dc_1797_20

A HDL FUNKCIO ES SZERKEZET VALTOZASAI
LIPIDCSOKKENTO KEZELES ES EGYES GENETIKAI
TENYEZOK HATASARA HYPERLIPIDAEMIAS
BETEGEKBEN

MTA DOKTORI ERTEKEZES

DR. HARANGI MARIANN

DEBRECENI EGYETEM ALTALANOS ORVOSTUDOMANY | KAR
BELGYOGYASZATI INTEZET
ANYAGCSERE BETEGSEGEK TANSZEK
DEBRECEN, 2020



dc_1797_20

ELOSZO

1998-ban nappali tagozatos PhD hallgatoként csatlakoztam a Paragh Gyorgy Professzor
Ur vezette lipidologiai munkacsoporthoz, mely akkor mar évtizedek 6ta a lipidanyagcsere
primer ¢s szekunder betegségeivel foglalkozott. A parhuzamosan futdé gyogyité és
kutatomunka jol kiegészitette egymast, €s a klinika Kutatd Laboratoriuma biztos hatteret
nyuUjtott a betegellatas soran felvetddott kérdések tisztazasahoz. A Regensburgi Egyetem
Klinikai Kémiai Inzézetében, Gerd Schmitz Professzor ur vezetésével toltott egy €ves
kutatomunkam sordn a Molekularis Biologiai munkacsoport tagjaként olyan ritka
velesziiletett lipidanyagcsere zavarok genetikai hatterébe nyertem betekintést, mint a
lecitin koleszterin aciltranszferaz deficiencia (Fish-eye disease) vagy a Tangier betegség.
A klasszikus Sanger génszekvenalasi és az akkor ujdonsagnak szamito real-time PCR
modszerek megismerése a késObbi munkdm sordn is hasznosnak bizonyult, és
érdeklédésem a velesziiletett koleszterin anyagcsere betegségek irant azota is toretlen. A
PhD fokozat megszerzését kovetden folytattam a korabban elkezdett kutatasokat, és egyre
nagyobb szamu beteggel talalkoztam klinikank Lipid szakrendelésén. A latott eltérések
diagnosztikdja gyakran tullépett a rutin laboratériumi modszereken, ezért szoros
egylttmiikodést alakitottam ki kollégdimmal a Debreceni Egyetem Laboratériumi
Medicina Intézetének Klinikai Genetikai munkacsoportjaval, mely azota ©nallo
Tanszékként mitkodik. Ezen egylittmikodés segitségével sikeriilt hatékony modon
diagnosztizalni a familiaris hypercholesterinaemia kiilonb6z6 genetikai hatteri formait,
vagy a Kutatd Laboratoriumunkban bevezetett cholestanol mérés segitségével, genetikai
vizsgalatokkal torténd kiegészitéssel a cerebrotendinosus xanthomatosist. A nagydozisu,
kombinalt ordlis lipidcsokkentd kezelésre nem megfeleléen reagald, stlyos familidris
hypercholesterinaemias betegek ellatdsaban, az orszagban masodikként bevezettem a
szelektiv LDL aferezis kezelést, melynek sordn ijabb tudomanyos kérdések meriiltek fel.
Emellett szamos szekunder hyperlipidaemids betegcsoport (kronikus vesebetegek,
elhizottak, szisztémas autoimmun betegségben szenveddk és cukorbetegek) bevonasaval
végeztiink vizsgalatokat, dontéen a high-density lipoprotein funkcio és a gyulladasos
markerek szerepét vizsgalva az érelmeszesedés kialakuldsdban. Az utobbi években a
munkank kiegésziilt a hormonszerli fehérjék (adipokinek, hepatokinek és enterokinek)
szerepének vizsgalataval a lipidanyagcserére gyakorolt hatasuk tisztdzasa céljabol. Az

eltelt tobb mint két évtized munkaja soran megértettem, hogy a kutatas csapatmunka. Az
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egylttmiikodé betegek mellett a klinikusok és a laboratoriumban dolgozo biologus,
vegyész, molekularis biologus és fizikus kollégak, valamint a PhD és tudomanyos
didkkori hallgatok kozremiikodése elengedhetetleniil sziikséges. Bar az emlitett teriiletek
mindegyike fontos a szamomra, a disszertaciom a hyperlipidaemias betegek atorvastatin,
ezetimib és LDL aferezis kezelés soran tett megfigyeléseinkre és kutatasi eredményeinkre
fokuszal, kiemelve a klinikum és a kutatas szoros kapcsolatat és a kutatasi eredmények

lehetséges hasznat a mindennapi betegellatasban.
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ABCA1l ATP-kotd kazetta protein Al

