetden.

MEGBESZELES
A paraoxonaz aktivitas Osszefiiggése egyes, az érelmeszesedés kialakulasaban
szerepet jatszo tényezokkel

A paraoxonaz aktivitas és a carotis intima-média tavolsag kozotti osszefiiggés

A B-mod ultrahang vizsgdlattal mért IMT az érelmeszesedés korai szakaszanak
elfogadott markere, melyet a nemzetkozi irodalom is széles korben alkalmaz. Bar
korabban mar leirtdk a PONI1 paraoxondz véddé szerepét az érelmeszesedés
kialakulasaban, az IMT és a PONI aktivitas kozotti Osszefiiggés tekintetében az
irodalmi adatok nem voltak egységesek. Eredményeink alapjan a PON1 aktivitas és az
IMT kozott negativ korrelacid igazolddott a teljes vizsgalati populacidban. Bar a
CAAD betegek esetén mind a PON1 paraoxondz, mind a so stimulalt paraoxonaz
aktivitas alacsonyabb volt, a kiilonbség a kontroll csoporthoz képest nem bizonyult
szignifikdns mértékiinek, részben az egyénenként igen eltéré PON1 aktivitadsok miatt,
de korabbi vizsgalatok sem észleltek csokkent PON1 aktivitast CAAD betegenél. Az
anti-oxLDL antitestek szintje emellett jol jellemzi az LDL oxidativ modosulasanak
mértékét. Mivel a PONI1 képes kivédeni az LDL oxidacidjat az oxidalt lipidek
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hidrolizisén keresztil, feltételeztiik, hogy a magasabb PON1 aktivitashoz alacsonyabb
anti-oxLDL szintek tarsulnak. Eredményeink altitmasztjak ezt, mivel szignifikans
negativ korrelaciot talaltunk mind a PON1 paraoxonaz, mind a PON1 s6 stimulalt
paraoxonaz aktivitas és az anti-oxLDL szintje kozott, ami jelzi a PON1 aktivitas
jelentéségét az LDL oxidacié gatlasaban, és korabban nem leirt dsszefliggés. Nem
talaltunk ugyanakkor Gsszefliggést a PON1-192 fenotipusok és az IMT kozott, mely
egybevadg a PONI1 genotipus és IMT 0Osszefliggését vizsgald irodalmi adatok egy
részével, masok azonban igazoltdk a genotipus és az IMT Osszefliggését. Meg kell
azonban jegyezni, hogy az utobbi évtizedek kutatasi eredményei alapjan klinikai
szempontbol a PON1 aktivitas (fenotipus) jelentdségét nagyobbnak talaltak, mint a
genotipusét. Az eredmények ravildgitanak az LDL oxidécié kiemelt szerepére a korai
érlemeszesedés folyamataban, és igazoljak a PONT1 aktivitas védo szerepét.

A paraoxonaz aktivitas osszefiiggése a mieloperoxidaz és a matrix metalloproteaz-
9 szintjével

A HDL-hez kapcsolddo enzimek kdziil a lipid paraméterek mellett a pro-oxidans hatasa
MPO koncentracio és az anti-oxidans tulajdonsdgokkal rendelkez6 PON1 aktivitas
kozotti Osszefliggést vizsgaltuk Gjonnan diagnosztizalt, még kezeletlen, részben mar
érszovodménnyel  rendelkezd, részben  ismert szovodményektdl — mentes
hyperlipidaemias betegnél. Emellett az érelmeszesedés folyamataban szerepet jatszo
MMP-9 és annak szdveti inhibitoranak, a TIMP-1-nek a szintjét is mértiik, a korabbinal
komplexebb modon mérve fel ezen betegcsoport kockazatat az érelmeszesedés
kialakulasara. Szignifikdnsan magasabb dsszkoleszterin, LDL-C, triglicerid és hiigysav
szinteket talaltunk a wvaszkuladris szovodménnyel rendelkezd betegeknél a
szovodménnyel nem rendelkezd betegekhez képest, igazolva ezen ismerten pro-
atherogén tényezék kedvezdtlen hatasat az érszovédmények kialakuldsara. A
vaszkularis szovédménnyel rendelkezd és szovédménymentes betegesoport HDL-C
szintje kozott nem talaltunk szignifikans eltérést. A jelent6s mértékben a HDL-hez
kototten keringd MPO  szintje szignifikdnsan magasabb volt a vaszkularis
szovédménnyel rendelkez6 csoportban, igazolva a nagyobb mértékil oxidativ stresszt
ezeknél a betegeknél. A PONI arileszteraz és paraoxonaz aktivitasban szignifikans
mértékll kiilonbséget nem talaltunk, feltehetéen a jelentds egyéni aktivitas eltérések
miatt. Szignifikans pozitiv korrelaciot mutattunk ki az MPO és MMP-9, valamint az
MPO ¢és a TIMP-1 szintek kozott a vaszkularis szovodménnyel rendelkezé és nem
rendelkezé betegeknél egyarant, ami jelezheti az ismert szovédménnyel még nem
rendelkez6 betegek szubklinikus, tiineteket még nem okozd, de mar jelen 1évo6 kezd6d6
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érelmeszesedését. Az MPO szint és a PON1 arileszteraz aktivitas kozott szignifikans
negativ korrelaciot talaltunk mind a teljes betegpopulacioban, mind a vaszkularis
szovédménnyel rendelkezé és nem rendelkez6 alcsoportokban. Ugyanakkor a PON1
paraoxonaz aktivitds és az MPO szint kozotti negativ Osszefiiggést nem bizonyult
szignifikans mértékiinek. A szoros inverz korrelaciot magyarazza az MPO és a PON1
szoros kapcsolata és egymasra kifejtett gatlo hatdsa, melyet in vitro vizsgalatok
bizonyitottak. Ennek hatasra vezették be az MPO/PONI1 aranyt a HDL funkcio
jellemzésére, mely vizsgalatunk eredményei alapjan szignifikdnsan magasabbnak
bizonyult a vaszkularis szovédménnyel rendelkezé csoportban a szovodménymentes
csoporthoz viszonyitva, alatdmasztva az MPO/PON1 arany alkalmazasanak potencialis
hasznat a kardiovaszkularis kockéazatbecslésben. Tobbszords regresszids analizist
alkalmazva azt talaltuk, az MMP-9 és TIMP-1 szint, valamint a PON1 arileszteraz
aktivitas az MPO szint szignifikans prediktorai mind a teljes betegpopulaciot, mind a
vaszkularis szovodménnyel nem rendelkezd alcsoportot tekintve. A vaszkularis
szovoédménnyel rendelkezd betegeknél azonban az MPO szint egyetlen fliggetlen
prediktora a PONI arileszteraz aktivitds volt. Eredményeink ravilagitanak az
érelmeszesedés folyamataban részvevo pro- és anti-oxidans enzimek és egyéb fehérjék
mitkodésének komplexitasara, az egymasra kifejtett hatasok sokrétli jellegére, mely
magyarazza az egyes biomarkerek alkalmazhatdsdganak korlatait klinikai
gyakorlatban. Alahtizza ugyanakkor a HDL funkcid jelentdségét, melynek komplex
értékeléséhez a mai napig nem all rendelkezésre igazoltan hatékony modszer.
Eredményeink elsé izben igazoltdk az MPO és az MMP-9, valamint az MPO ¢és a
TIMP-1 szintek kdzotti szoros dsszefiiggéseket, és megerdsitették a mas beteganyagon
észlelt Osszefliggéseket az MPO szint és a PONI1 aktivitdas kozott kezeletlen
hyperlipidaemias betegekben.