ABCGl1 ATP-koto kazetta protein G1

ABCG5/G8 ATP-kot6 kazetta protein G5/G8

ACAT2 acetil-koenzimA-acetiltranszferaz 2

anti-TNF-alfa anti-tumor-nekrézis-faktor-alfa

Apo apolipoprotein

ApoA apolipoprotein Al

ApoB apolipoprotein B

ApoE apolipoprotein E

ApoJ apolipoprotein J (clusterin)

ATP adenozin trifoszfat

BMI testtomeg index (body mass index)

bp bazispar

CETP koleszterin-észter transzfer protein

CK kreatinin-kinaz

CT komputer tomografia

DAMPs danger associated molecular patterns

DNS dezoxiribonukleinsav

EDTA etiléndiamin-tetraecetsav

EKG elektrokardiografia

EL endothelialis lipaz

eNOS endothelidlis nitrogén-monoxid szintet4z

FH familidris hypercholesterinaemia

FV V-0s faktor

HbA1C hemoglobin A1C

HeFH heterozigdta familiaris hypercholesterinaemia

HDL nagy slrliségli lipoprotein (high density lipoprotein)

HDL-C nagy  siriiségli  lipoprotein-koleszterin  (high
lipoproteincholesterol)

HL hepatikus lipaz

HMG-CoA 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A

density
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Nemzetkozi Klinikai Kémiai Szovetség (International Federation
of Clinical Chemistry)
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alacsony sliriségli  lipoprotein-koleszterin ~ (low  density
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matrix metalloproteinaz -9
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SsTSH ultraszenzitiv pajzsmirigy stimulalé hormon
TIMP -1 metalloproteindz  szoveti inhibitor-1 (tissue inhibitor of
metalloproteinase-1)

VCAM-1 vaszkularis sejtadhéziés molekula-1

VLDL nagyon alacsony surliségli lipoprotein (very low density
lipoprotein)
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10
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1. BEVEZETES

1.1. A lipidanyagcsere zavarainak jelentésége az érelmeszesedés kialakulasaban

A kardiovaszkularis megbetegedések napjainkban is a legfontosabb halalokok kozott
szerepelnek hazankban és vilagszerte, egyarant [1]. A korképek kialakulasanak
hatterében legtobbszor az érelmeszesedés kialakulasa all. Ma mar ismert, hogy az
érelmeszesedés kialakulasa egy, az artériak falat érintd, évtizedekig tartd, komplex
gyulladasos folyamat, melyben szamos koroki tényezé jatszik szerepet [2]. Az
érelmeszesedés egyik legfontosabb kockazati tényezdje a koros lipidanyagcsere [3],
melynek részeként az egyes lipoprotein komponensek mennyiségében és
mindségében/funkciojaban jelentds valtozasok mutathatok ki [4]. Az érelmeszesedés
szempontjabdl a legnagyobb sulyu lipid kockazati tényezé a low-density lipoprotein
koleszterin (LDL-C) szérum szintjének emelkedése, de az Osszkoleszterin szint, az
apolipoprotein B (ApoB100), a lipoprotein (a) (Lp(a)) és az un. non-HDL koleszterin
szintjének emelkedése szintén noveli a sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések
kialakulasanak esélyét [5]. 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
[6]. Fontos hangstlyozni, hogy az egyes lipoprotein komponensek heterogének, mivel az
ezeket alkotd lipoprotein részecskék méretiikben, toltésiikben, lipid- és fehérje
Osszetételiikben jelents kiillonbségeket mutathatnak [7]. Az utdbbi évtizedek kutatasi
eredményei ravilagitottak arra, hogy az egyes lipoprotein komponensek mindségi
valtozésai, melyek érinthetik a lipoprotein részecskék lipid és fehérje komponenseit, €s a
lipoproteinhez asszocialt enzimek miikodését, legalabb akkora jelentdséggel birhatnak,
mint a mennyiségi eltérések [8].

A lipidanyagcsere zavarainak hatterében részben primer okok: dontéen a
lipidanyagcserében szerepet jatszo enzimek, strukturalis és receptor fehérjék génjeiben
kialakuld mutéaciok és polimorfizmusok allnak, melyek akar mar sziiletéstdl fogva koros
lipidszinteket és megvaltozott terdpids valaszt eredményeznek ¢és ezaltal korai
érelmeszesedés kialakulasahoz vezethetnek [9].

A lipidanyagcsere zavarai kialakulhatnak szekunder médon is, mivel szamtalan korkép

vezet masodlagosan koros lipidanyagcesere kialakuldsdhoz. A népbetegségnek szdmitod

11
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elhizés és tulstly, az 1-es és 2-es tipusu diabetes mellitus, a kronikus vesebetegség, a
szisztémas autoimmun betegségek jellegzetes lipidanyagcsere eltérésekkel tarsulnak,
melyek hozzéjarulnak az e betegségek esetén észlelt fokozott kardiovaszkuldris kockazat
kialakulasahoz [10]. Természetesen eléfordulhat, hogy a primer eltérésre szekunder
modon rakddik ra egy tjabb lipidanyagcsere probléma, bonyolitva az egyébként sem

egyszeri nomenklattrat.