A paraoxonaz aktivitias és a mieloperoxidaz szint dsszefiiggése egyes vaszkularis
markerek szintjével

Szamos korabbi vizsgalat bizonyitotta, hogy a statin és ezetimib kezelés jelent6sen
befolyasolja a kardiovaszkularis markerek szintjét. Ezért az érelmeszesedés
kialakulasaban résztvevo fehérjék szerepe kezelt betegeken nem vizsgalhaté megfeleld
modon, mivel a legtobb hyperlipidaemias beteg esetén kezd6do érelmeszesedés mar
megfigyelhetd, még ha a klinikumban alkalmazott vizsgalomddszerekkel még nem
kimutathatd mértékii is. Ezért az altalunk vizsgalt frissen diagnosztizalt, még
kezeletlen, részben mar vaszkularis sz6védménnyel rendelkezd, részben vaszkularis
szovodmény mentes betegcsoport vizsgalata értékes informaciokkal szolgéalhat.
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Ismert, hogy hyperlipidaemias betegekben a polimorfonukearis leukocitak termelte
MPO és a szérum MPO aktivitas emelkedett. A sajat betegeinknél talalt pozitiv
Osszefiiggés az MPO, valamint a sSCD40L, ADMA és SICAM-1 szintek kozott a teljes
betegcsoportban alatamasztja azt, hogy a polimorfonukearis leukocitak jelentds
szerepet jatszatnak az érelmeszesedés korai szakaszanak kialakulasaban. Az ADMA
korabbi megfigyeléasek szerint csokkenti a polimorfonukedris leukocitak nitrogén
szuperoxid anion és MPO termelését. Az altalunk talalt szignifikans pozitiv korrelacio
az ADMA ¢s az MPO szintje kozott alatamasztja a fenti ADMA/MPO interakcio
koncepciodjat. Bar a PON1 aktivitas kedvezd hatasa az érelmeszesedés folyamataban jol
ismert, a pontos mechanizmus nem tisztdzott minden részletében. A PON1 laktonaz
aktivitasanak jelent6sége az immunrendszer mitkodésében korabban mar felmeriilt. Az
5-hidroxi-ikozatetransav (5-HETE) laktont a PON1 képes bontani, mely hozzajarulhat
a PONI1 lokalis gyulladascsokkentd hatdsahoz. Mivel a PONT1 laktondz és arileszteraz
aktivitdsa szorosan korreldl, az altalunk észlelt szignifikdns negativ korrelacié a
sCD40L, ADMA és sICAM-1 szintekkel a teljes betegcsoportban a PON1 laktonaz
aktivitisabol fakadé anti-inflammatorikus hatasat tiikrozheti. Erdekes modon
tobbsz0rds regresszids analizist végezve azt talaltuk, hogy a PON1 arileszteraz aktivitas
az MPO szérum szintjének fliggetlen prediktora, de csak a vaszkularis szovédménnyel
még nem rendelkezd betegcsoportban, ami arra utalhat, hogy az éremeszesedés kezdeti
szakaszaban a korabban leirt HDL-MPO-PONI1 harmas komplexnek klinikai
szempontbdl is van jelentésége. Vizsgalatunk eldszor igazolta a PONI arileszteraz
aktivitas valamint a szérum sCD40L, ADMA ¢és sSICAM-1 szintek kozotti szignifikans
negativ, illetve a szérum MPO valamint a sSCD40L, ADMA ¢és sSICAM-1 szintek kozotti
szignifikans pozitiv korrelaciokat kezeletlen hypetlipidaemias betegek vizsgalata soran.
Eredményeink ravilagitanak a HDL-hez k6zott pro- €s antioxidans hatidsu enzimek
jelentdségére az endothel diszfunkcié és az érelmeszesedés korai szakaszahoz
kapcsolodo gyulladasos folymatokban.

A HDL szubfrakciok és a HDL-hez kotott enzimek vizsgalata

A HDL funkcié és Osszetétel Osszefliggése a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasaval a mai napig vitatott kérdés, ezért a témaban végzett 0j kutatdsi
eredmények mindegyike nagy jelentSséggel bir. A szubfrakciok meghatarozasat
illetden szintén nem egységes az allaspont, de a kutatdsi eredmények tobbsége azt
igazolta, hogy a lipidekben gazdagabb, nagyobb méreti HDL2 szubfrakcio féként a
reverz koleszterin transzportban bir jelentdséggel, igy védo hatasu az érelmeszesedés
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és a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasa szempontjabol, mig a nagyobb
fehérje tartalmu, kisebb méretli HDL3 szubfrakcio kedveztd hatdsa az érelmeszesedés
szempontjabol kevésbé nyilvanvald, de szamos antioxidans enzim, koztiik a PON1
hordozodja. Kezeletlen hyperlipidaemias, igazolt vaszkularis szovédménnyel még nem
rendelkezé betegeinknél a poliakrilamid gélelektroforézissel meghatarozott HDL
szubfrakciok aranya a kisebb HDL részecskék iranyba tolodott el az egészséges kontroll
csoporthoz képest, ami vélhetéen kedvezdtlen a hyperlipidaemids betegek
szempontjabol. Ugyanakkor ezek az eltérések nem jelentds mértékiiek, és az
alkalmazott modszer akar jelentds mértékben modosithatja a kapott eredmény
ugyanazon betegcsoporton is, ami rairanyitja a figyelmet a HDL funkciods vizsgalatok
jelentdségére, melyek koziil a HDL felszinén egymashoz fizikai kozelségben
elhelyezkedé PONI aktivitasat és az MPO szintjét vizsgaltuk a betegek szérum
mintaibol.