1.2 A HDL szint és funkcid jelentosége az érelmeszesedés kialakulasanak gatlasaban
Talan a HDL esetében a leginkabb nyilvanvalo, hogy a megfeleld szérum szint nem jelent
megfeleld funkciot is egyben. A HDL-lel kapcsolatos kutatasok sokéig csak a HDL
részecskék mennyiségi meghatarozasara fokuszaltak, és csak az utobbi évtizedekben

igazolodott a funkionalis eltérések jelentdsége az érelmeszesedés kialakulasadban.

1.2.1. AHDL-C szint jelentosége

A Framinham Heart Study bizonyitotta els6 alkalommal, hogy a HDL-C szint és a sziv-
¢s a kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsa kozott negativ korrelaci6 mutathato
Ki [6]. Ezt kés6bb tobb tanulmany és metaanalizis is alatamasztotta [5, 11, 12]. Mégis, a
HDL-C szint emelését célzo kezelések alkalmazaséaval sokaig nem sikertilt csokkenteni a
kardiovaszkularis események kialakulasanak esélyét. A fibratok, a niacin €s a koleszterin-
¢észter transzfer protein (CETP) gatld torcetrapib és dalcetrapib bar emelte a HDL-C
szintet, a remélt kedvezd klinikai hatas rendre elmaradt [13-16]. Erdekes médon a HDL
6 apolipoproteinje: az apolipoprotein A1 (ApoAl) koros mikkodésével, €s emiatt a HDL-
C alacsony szérumszintjével jar6 apoAl Milano mutacidét hordozdk esetében sem
¢észleltek emelkedett kardiovaszkularis kockazatot. A nemrég publikdlt REVEAL
vizsgalat, melyben egy masik CETP gétlot: az anacetrapibot alkalmaztak, végre pozitiv
eredménnyel zarult. Az atlagosan 4,1 éves kovetési iddszak soran az anacetrapibbal kezelt
csoportban a HDL-C szint jelentdsen, 104%-kal nétt, mik6zben szignifikansan, 9%-kal
csokkent a primer végpontok kockazata a placebo csoporthoz képest [17]. lgaz, az
elemzések alapjan a tapasztalt kardiovaszkularis haszon hatterében nem feltétleniil a
HDL-C szint emelkedése, hanem az ezzel parhuzamos LDL-C és non-HDL-C szint
csokkenés allhatott. Mindez arra utal, hogy a HDL-C mérése 6nmagaban nem elegendd,

¢s a HDL-C emelése sem jelent feltétleniil védelmet az érelmeszesedés ¢és a

12
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kardiovaszkularis események kialakuldsdval szemben. Ezért az utobbi évtizedekben
intenziv kutatdsok zajlottak a HDL funkcidjanak, Osszetételének és szerkezetének

vizsgalata terén [18].

1.2.2. A HDL osszetétel és funkcio jelentosége

A HDL-t, vagy korabbi nevezéktan szerint lipid-gazdag alfa globulint a parizsi Pasteur
intézetben Michel Macheboeuf izolalta els6ként 1929-ben [19]. A HDL fehérjében
gazdag, nagy stiriségli, kisméretli lipoprotein részecske, melynek atlagos stirtisége 1,063 -
1,21 g/mL, mérete 8-10 nm. A hidrofil kiilsé burok, melyet foként foszfatidilkolin,
koleszterin és apolipoproteinek alkotnak, egy hidrofob magot vesz korbe, mely foként

trigliceridet és koleszterin-észtert tartalmaz [20] (1. dbra).

ApoAl
N ApoA2
\ 3
ApoE Apo)
triglicerid — S8 -
: - paraoxonaz
koleszterin észter “ mieloperoxidaz
foszfolipidek szabad koleszterin

1.abra. A HDL részecske felépitése

A HDL részecskék ugyanakkor szamos egyéb mikro- és makromolekulat tartalmaznak,
mely miatt igen heterogének. Mind fehérjetartalmuk, mind lipidtartalmuk igen valtozatos.
A lipidtartalom kb. 25%-ban foszfolipid, kb. 12%-ban koleszterin-észter, kb. 4 %-ban
szabad koleszterin és kb. 3%-ban triglicerid, de az eltérés egyes szubfrakciokban jelentds
lehet, és szamos egyéb foszfolipid, példaul foszfatidil-etanolamin, foszfatidil-szerin és

szfingomielin is biztositja a HDL struktarajat, hozzajarulva a funkciohoz is [21, 22].
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A fehérjetartalom a tobbi lipoprotein részecskéhez viszonyitva magas, és igen valtozatos:
a HDL részeccskékben tobb mint 200 fehérjét azonositottak. A szerkezet stabilitdsa és a
lipid transzport szempontjabol kulcsfontossdguak az apolipoproteinek. Legnagyobb
aranyban, kb. 65%-ban az apolipoprotein A1 (ApoAl) és kb. 15%-ban az apolipoprotein
A2 (ApoA2) van jelen, de emellett apolipoprotein A4, A5, C1, C2,C3,D,E, F, H, J, L
¢s M is kimutathatd. Szamos apolipoprotein vizes kozegben oldhato, lipid szegény
allapotban is 1étezik, igy a keringésben képes a lipoprotein részecskék kozott vandorolni
[22]. Az ApoAl a HDL {6 apolipoproteinje. 243 aminosav alkotja, és az alfa-helikalis
szerkezet altal megvalosuld szerkezet-stabilizalo hatdsa mellett antioxidans,
gyulladascsokkentd és ezaltal érelmeszesedést gatldo hatassal rendelkezik. Emellett az
ATP-kotd kazetta protein Al (ABCA1) medialta revez koleszterin transzporthoz is
elengedhetetlen, valamint a lecitin-koleszterin acitranszferaz (LCAT) enzim f6

aktivatora.

A legfontosabb HDL-hez kot6do fehérjéket a 1. tablazat foglalja Gssze. Egyes
fehérjekomponensek tobb funkcids csoportba is besorolhatoak, és jelenlétiik /aranyuk az

egyes HDL szubfrakciokban jelentds eltéréseket mutat.

1. tablazat. A HDL részecske legfontosabb fehérjéi funkcidjuk alapjan

funkciés csoport fehérjék

strukturfehérijék - Al, A2, A4, A5, C1,C2,C3,D,E,F, HJ L M

apolipoproteinek

hemosztazisban részvevo fibrinogén, antitrombin III, plazminogén, protrombin,
fehérjék kallikrein, serpin G1, D1

az immunvalaszban résztvevé  SAA, a-2 antiplasmin, LPS binding protein, fibronectin
fehériek
chene komplement 1S, C2, C3, C9, 4B, B, H,

vitamin transzporterek afamin (E vitamin), D vitamin k6té fehérje, RBP (retinol),

albumin, transztiretin

lipoprotein metabolizmusban  LCAT, PLTP, CETP

résztvevo enzimek
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oxidativ folyamatokban

résztvevo fehérjék

PONI1, MPO, glutation peroxidaz. PAFAH

CETP: koleszterin-észter

transzfer protein; LCAT: lecitin-koleszterin aciltranszferaz, LPS:

lipopoliszaharid; MPO: mieloperoxidaz; PAFAH: vérlemezke aktivald faktor acetilhidrolaz; PLTP:

foszfolipid transzferfehérje; PON1: humén paraoxonaz-1; RBP: retinol binding protein; SAA: szérum

amiloid-A

A HDL érelmeszesedést gatld hatasaért szamos, egymastol csak részben elvalaszthato

tulajdonsaga felel6s (2. tabldzat).

2. tablazat. A HDL érelmeszesedést gatld hatasanak legfontosabb elemei

hatas

magyarazata

reverz koleszterin transzport

antioxidans

anti-thrombotikus

endothel funkcié javitas

anti-inflammatorikus

anti-apoptotikus

anti-infektiv

A HDL koleszterint juttat vissza a periférids sejtekbol, koztiik
az érfali makrofagokbol a majba, ahol az részben az epével
kitirtil

A HDL felszinén talalhato apolipoprotein Al, paraoxondz és
PAFAH enzimek antioxidans hatassal rendelkeznek, a szabad
gyokok mennyiségének csokkentésével gatoljak a lipid
peroxidaciot

A HDL gatolja a vérlemezke aktivaciot, a szdveti faktor

expressziot az endothel sejtekben, valamint gitolja az V faktor

aktivaciot

A HDL csokkenti az endothel sejtek felszinén a VCAM-1 és
ICAM-1 expressziot, a makrofadgokban a MCF-1 expressziot és
fokozza a NOS altali NO termelést

A PONL1 csokkenti a monocitak érfali kemotaxisat és gatolja a

monocita-makrofag differenciaciot
A PONI gatolja az endothel sejtek TNFa indukalt apoptozisat

A PONI1 laktonaz aktivitassal rendelkezik, mely bakteridlis
virulencia faktorok semlegesitéséhez sziikséges, ezaltal a

természetes immunitas részét képezi
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Minél tobbet tudunk a HDL részecskét alkotod vagy annak felszinéhez kapcsolodo fehérje
¢s nem fehérje természetii molekuldkrol, anndl nyilvanvalébba valik, hogy a HDL
kulcsszerepldé az egyéb lipoproteinek metabolizmusa mellett a gyulladasos, véralvadasi
¢s autoimmun folyamatok szabalyozéasaban is. Ennek kdszonhetd komplex gatlo hatdsa
magara az érelmeszesedésre, mely szintén tobb tényezds: a gyulladas mellett oxidativ,

infektiv €s immunfolyamatok egyiittes hatasaként alakul ki.