Sem a PONI1 paraoxonaz, sem az arileszteraz aktivitdis nem mutatott szignifikdns
eltérést az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva. A PONI1 aktivitas
egyénenekénti igen nagy, akar 40-szeres variabilitdsa azonban megneheziti az
értékelést. Mivel a PON1 génpolimorfizmusai, elsésorban a PON1-Q192R ebben
jelentds szerepet jatszik, kettds szubsztrat modszerrel meghatdroztuk a betegek és a
kontrollok fenotipus megoszlasat, mely mindkét csoportban kovette a Hardy-Weinberg
ekvilibriumot és nem mutatott szignifikans eltérést egymastol. Mindez alatamasztja azt
az alatlanos szakmai véleményt, mely szerint 5nmagaban a PONT1 aktivitas mérése nem
elegend6 a HDL funkcidé értékelésére, ezért, mint biomarker, alkalmatlan a
kardiovaszkularis kockazat felmérésére. A prooxidans, szérum MPO szintjét azonban
szignifikansan nagyobbnak taldltuk az egészséges kontrol vizsgalatokhoz képest,
hasonldan korabbi vizsgélatainkhoz. Mivel a HDL felszinén a PON1 és az MPO
egymasra kolcsonosen gatld hatast fejtenek ki, kordbbi tanulmanyok felvetették az
MPO/PONI arany, mint @ HDL funkci6zavaranak jellemzdjének alkalmazasat a sziv-
és érrendszeri betegségek kockazatbecslésére. Meghatirozva az MPO/PONT aranyt, az
szignifikansan nagyobbnak bizonyult a hyperlipidaemias betegekben a kontroll
populécidhoz viszonyitva, jelezve a HDL funkcidjanak prooxidans iranyu eltolodasat.
A vizsgalat ujdonsagat a vizsgalt paramétereket egyébként jelentésen befolyasold
lipidcsokkenté kezelés hianya és a HDL Osszetétel és funkcid egyiittes vizsgalata
szolgaltatja.

Az atorvastatin kezelés hatasa a HDL funkcidjara és osszetételére
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Egy korabbi tanulmany arrdl szamolt be, hogy az atorvastatin hidroxilalt metabolitjai
képesek kivédeni az egyes lipoprotein frakciok in vitro oxidaciojat. Egy masik vizsgalat
igazolta, hogy az atorvastatin o-hidroxi metabolitja d6zisfliggd modon gatolja az LDL
oxidaciojat, mig mas statin 4gensek joval kisebb mértékben fejtettek ki gatlo hatast. Az
atorvastatin tehat kifejezett antioxidans tulajdonsagokkal rendelkezik.

Az atorvastatin kezelés hatasianak vizsgalata a PON1 aktivitasra és a Comet assay-
vel detektalt oxidativ DNS-karosodasra

Az LDL oxidativ médosulasa az érelmeszesedés kialakulasanak egyik legfontosabb
kezdeti 1épése, tobbek kozott csokkenti az NO szintjét, mely a gyulladasos
folyamatokkal egyiitt endothel diszfunkcidt ereddményez. Az LDL oxidacidja kapcsan,
a tobbszorosen telitett zsirsavak peroxidacidja soran képz6édott lipid peroxidok egy
lancreakcid végeredményeként igen reaktiv végtermékek, koztik MDA, 4-hidroxi
alkdnok és 2-alkének keletkezését okozzak, melyek DNS szerkezetének jelentds
vezetnek, ezaltal mutagének. A HDL-hez kotott PON1 a lipid peroxidok hidrolizise
révén az LDL oxidaciot képes gatolni. Munkacsoportunk korabban mar igazolta a
PONT1 aktivitas és a comet assay-vel detektalt oxidativ DNS karosodas mértéke kozotti
negativ  korrelaciot hyperlipidaemiads betegenél. Hatékony lipidcsokkentd és
antioxidans tulajdonsaga miatt vizsgaltuk harom honapos atorvastatin kezelés hatasat a
PONI aktivitasra, a szuperoxid anion és TBARS szintekre és a comet assay-vel
detektalt oxidativ DNS karosodasra hyperlipidaemias betegekben.

A kezelés az irodalmi adatoknak megfelel6 mértékben csokkentette az 6sszkoleszterin
és az LDL-C szintet, mig nem talaltunk szignifikans eltérést a HDL-C és triglicerid
szintek tekintetében. Vizsgalatunkban a harom hdnapos atorvastatin kezelés
szignifikansan emelte a PON1 paraoxonaz aktivitast, mig a s6 stimulalt paraoxonaz
aktivitas és az arileszetraz aktivitds nem valtozott szignifikdns mértékben. A PON1
re jutd PON1 paraoxondz aktivitds, azaz PON1/HDL arany szignifikansan nétt a
kezelés hatasara. A PMA indukalt szuperoxid anion és a TBARS szint szignifikansan
csokkent, vagyis eredményeink alatamasztjak az atorvastatin korabban leirt kedvez6
hatésait az oxidativ folyamatokra. A nyugalmi allapotban mért szuperoxid anion szint
nem valtozott szignifikansan a kezelés soran. Az FMLP indukalt szuperoxid anion
termelés ugyanakkor szignifikdnsan emelkedett. Egy korabbi in vitro vizsgalat hasonlo
eredményre jutott, melyet az FMLP receptor itvonal modosuldsaval magyaraztak.
Ennek oka a hyperlipidaemia kdvetkeztében a polimorfonuklearis sejtek megvaltozott
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membranfluiditasa lehet, mely mind az FMLP receptor, mind a PKC aktivitast
befolyasolhatja. A lipid preoxidacidra gatlé hatast kifejté6 plazma NO szint nem
szignifikans mértékben, de emelkedett az atorvastatin kezelés soran, mely eredmény
egybecseng azon korabbi vizsgalatokban leirtakkal, melyben az atorvastatin emelte a
NOS expresszidjat az endothel sejtekben az mRNS stabilitasanak fokozasan keresztiil.
A fribratok, ezen beliil a ciprofibrat comet assay-vel mért oxidativ DNS kéarosodasra
kifejztett kedvezé hatasdsa az irodalombdl ismert. Egy in vitro tanulmany pedig
fluvastatin DNS karosodast gatld hatasar6l szamolt be. Vizsgalatunk eredményei
szerint az atorvastatin kezelés szignifikdnsan csokkentette a comet-assay-vel detektalt
oxidativ DNS kérosodas mértékét. A visual score eredmények negativan korrelaltak az
antioxidans hatast jellemz8 PONI paraoxonaz aktivitassal és a so stimulalt paraoxonaz
aktivitassal a kezelés eldtt és utan egyarant, mig az enzim szintjével korrelald
arileszteraz aktivitassal nem talaltunk hasonld 6sszefliggést. Mindez arra utal, hogy az
oxidativ DNS karosodas mértékének csokkentésében a PONI paraoxonaz aktivitas
fontos szerepet jatszik, mig az enzim szérumszintje kevésbé meghatarozo. A vizsgalat
elséként igazolta human beteganyagon a statinok, ezen beliil az atorvastatin kedvezd
hatasat az oxidativ DNS karosodasra, és talalt 6sszefliggést a PON1 aktivitassal ennek
mértékét tekintve.

Az atorvastatin kezelés hatasanak vizsgalata a HDL szubfrakciokra és a HDL-hez
kotott enzimek (PON1, LCAT és CETP) aktivitasara

Az atorvastatin az irodalmi adatoknak megfeleld mértékben, a vart modon csékkentette
az Osszkoleszterin, a triglicerid, az LDL-C és az ApoB szintjét, valamint az LDL-
C/ApoB aranyat, igazolva az atorvastatin hatékony HMG-Ko0A reduktiaz gatld
hatékonysagat. Ismert, hogy az atorvastatin kiemelkedé antioxidans hatékonysaggal
rendelkezik, mely megkiilonbozteti mas statin agensektSl. A vizsgalatunk soran a
harom hoénapos atorvastatin kezelés hatdsara kialakult szignifikdns oxLDL szint
csokkenést mindez magyarazhatja. Az oxLDL csokkent szintje miatt a PON1 aktivitas
megbrzott marad, mely részben magyarazatul szolgalhat a jelzett, nem szignifikans
mértékii PON1 paraoxonaz aktivitas emelkedésre. A HDL3 szubfrakci6 védod szerepét
korabban mar tobb szerz6 igazolta. Korabban az atorvastatin kezelés hatasat az LDL és
HDL szubfrakciokra csak kevesen vizsgaltak, és a kapott eredmények igen eltéréek
részben a vizsgalt betegcsoport jellegébdl, részben az alkalmazott atorvastatin d6zistol,
részben a szubfrakcid meghatarozasra hasznal moddszert6l fiiggben. Sajat
viszgalatunkban a harom hénapos atorvastatin kezelés hatasara szignifikansan nétt a
HDL3 szubfrakci6 aranya, mig a HDL2a és 2b szubfrakciok aranya ennek megfeleléen
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csokkent. Mivel a PON1 dontéen a HDL3 szubfrakciohoz kotddik, a szubfrakciokban
észlelt eltolodas is hozzajarulhat a jelzett PONI1 aktivitds novekedéshez. Emellett
szignifikansan nétt az atlagos LDL méret, mely az éremeszesedés szempontjabol
kedvezétlen, kicsi, stiri LDL részecskék aranyanak csokkenésére utal, egybehangzdan
szamos irodalmi adattal.. Korabbi vizsgéalatok alapjan az atorvastatin csokkenti a CETP
aktivitasat. Jelen vizsgalatunkban szintén a CETP aktivitas szignifikdns csokkenését
tapasztaltuk. Ez felehet a HDL3 szubfrakcid aranyanak emelkedéséhez, melyet
alatamaszt a HDL3 szazalékos aranya és a CETP aktivitas kozotti szignifikans negativ
korrelacio. A CETP aktivitas negativan, de nem szignifikdns mértékben korrelalt a
HDL2a arannyal, a CETP aktivitas valtozasa viszont szignifikans negativ korrelaciot
mutatott a HDL2a arany valtozasaval. A HDL2b szubfrakcié aranya ugyanakkor
szignifikans pozitiv dsszefliggést mutatott a CETP aktivitassal, mely alatamasztja a
CETP kozponti szerepét a szubfrakciok kialakulasaban. Eredményeink egybevagnak
egy korabbi vizsgalat eredményeivel, bar ettdl eltéré adatokat is kozoltek. Bar egy
korabbi vizsgalatban az LCAT aktivitas és a nagy HDL2a szubfrakci6 kozott negativ
korrelaciot irtak le, sajat vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikdns 0sszefliggést az
LCAT aktivitas és a szubfrakciok aranya kozott. Ugyanakkor, az atorvastatin kezelés
hatéséra szignifikansan nétt az LCAT aktivitas, és ennek valtozasa pozitivan korrelalt
a HDL2a szubfrakcié aranyanak valtozasaval, mely megfigyelés okainak tisztdzasa
tovabbi vizsgalatokat igényel. Az atorvastatin kedvezé hatasat a PON1 szintre és
aktivitasra FH betegcsoporton korabban mar leirtdk. Egy masik vizgsalat azt igazolta,
hogy bar a PON1 egyforman képes kotddni az ApoAl és ApoA2 tartalmu HDL
részecskékhez, az ApoAl-et és ApoA2-tis tartalmazd HDL részecskékhez kotott PON1
jobban ellenall az oxidativ stressz okozta PON1 inaktivacionak, mint a csak ApoAl-et
tartalmaz6 HDL-hez k6tott PONL. Bar a PONI1 aktivitas és a szubfrakciok megoszlasa
kozott nem talaltunk Osszefliggést, a HDL3 szubfrakcid aranyanak novekedése, mely
nagyobb ardnyban tartalmaz ApoAl/A2 tartalmu partikulumokat, hozzajarulhat a
PONI1 aktivitas megdérzéséhez. Bar az atorvastatin kezelés soran vizsgalt paramétereket
kiilon-kiilon mar tobbnyire vizsgaltak korabban, komplex modon hyperlipidaemias
betegekben eldszor kertiltek kozlésre.