A HDL részecske egyik legismertebb szerepe az n. reverz koleszterin transzportban
vald részvétele, melynek soran a HDL részecske a periférias sejtekbdl koleszterint juttat
vissza a majba. A folyamatot a 2. dbra szemlélteti.

A folyamat elsé Iépéseként a vékonybél altal termelt lipidszegény ApoAl a plazma
membranbol szarmazo foszfolipidekkel és nem-¢észterifikalt koleszterinnel diszkoid alaku
naszcens pre-béta HDL1-et képez [23]. A periférias sejtekbdl (makrofagok, majsejtek,
bélhamsejtek) az ApoAl segitségével az ABCAI1 transzporteren keresztil a HDL
részecske koleszterint vesz fel, mely nagyobb koleszterin tartalma pre-béta HDL2-vé
alakul. A foként ApoAl altal aktivalt LCAT enzim hatasara koleszterin tartalma
koleszterin-észterré alakul, és fokozatos gomb alaki HDL3-ma alakul at, melyhez
tovabbi apolipoproteinek és egyéb enzimfehérjék kapcsolodnak [24]. Az LCAT hatasara
a méretben és koleszterin-észter tartalomban nagyobb HDL2a-va alakul at. A HDL2a
részecske a koleszterin-észter tartalmat a koleszterin-észter traszfer protein (CETP)
segitségével egyéb lipoprotein, példaul VLDL részecskékkel trigliceridre cseréli [25]. 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 ¢s a foszfolipidek hidroliziséért felel. Mindezen folyamatok hatasara kialakul
a HDL2b, mely a majfelszinen expresszaloédd SR-BI receptorhoz kotddve felvételre keriil
a majba [26]. Koleszterin tartalma részben ujra felhasznalasra kertil, részben epesavakka
bomlik, és az epével kivalasztodik, és egy része a széklettel tavozik, masik része a
bélhamsejtek felszinén talalhatdé Niemann-Pick Cl-like 1 (NPC1L1) receptorokon
keresztiil visszaszivodik [27]. A maj altal fel nem vett, lipidmentes vagy lipidszegény
ApoAl egy része a vesében a proximalis tubulusokban a cubulin és megalin receptorokon

felvételre keriil és filtralodik [28].
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ApoAl

makrofag
: » S @ Pre-béta HDL W 7
A ABCA1 _
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apors HDL3
2% 00,
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2. abra. A reverz koleszterin transzport folyamata
ABCAL: ATP-koto kazetta protein A1, ApoAl: apolipoproteinAl, ApoA2: apolipoprotein A2,
ApoE: apolipoprotein E, ApoJ: apolipoprotein J, CETP: koleszterin-észter traszfer protein, HDL:
high-density liporotein, LCAT: lecitin-koleszterin aciltranszferaz, SRB1: scavenger receptor B1,

VLDL.: very-low density lipoprotein

Az érelmeszesedés kialakuldsa szempontjabol az egyik leglényegesebb kezdeti 1€pés az
LDL részecskék reaktiv oxigén gyokok altali oxidacidja, mivel az oxidalt LDL (oxLDL)
az endothel sejtek aktivacidjat, azok felszinén adhézds molekuldk megjelenését, az
ICAM-1, a VCAM-1 ¢és az E-szelektin expresszidjat, valamint a makrofagok és
leukocytak esetén a gyulladasos citokinek, az interleukin-1, 4 és 6, valamint a y-interferon
fokozott termelését valtja ki [29]. Az érfali intimaba jutva az oxLDL-t a makrofagok
scavenger receptorai veszik fel nagy mennyiségben, melynek hatdsara a makrofag habos
sejtté alakul at. A folyamatos oxLDL felvétel hatasara a sejtek végiil programozott
sejthalalt szenvednek, a sejteken kiviili lipid megjelenését, ezaltal tovabbi gyulladasos
folyamatok kialakulasat idézve el6 [30]. Az oxLDL emellett a prosztaglanin 12 (PGl>),
plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1), tromboxan A2 (TxAz) és trombin szintjének
emelésén, valamint a nitrogén-monoxid (NO) és szoveti plazminogén aktivator szintjének

csokkentésén keresztiil trombogén hatasti [31]. Az LDL oxidacidja valdjaban tobb
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parhuzamos oxidacios 1épés egylittesének hatasara jon létre, mivel mind a fehérje
komponensek, elsésorban az LDL legfontosabb apolipoproteinje, az apolipoprotein B
oxidativ karosodasa, mind a lipid komponensek, példaul a részecske felszinére keriild
foszfatidilkolin oxidativ 1épései megfigyelhetéek, melyek un. veszély asszocialt
molekularis mintdzatként (danger associated molecular patterns; DAMPs) az
immunsejtek aktivacidjat idézik eld. Emellett az oxidacio-specifikus epitépokat a C-
reaktiv fehérje felismeri, €s a kotddést kovetden komplement aktivaciot €s a természetes
immunvalasz részeként IgM tipust antitestek termel6dését valtja ki [32]. Ezen oxLDL
elleni antitestek megjelenésének jelentdsége nem minden tekintetben tisztazott, Az
oxidacids folyamatok gatlasa tehat kulcsfontossagi az érelmeszesedés kialakulasanak

gatlasadban.