Az ezetimib kezelés HDL szintre kifejtett hatékonysagat befolyasol6 genetikai
tényezok vizsgalata

A koleszterin anyagcsere endogén és exogén Utvonalat, és ezen keresztiil a szérum
koleszterin és triglicerid szintjét is jelentdsen befolyasoljak a részvevo fehérjék, koztiik
az apolipoproteinek, enzimek és receptorfehérjék génpolimorfizmusai. Az utdbbi
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id6ben egyre nagyobb figyelem iranyul az gyogyitasban a személyre szabott orvoslasra,
melynek soran figyelembe veszik az adott egyén jellemzdit, beleértve az alkamazott
terapiara adott valaszt is, melyet szintén nagymértékben az adott gyogyszer
felszivodasaban, hatasaban  és  metabolizmusaban részvevo fehérjék
génpolimorfizmusai szabnak meg. Az ezekre vonatkozd informaciok segithetnek
megérteni azt, hogy az egyes betegek szamara egyik vagy masik kezelés igen eltérd
hatékonysagi, ami a nagy betegszami multicentrikus randomizalt tanulmanyok
eredményein nyugvo terapias iranyelvek vilagaban neheziti az adott egyén szamara
idealis kezelési mod kialakitasat. Az ezetimib a vékonybélben torténd koleszterin
felszivodas gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. Statin kezeléssel kombindlva igen
jelentds, akar 65%-0s LDL-C csokkentésre képes. Az ezetimib a jelenlegi terapias
iranyelvek alapjan monoterapiaban csak az abszollt statin intolerans betegek esetén
ajanlott. Bar monoterapiaban az LDL-C csokkentd hatasa, mely atlagosan 18%-0s,
elmarad a hatékony statinokétol, kivalo toleralhatosdga miatt alkalmas kezelés a statin
intolerans betegek kezelésére a mindennapi klinikai gyakorlatban. Ez a hatds azonban
egyénenként igen jelentGs eltéréseket mutat, egyeseknél alig van mérhet6 LDL-C
csokkenés, mig masoknal akar az 50%-ot is elérheti attol fiiggden, hogy az egyén
inkabb ,.felszivd” vagy ,,szintetizald” tipusba tartozik. Az eltérések mogott ebben az
esetben is génpolimorfizmusok allnak, mely koziil az ApoE és a NPCIL1 génjeinek
polimorfizmusait vizsgaltuk.

Az ApoE génpolimorfizmus ezetimib monoterapia hatékonysagara gyakorolt
hatdsanak vizsgalata statin intolerdns betegekben

A Kkoleszterin anyagcserét befolyasold génpolimorfizmusok koziil az egyik
legjelentsebb az ApoE polimorfizmus hatasa, mely alapvetden befolyasolja a bélben
torténd koleszterin felszivodas hatékonysagat, a szterolok majba torténd receptor-
medialt felvételét, a maj koleszterin termelését és az LDL receptorok expresszidjat.
Korabbi vizsgalatok alapjan az €2 allél hordozok esetén a leghatékonyabb a bélbdl
torténd koleszterin felszivodas, mig az €3 allél jelenléte esetén kodzepes, az €2 allél
esetén alacsony a felszivodas mértéke. Ugyanakkor a koleszterin szintézis ezzel
ellentétesen €2 allél hordozas esetén a legnagyobb mértékii, és az €4 allél jelenléte
esetén a legalacsonyabb. Vizsgalatunkban statin intolerans hyperlipidaemias betegeken
értékeltiik az ApoE polimorfizmusnak az ezetimib monoterdpia hatékonysagara
kifejtett rovid és hossztava hatdsat. Az ezetimib kezelés a teljes betegpopulacion az
egy éves kovetés soran az irodalmi adatoknak megfelelden szignifikansan csokkentette
az Osszkoleszterin, az LDL-C, a triglicerid, és az ApoB szintjét, mig a HDL-C és az
ApoAl szintje nem valtozott szignifikans mértékben. A betegek ApoE genotipus és
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allél megoszlasa a vizsgalt betegek esetén lényegében megegyezett a korabbi hazai
populéacion talaltakkal. A kiilonboz6 genotipust betegek kiindulasi lipidparaméterei
szignifikansan nem tértek el, bar az €2 hordozok esetén tendenciajat tekintve magasabb
triglicerid és alacsonyabb LDL-C szintek észlelhetéek. Az ezetimib kezelés hatasara az
Osszkoleszterin és LDL-C csokkenés kifejezettebb volt a 3/4 genotipus esetén a 2/2
genotipushoz viszonyitva, mig a trigliceridszint csékkenés a 2/2 genotipus esetén
bizonyult a legnagyobb mértékiinnek, de a csoportok kozotti kiilonbségek nem voltak
szignifikans mértékiiek. A betegek a kezelés jol toleraltak, a kezelés elhagyasara vagy
felfiiggesztésére mellékhatas kialakulasa miatt egyetlen esetben sem kertiilt sor.
Eredményeink aldtdmasztjdk az ezetimib monoterapia rovid és hosszutava
hatékonysagat és igazoljak az ezetimib kezelés biztonsagos voltat. Els6ként vizsgaltuk,
a szokasosnal hosszabb, egy éves kovetési periodussal, az ApoE polimorfizmus
befolyasold szerepét az ezetimib monoterapia hatékonysagara, azonban ennek
igazolasara nagyobb betegszamu populacion elvégzett vizsgalatok sziikségesek.

A NPCI1L1 génpolimorfizmusok ezetimib monoterapia hatékonysagara gyakorolt
hatasanak vizsgalata statin intolerans betegekben

A NPC1L1 génjében szamos polimorfizmust irtak le, melyek koziil a NPC1L1 ¢.-133
A>G promoter polimorfizmus esetén kordbban kimutattik a statin és a kombinalt
statin+ezetimib kezelés hatékonysdganak eltéréseit. Az ezetimib monoterapidra
gyakorolt hatasarol azonban korabban nem volt adat. Ezetimib monoterapidban
részesiild statin intolerans betegeket kovettiink egy éven keresztiil, és értékeltiik a fenti
polimorfizmus hatasat a kezelés hatékonysagara. A teljes vizsgalati populacion kezelés
az irodalmi adatoknak megfeleléen befolyasolta a lipid paramétereket, szignifikans
mértékben csokkentve az Osszkoleszterin, LDL-C, ApoB és triglicerid szinteket. A
genotipus megoszlas és az allélfrekvencia megfelelt egy korabbi vizsgélatban
kozoltekkel. A GG genotipus alacsony aranya miatt a betegeket csak A allélt hordozd
AA ¢és G allélt hordozd AG+GG csoportba osztottuk. A két vizsgalt csoport kozott a
kiindulasi lipid paraméterekben nem volt szignifikans letérés. Az egy éves ezetimib
kezelés a két csoportban egyediil az ApoAl szintek valtozasaban mutatott szignifikans
és kovetkezetes eltérést. Mig az AA csoportban nem szignifikans, mérséklet
csokkenést, addig az AG+GG csoportban szignifikans, jelentés mértékli emelkedést
tapasztaltunk az ApoAl szintekben végig a kezelés soran. Bar a HDL-C szintek az
ApoA1 szintjéhez hasonloan ellentétes iranyban valtoztak a két csoportban, az eltérések
nem bizonyultak szignifikdns mértékiinek. Az eredmények alapjan felmeriil a HDL

sris
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befolyasolhatja. A betegek a kezelést ezuttal is jol toleraltak. Elséként igazoltuk, hogy
az ezetimib monoterapia ApoAl szintre kifejtett hatékonysagat jelentésen befolyasolja
a NPCIL1 c.-133 A>G promoter polimorfizmus, mely a HDL strukturajanak
valtozasan keresztiil annak érelmeszesedést gatld tulajdonsagait is befolyasolhatja.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgilata egyes biolégiailag aktiv
fehérje szintekre szintekre sulyos heterozigota familiaris hypercholeszerinaemias
betegekben

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgalata a szérum chemerin szintekre
sulyos heterozioga familiaris hypercholeszerinaemias betegekben

A kordbbi irodalmi adatoknak megfelelden a szelektiv LDL aferezis kezelés
szignifikdnsan csokkentette az FH betegek Osszkoleszterin, LDL-C és Lp(a) szintjét.
Emellett az aferezis kezelés pleiotrop hatasair6l is vannak irodalmi adatok, mely szerint
a kezelés csokkenti szamos gyulladasos citokin, kemokin és adhéziés molekula,
tovabba a CRP plazmaszintjét. Bar e hatdsok pontos mechanizmusa nem tisztazott,
mind az oszlophoz torténd direkt kotddés, mind az indirekt, az emlitett fehérjék
génexpresszidjan keresztlil megvalosulo hatds lehetdsége felmeriilt. Az LDL aferezis
el6tt és utan elvégzett proteomikai analizis soran tobb mint hetven fehérje csokkent
szintjét igazoltak, melyek kozott a véralvadasi kaszkadban szerepld, gyulladésos,
adhézios és rheoldgiai szempontbdl egyéb fontos fehérjék szerepelnek. Kordbban a
chemerin szintek valtozasat az aferezis kezelés soran nem vizsgaltak, igy hat stlyos
heterozigota FH beteg elsé kezelése soran a lipidparaméterek mellett a chemerin
szintet, valamint az LDL és HDL szubfrakciok aranyat is meghataroztuk. A kezelés
hatdsdra a szérum chemerin szintje minden beteg esetén csokkent, a valtozas
szignifikans mértékiinek bizonyult. Egy beteg esetén, hosszitavon, egy éven keresztiil
kovettiik a chemerin szintek alakulasat, mely kezelésrol kezelésre csokkent, majd a
kezelés atmeneti felfliggesztését kovetden ismét megkozelitette a kiindulasi értéket. Az
Ujabb rendszeres kezelések hatdsdra a chemerin szintje ismét jelentésen csokkent.
Mivel a chemerin pro-inflammatorikus és pro-atherogén hatassal rendelkezik, a
szelektiv LDL aferezis kezelés chemerin szint csdkkent6 hatasa hozzajarulhat a kezelés
hosszutavi  kedvezd eredményeihez az érelmeszesedéssel jard szovédmények
kialakulasa szempontjabol. A chemerin csdkkentés mechanizmusanak tisztazasa
céljabol a kezelést kovetden a fehérjéket az alkalmazott oszloprol eudltuk, és az eluald
oldatban jelentds mennyiségli chemerint mutattunk ki, igazolva az oszlophoz torténd
kikotédést. Bar nem talaltunk irodalmi adatot a chemerin felszini toltését illetGen,
feltételeztiik, hogy a negativ t6ltési feliilethez a tobbszordsen pozitiv tdltésit ApoB100-
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hoz hasonldéan képes kikotddni. Ugyanakkor felmeriilhet az is, hogy a chemerin egy
masik, pozitiv toltési molekulahoz vagy lipoproteinhez kapcsolédva kotédik az
oszlophoz indirekt modon. Korabban mar vizsgaltak az LDL szubfrakciok valtozasat
az LDL aferezis soran, és azt talaltak, hogy akisebb, siirlibb LDL részcskéket nagyobb
aranyban tavolitja el a rendszer, és a szubfrakcids mintazata anti-atherogén iranyba
tolodik el. Vizsgalatunk soran a kifejezetten atherogén, kicsi, siirli LDL részecskék
szintje és aranya is szignifikansan csokkent. A HDL szubfrakciok vizsgalata soran a kis
HDL szubfrakci6 aranyanak csokkenését, valamint a kozepes és nagy HDL
szubfrakciok aranyanak ndvekedését tapasztaltuk a HDL-C szint mérsékelt csokkenése
mellett. Mivel altalanosan elfogadott, hogy a nagyobb HDL szubfrakciok a reverz
koleszterin transzportban betoltott szerepiik miatt anti-atherogén hatést fejtenek ki, a
HDL szubfrakciok aranyanak eltolodasat a nagyobb részecskék felé szintén
kedvezonek tartjuk a betegek szempontjabol. Mivel egy korabbi vizsgalatunkban azt
talaltuk, hogy a kering6é chemerin szint pozitivan korrelal a kicsi, stiri LDL szintjével,
valamint a kicsi HDL szubfrakcioval felvetddott, hogy a chemerin egyéb pro-atherogén
tulajdonsagai mellett talan kedvez6tlen hatast gyakorol a lipoproteinek
metabolizmusara, ugyanakkor a kezelés soran észlelt valtozasok inkabb arra utalhatnak,
hogy a chemerin legaldbb részben e szubfrakciokoz kotddik a keringésben. Bar a
vizsgalatba bevont betegek szama igen alacsony, els6ként bizonyitottuk a szelektiv
LDL aferezis kezelés szérum chemerin szintet csokkentd hatasat rovid és hosszitavon
egyarant, emellett adatokkal szolgaltunk a csokkenés mechanizmusat illeten,
kimutatva a chemerin oszlophoz torténd kikotodését.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgalata a szérum afamin és E vitamin
szintekre