A HDL részecske antioxidans hatdssal rendelkezik, melyért elsdsorban a HDL-hez kotott
fehérjék: maga az ApoAl, valamint enzimek: foként a human paraoxonaz-1 (PON1), a
vérlemezke aktivalo faktor acetilhidrolaz (platelet-activating factor acetylhydrolase;
PAFAH) felelnek.

A PONI1 egy talnyoméan HDL-hez k6zott, kalcium fliggd észteraz, melyet foként a maj,
kisebb mennyiségben a vese és a vastagbél és szamos tovabbi szerv termel [33]. A PON1
mellett az enzimcsalddot a csak intracelluldrisan eléforduld6 PON2 és a PON3 enzim
alkotja, az enzimfehérjéket kodolod gének mindegyike a 7-es kromoszéman helyezkedik
el, és nagyfoku strukturalis homoldgiat mutat [34]. A PON1-et a HDL szubfrakciokon
beliil foként a kicsi, denz HDL3 szubfrakcio tartalmazza [35], illetve az apolipoprotein J
(clusterin) tartalmu partikulumokban fordul el6 [36]. Bar az tin. A-észterazt, mely a PON1
enzimmel azonos mar 1953-ban azonositottak [37], fiziologias szubsztratja a mai napig
nem tisztdzott. Az aktivitds mérésére hasznalt paraoxon organofoszfatrél kapta ugyan a
nevét, €s az enzimaktivitds mérésére maig ez a leggyakrabban alkalmazott szubsztrat, az
enzim arileszteraz aktivitassal ¢és laktonaz aktivitassal is rendelkezik [38]. A
legelterjedtebb nézet szerint az eredeti funkcidja éppen a laktonaz aktivitas, mely
bakteridlis virulencia faktorok semlegesitéséhez sziikséges, ezaltal a természetes
immunitas részét képezi [39]. A PON1 arileszteraz aktivitasa erésen korrelal a szérum
PONI1 fehérje szinttel, mig a paraoxondz aktivitds az enzim antioxiddns képességét

jellemzi [40]. A PONI1 aktivitast egyes génpolimorfizmusok jelentdsen befolyasolhatjak.
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A szamtalan egy nukleotidot érintd polimorfizmusbol nyolcat a promoter régidban, mig
176-ot a kodolo szakaszban irtak le [41]. Ezek koziil a legfontosabb a Glnigo->Arg
(Q192R), melynek hatasa szubsztratfliggd. A 192-es pozicioban a glutamin (Q alloenzim)
gyorsabban hidrolizdlja a diazoxont, a sarint és egyéb ideggdzokat, mig az arginin
jelenléte (R alloenzim) nagyobb affinitdst mutat a paraoxon és a feniroxon irant,
ugyanakkor a fenilacetatot mindkét alloenzim hasonl6 sebességgel bontja. Ezért a 192-es
pozicioban a glutamin alacsony paraoxonaz aktivitast, mig az arginin magas, atlagosan
nyolcszor nagyobb paraoxondz aktivitast eredményez. [42] A polimorfizmus
szubsztratfliggd tulajdonsaga teszi lehetdvé a fenotipus meghatarozést a paraoxondz €s
arileszteraz aktivitasanak hanyadosat alkalmazva (kett0s szubsztrat modszer) [43]. A
PONI1 az oxidalt foszfolipidek hidrolizisén keresztiil képes gatolni az LDL részecske
oxidacidjat [44], valamint fokozza a monocitak és makrofagok szabadgyokok elleni
védekezoképességét [45] és elOsegiti a makrofagok altali ABCAIl-medialt reverz
koleszterin transzportot [46]. A PON1 emellett csokkenti a monocitak érfali kemotaxisat
[47] és gatolja a monocita-makrofag differenciaciot [48]. A PONI tehat szamos ponton
képes gatolni az érelmeszesedés kialakuldsat, melyet az is bizonyit, hogy a PONI1
knockout egerekben az ¢érelmeszesedéses plakkok kialakuldsa fokozott és HDL
részecskéik LDL oxidaciot gatld kapacitasa csokkent [49, 50]. Ezzel szemben a PON1
fokozott termelése transzgén egerekben véd az oxidativ stressz €s az érelmeszesedés
kialakulasaval szemben [51]. A PONI aktivitas csokken az életkor elérehaladtaval [52],
az clhizassal, a dohanyzas és rendszeres alkoholfogyasztas hatasara [53, 54]. Aktivitasa
emellett csokkent szdmos olyan korképben, melyben az érelmeszesedés kialakulasara
fokozott a kockazat, példaul kronikus vesebetegségben és hyperlipidaemiaban [55], 1-es
¢és 2-es tipusu diabetes mellitusban [56, 57] és elhizottakban [58]. A csokkent PONI
aktivitds prospektiv vizsgalatokban a kardiovaszkularis megbetegedések egyértelmii

kockazati tényezdjének bizonyult [59, 60].