A tokoferol a lipoproteinekhez ko6t6d6 egyik leghatékonyabb antioxidans, de
Osszefliggését a FH betegek afamin szérum szintjével, illetve az LDL aferezis kezelés
hat4sat a tokofelol és afamin szintekre kordbban nem vizsgaltak egyiittesen. Az az
afamin fontos szerepet jatszik a sejtek anti-apoptotikus valaszaban az oxidativ
folyamatok soran, és igértes uj marker lehet 2-es tipust diabetes mellitusban, valamint
a terhesség soran kialakul6d anyagcsere rendellenességekben. Emellett szolubilizalja a
hidrofob, nehezen oldodé Wnt fehérjéket, amelyek samyos alapvetd sejtfolyamat,
koztiik az Ossejt regeneracio, csontképzodés, és karcinogenezis szabalyozasaban
vesznek részt. FH betegekben a fokozott oxidativ stressz és a csdkkent csontsiiriség
megjelenése jol ismert. Eredményeink alapjan az afamin szintje ebben a sulyos FH
betegcsoportban a kontroll csoporthoz képest magasabb. Bar ennek pontos oka nem
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ismert, talan a fenti, FH-ban észlelt eltérésekre adott védekez6 valaszreakcid részét
képezi. Bar a kis esetszam miatt vizsgéalatunk pilot jellegii, eredményeink alapjan a
szelektiv LDL aferezis kezelés soran szignifikans mértékben csokkent a szérum afamin
szint, atlagosan 9,4%-kal. Ezzel parhuzamosan a HDL-C és Az ApoAl szint is
csokkent. Mivel az afaminnak csak kisebb hanyada, kb. 13%-a k6t6dik a HDL-hez, a
mérsékelt HDL-C szint csokkenés nem magyarazza a jelentés afamin szint csdkkenést.
Az afamin/HDL-C és az afamin/ApoAl arany nem is véltozott szignifikans mértékben
a kezelés hatasara. Korabbi vizsgalatok soran azt igazoltak, hogy a HDL részecskék
kozil az afamin foként a kicsi, nagyon siirli szubfrakciohoz kotédik. Mivel
vizsgalatunkban a kezelés hatasdra a HDL szubfrakciokon beliil a nagyobb szubfrakcid
felé talaltunk eltolodast, a kezelés soran eltavolitott kisebb HDL részcsecskék legalabb
részben feleldsek lehetnek az afamin szintjének csokkenéséért. Ugyanakkor
valoszintileg szdmos egyéb szérumfehérje képes kotni a keringésben az afamint. Az
afamin direkt kdtédése az oszlophoz lehetséges, de nem zarhat6 ki, hogy az afamint
koté fehérjék kikotddése felel az afaminszint csokkenésért. Korabbi in vitro és in vivo
vizsgalatok igazoltak, hogy az afamin t6bb tokoferol kotdhellyel rendelkezik.
Kiilonosen nagy affinitassal koti az o- és y-tokoferolt, melyek az E vitamin
fegfontosabb tipusai. Mivel kordbban beszamoltak a szelektiv LDL aferezis kezelés a-
és y-tokoferol szintet csokkentd hatasarol, fetételeztiik, hogy ennek oka az afamin szint
csokkenése a kezelés soran. hasonloan a korabbi vizsgalatokhoz, az a- és y-tokoferol
szint jelentds csokkenését tapasztaltuk az LDL aferezis kezelés soran. Ugyanakkor, az
igen  jelentds Osszkoleszterinszint ~ csdkenés  kovetkeztében az o-
tokoferol/dsszkoleszterin és a 7y-tokoferol/Gsszkoleszterin aranyok szignifikansan
néttek a kezelés hatasara. Az a- és y-tokoferol szint csokkenése sokkal nagyobb
aranyunak bizonyult, mint az afaminszint csdkkenés, és a tokoferolszint csokkenés
jobban korrelalt az LDL-C szint valtozasaval, mint az afaminéval. Mindezek alapjan a
kering6 a- és y-tokoferol szintet az afamin szintje dontéen nem befolyasolja. Mindez
alaadtamasztja az a korabbi megfigyelést, mely szerint a plazma afamin és E vitamin
szintje nem mutat szoros Osszefliggést, és az E vitamin dontéen lipoproteinekhez
kétotten transzportalt. Erdekes médon a kontroll populdciohoz képest az FH betegek
kiindulasi a- és y-tokoferol szintje jelentdsen magasabb. Korabbi vizsgalatok egyéb
hyperlipidaemias betegeknél hasonldé eredményekrél szamoltak be. Ezen aranyok
emelkedése a kezelés hatasara az oxidativ stresszre gyakorolt kedvez6 hatast tiikkrozheti,
melyet az oxLDL szint jelent6s csokkenése is alatamaszt. Az LDL aferezis kezelés
oxLDL szint csokkentd hatasa egyébként ismert. A csokkenés mértéke olyan kifejezett,
hogy a kezelés végén mért értekek még a kontroll populacido oxLDL szintjénél is
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alacsonyabbak. A HDL szubfrakcidk valtozasat az LDL aferezis kezelés hatasara csak
néhany esetben vizsgaltdk. Az eltéré kezelési modok és mérési modszerek miatt a
korabbi adatok igen eltéréek, és nehezen Gsszevethetdek. Vizsgalatunkban a kis HDL
frakcio csokkenése szignifikdnsan nagyobb volt, mint a nagy HDL szubfrakcioé,
azonban ennek hosszatava klinikai haszna nem egyértelmii. Az FH betegekben a
kezelés elott a kis HDL szubfrakcio aranya szignifikansan nagyobb, mig a nagy HDL
szubfrakcioé szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll populacioé. Mindezek alapjan
valoszinti, hogy a kezdeti nem megfelel$ aranyt a HDL szubfrakciok megoszlasaban az
aferezis kezelés legalabb részlegesen helyrehozza, igy vélhetden kedvezd hatasu. A
kapott eredmények adalékul szolgalnak az LDL aferezis kezelés nem-lipid hatasainak
igazolasdhoz.

UJ EREDMENYEK

Fredrickson IIa és IIb tipust hyperlipidaemidban szenvedé betegekben:

1. Szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a PONI1 paraoxondz és so-stimulalt
paraoxonaz aktivitas és az artéria carotis intima média vastagsag kozott a teljes
vizsgalt populacidban 55 év alatti carotis sziikiilettel rendelkezé betegekben és
kontrollokban.

2. Szignifikans negativ korrelaciot észleltiink a PON1 arileszteraz aktivitas és a MPO
szintje kozott a teljes betegpopulacioban, a vaszkularis szovédménnyel rendelkezé
és nem rendelkez6, lipidcsokkenté kezelésben nem részesiilé hyperlipidaemias
betegekben. Az MPO szintje szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott az MMP-9 és
a TIMP-1 szintekkel a teljes betegcsoportban, vaszkularis megbetegedésben
szenvedd és nem szenvedd, lipidcsokkent6vel nem kezelt betegekben.