A mieloperoxidaz (MPO) egy monocitdk és neutrofil sejtek altal termelt hemfehérje,
mely a sejtek azurofil granulumaiban taroloédik. A sejtek aktivacidja sordn az enzim
reaktiv oxigén gyokoket termel, melyek baktericid hatasuk mellett fehérje-, lipid- és

DNS-karosit6 hatast fejtenek ki [61, 62].

19



dc_1797_20

A szabad gyokok a szervezetben részben endogén modon (enzimatikus és nem
enzimatikus folyamatok révén), részben exogén tuton, kiils6 agensek (pld. ionizald
sugarzas) hatasara keletkeznek. K6zos jellemz6jiik, hogy az atomok kiilsé elektronhéjan
parositatlan elektron talalhat6, mely miatt a szabad gyokok igen reaktivak, ezért altalaban
rovid élettartamtak. Ide tartozik a szuperoxid anion (Oz7¢) és a hidroxilgydk (*OH).
Tagabb értelemben szabad gyoknek szokds nevezni azokat a molekulakat is, melyek
ugyan nem rendelkeznek parositatlan elektronnal, de nagyon reaktivak, példaul a
hidrogén-peroxid (H20:) és a hipoklorossav (HCIO). A szabad gydkok termelésében részt
vesznek a mitokondrialis elektrontranszportlanc enzimei: xantin-oxidaz, NADPH oxidéz,
citokrom P450, nitrogén-monoxid szintetdz, ciklooxigenaz, lipoxigenaz ¢és
monooxigenaz enzimek. A szabadgyokok keletkezése fontos a korokozok elleni
védelemben ¢és egyes jelatviteli folyamatokban. Az oxidativ €s antioxidans folyamatok
egyensulyanak felbomlasa, és a tlzott szabadgyok termelés azonban karos lehet.

A szabad gyokok szerepe az érelmeszesedés kialakulasaban kiemelt, mivel az LDL
oxidativ karosodasa az atherogenezis els6 Iépéseinek egyike. Az LDL zsirsavtartalmanak
jelentds részét alkotjak a tobbszordsen telitett zsirsavak, példaul az arachidonsav és a
linolénsav, melyek peroxidaciéra hajlamosak. A lipid peroxidacidja soran a lipidek
szabadgyokok, pld. *OH hidrogén-elvondssal lipid szabadgyokké alakulnak (iniciacio),
melyek az oxigénnel reakcidoba 1épve lipid peroxigyokké alakulnak. Ez a szomszédos
oldallancrol hidrogént von el, melynek soran lipid-hidroperoxid képzdédik (propagacio).
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 DNS fragmentaciét, DNS
kereszkotések és adduktok kialakuldsat okozhatjak, ezaltal mutagének (3. dbra) [63].
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3. abra. A szabad gyokok altali lipid peroxidacio
(Henkel és mtsai modositott abraja) [63]

A DNS karosodasanak detektalasara alkalmazott modszerek egyike az in. Comet assay,
melyet foként a karcinogenezis, a toxikologia és a gerontologia teriiletén hasznalnak
széles korben. Eldszor 1978-ban irta le a sejtek agardz gélbe torténd dgyazasanak és
elekroforézisének modszerét Rydberg és Johanson [64], majd Singh 1988-ban alkalikus
puffert alkalmazva érzékenyebbé tette a karosodas kimutatasat, ami igy alkalmassé valt a
genotoxicitas vizsgalatara [65]. A modszer 1ényege, hogy izolalt sejteket, példaul vérbol
kinyert limfocitakat agar6z gélbe dgyazunk, majd a mintat valamilyen vizsgalt hatasnak,
példédul hidrogén-preoxidnak, mint oxidaldo &4gensnek tesziink ki. Ezt kovetéen a

targylemezt horizontalis elektroforetikus tartalyban futtajuk, a DNS-t valamilyen
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fluoreszcens jelo16 agenssel, példaul etidium bromiddal jeloljiik, majd a targylemezetket

fluoreszcens mikroszkoppal értékeljiik. (4. dbra)
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1. Limfocita szeparalas 2. A szepardlt limfocitékat 3. A targylemezeket H,0,-t
Ficoll gradiens agaréz gélben tartalmazé PBS pufferbe,
centrifugalassal EDTA-val szuszpendalva majd lizald oldatba
alvadasgatolt teljes vérbdl helyezziik