3. A PONI arileszteraz aktivitas szignifikans negativ, mig a MPO szint szignifikans
pozitiv korrelaciot mutatott a szérum sICAM-1, sCD40L és ADMA szintjével a teljes
betegcsoportban vaszkularis megbetegedésben szenved6 és nem szenvedd,
lipidesokkent6 kezelésben nem részesiilé betegekben.

4. Az atorvastatin kezelés szignifikansan emelte a PON1 paraoxonaz aktivitast és
szignifikansan csokkentette a Comet assay-vel detektalt oxidativ DNS-karosodas
mértékét, melyek egymassal szignifikans negativ korrelaciot mutattak.

5. Az atorvastatin kezelés szignifikins modon befolyasolta a HDL-hez kotott PONI,
LCAT ¢és CETP aktivitasat, valamint a HDL szubfrakciok megoszlasat. A PON1
aktivitdsanak emeléséhez a HDL3 szuubfrakcié ardnyanak ndvekedése is
hozzajarulhat.
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6. Az ApoE genotipus ezetimib kezelére gyakorolt hatasanak vizsgalata soran azt
talaltuk, hogy a kiindulasi 6ssz- és LDL-C szintek a legmagasabbak az ApoE 2/2 és
3/3 genotipust betegek, legalacsonyabbak a 2/3 genotipusu betegek esetében voltak.
A legmagasabb triglicerid szintet a 2/2 és 2/3 genotipusi csoportban, a
legalacsonyabbat a 3/4 genotipusi betegek esetében mértiikk. A HDL-koleszterin
szintje 3/3 genotipusti betegekben volt a legmagasabb. A myopathias betegek
esetében a 3/3 genotipus ritkabban fordult el6. Bar az dssz- és LDL-koleszterin és
az apoB csokkenés kifejezettebb volt a 3/4 genotipusu csoportban a 2/2 genotipusu
csoporthoz viszonyitva, és a trigliceridszint csokkenés kifejezettebb volt a 2/2
genotipust csoportban a 3/4 genotipusu betegcsoporthoz képest, a kiilonbség nem
bizonyult szignifikansnak.

7. A NPCIL1 c.-133A>G génpolimorfizmus szignifikins modon befolyasolta az
ezetimib monoterapia apolipoprotein Al szintre kifejtett hatékonysagat statin
intolerans betegekben. Az AA genotipusi betegekkel szemben az AG+GG
genotipustak esetén az ApoAl szintje szignifikdnsan emelkedett az ezetimib kezelés
hatasara.

Stulyos familiaris hypercholesterinaemiaban szenved6 betegekben:

8. lgazoltuk, hogy a szelektiv LDL aferezis kezelés szignifikansan csokkenti a szérum
chemerin szintet mar az els6 kezelés soran, és a kedvez6 hatas a 12 honapos kovetés
soran is megmaradt. A chemerin szint csokkenésért az alkalmazott aferezis oszlophoz
torténd kotddés tehetd feleldssé.

9. A szelektiv LDL aferezis kezelés mérsékelten, de szignifikins mértékben csokkenti
a szérum afamin és E vitamin (a- és y-tokoferol) szintjét, de szignifikansan emeli az
a-tokoferol/koleszterin és a y-tokoferol/koleszterin szinteket. Az a- és y-tokoferol
szintjének csokkenéséért a transzportjukért felelds egyéb fehérjék és lipoproteinek
eltavolitasa felelhet.
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AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

Az iranyelvek alapjan optimalisnak tartott kezelés ellenére a betegek jelentds részénél
kardiovaszkularis megbetegedés alakul ki. Az érfali gyulladasos, immun és oxidativ
folyamatok jelent6s hanyadat teszik ki ennek a maradék kockazatnak. A PON1 szerepét
mind az érelmeszesedés biomarkereként, mind lehetséges antioxidansként, terapids
teriileten is szamtalanszor felvetették. A PONI aktivitas és az IMT szoros kapcsolata a
vizsgalt 55 év alatti betegcsoportban arra utal, hogy a kockazatbecslés szempontjabol a
PONI1 aktivitas mérés Iényeges informacio6. Bar jelenleg sem a PON1 aktivitas, sem az
azt befolyasold polimorfizmusok meghatarozasa nem szerepel az iranyelvekben, ez a
jovoben valtozhat. Bar az enzim pétlasa eddig csak organofoszfat mérgezés esetén
vetddott fel, ez is egy jovObeni terapids lehet0ség. Az enzimaktivitas emelésének masik
modja az antioxidansok, példaul a magas polifenol tartalmi granatalma fogyasztasa.
Az atorvastatin PON1 aktivitast emel6 hatasa figyelemre mélto tulajdonsag. Az, hogy
emellett az oxidativ stressz okozta DNS karosodas mértékét is csokkenti, részben
magyarazza a statinok kedvezd hatasat a tumorgenezis és a demencia kialakuldsanak
kockazatara. Folyamatban van tobb MPO inhibitor kifejlesztése [277, 278], igy az MPO
szint vagy aktivitas, valamint MPO/PONI1 arany mérése segithet azonositani a terapia
szempontjabol idedlis, magas MPO szintii betegeket, emellett a terdpia
hatékonysaganak kovetésére is alkalmas lehet. Az atorvastatin globalis kedvezd hatasa
a HDL-hez kotott enzimek aktivitasara arra utal, hogy az atorvastatin idealis valasztas
lehet azoknak, akiknél fokozott az oxidativ stressz. Az ezetimib hatékonysaga
egyénenként igen eltéré a genetikai variabilitdsnak koszonhetden. Az 1Un.
farmakogének, azaz a gydgyszeres terapia hatékonysdgit meghatarozé gének
azonositasaval valoban egyénre szabott terapias megoldasokat tehet lehetévé. Az
altalunk leirt ApoE és NPCI1L1 prométer polimorfizmusok ezetimib hatékonysagra
kifejtett hatasa adalékul szolgalhat a farmakogénnekkel kapcsolatos kutatdsokhoz. A
szelektiv LDL aferezis kezelés soran a célzott lipidcsokkentd hatds mellett egyéb
fehérjék szérumszintjét is befolyasolhatjuk. Ezek ismerete segithet megérteni a kezelés
hatésat, de felhivhatja a figyelmet kedvez6tlen jarulékos hatasokra is, melyek a terapias
eszk0z tovabbfejlesztéséhez, vagy a terapia kiegészitéséhez, mddositdsahoz
vezethetnek, akar 1j indikaciok megjelenésével.
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