térgylemezre helyezzik

5. A térgylemezeket -
etidium bromiddal 4. A targylemezeket
horizontalis elektroforézis

jeléljuk, majd :
tartalyba helyezzlk és

mossuk
/ futtatjuk

4, abra. A Comet assay legfontosabb 1épései

6. Ertékelés fluoreszcens
mikroszkop segitségével

A Comet assay sordn a DNS karosodasanak mértékétdl fliggden eltéré mértékben
darabolédik és karosodik a sejtmag DNS lanca, ami a sejtmag kromatintartalmanak
csokkenéséhez és az iistokosszerii képzédmény méretének ndvekedéséhez vezet. Az
értékelés soran a karosodas mértékét egy 5 fokozatu skalan értékehetjiik, mely 0-t61 4-ig

adott értékkel jellemzi a képz6dott tistokos méretét (5. dbra).

0. fokozat 1. fokozat 2. fokozat 3. fokozat 4. fokozat

5. abra. A Comet assay soran észlelt eltérések értékelése

Az értékelés soran ma mar értékeld szoftverek is rendelkezésre allnak, melyek ugyanezen
az elven végzik az értékelést, de joval rovidebb id6 alatt.

A fehérje oxidaciot, fehérje-fehérje keresztkotéseket, aminosav oldallanc oxidéaciot és
reaktiv karbonil-szdrmazékok kialakulasaért elsdsorban a H2O:2 indukélta folyamatok
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felelosek. A szabad gyokok okozta oxidativ karosodas elleni védelemben szerepet
jatszanak a lipoprotein részecskékhez kotott antioxidans vitaminok €s egyéb molekuldk,
példaul az alfa-tokoferol, a karotinoidok és az ubiquinol, valamint a glutation és redox
rendszere, a szuperoxid dizmutaz, a katalaz és a kinon-oxidoreduktaz [66].

Az Osszefoglald néven E-vitaminnak nevezett tokoferolok ¢és tokotrienolok a
leghatékonyabb exogén antioxidans molekulak k6z¢é sorolhatok. Az 6sszesen nyolc lipofil
molekula a metildciés mintazat alapjan o, B. y és 0 elnevezést kapott. Az emberi
szervezetben legnagyobb mennyiségben az a-tokoferol fordul eld, melynek f6 forrasat a
novényi olajok, pédaul a mandula-, a magyord-, az oliva- és a naprafogo olaj jelenti. Az
E-vitamint 1922-ben irak le el6szor a patkanyok fertiliasat befolyasold faktorként [67].
Bar azota szamos biologiai folyamatban, tobbek ko6zott a lipid homeosztazisban, a
gyulladasos folyamatokban, a sejtproliferacid és apoptozis folyamataban bizonyitottak a
jelentéségét, a kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsaban betdltott szerepe
vitatott [68]. Az E-vitamin szabad gyokok, valamint a lipid peroxidok redukcidjan
keresztiil hozzajarulhatnak az oxidalt LDL kialakulasanak gatlasdhoz, igy anti-atherogén
hatast fejtenek ki (6. dbra). Az E-vitamin antioxidans hatékonysaga azonban nem
kétséges, ezért annak ellenére, hogy a klinikai vizsgalatok még nem tamasztottak ala
megfeleld médon a hatékonysagat, az érelmeszesedés gatlasaban betoltott szerepe

tovabbra is kutatasok targyat képezi [69].

6. abra. Az a-tokoferol oxidacioja a szabad gyokok altal
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A HDL-hez kotott enzimek koziil a szabad gyokok {6 forrasat az MPO jelenti. Az MPO
altal termelt HCIO, kloraminok, tirozil gyokok €s nitrogén-dioxid (NO) erdsen reaktiv,
mely a szervezetbe keriilé korokozok, példaul baktériumok membranjanak oxidacidjat,
ezaltal a membran karosodasat, ezzel a korokozo destrukciojat okozza. Az MPO enzim
baktériumol16 hatasa a velesziiletett immunitas részét képezi, és gatolja az adaptiv T sejt-
medidlta immunvalaszt. Emellett el6segiti a tovabbi neutrofil és makrofag aktivaciot, az
érfali leukocita infiltraciot és az endothel sejtek aktivaciojat [70]. Ugyanakkor az LDL
oxidacié révén fokozza a habos sejt képzddést [71]. Az MPO az ApoAl oxidativ
modositasara is képes, melynek kovetkeztében karosodik az ABCA1-medidlt reverz
koleszterin transzport, és csokken a HDL anti-inflammatorikus és anti-apoptotikus
hatékonysaga [72, 73]. Az MPO tehat proatherogén, emelkedett szintje és a

kardiovaszkularis megbetegedések kockazata k6zotti 6sszefliggés ismert [74, 75]

2013-ban igazolddott, hogy a PON1 és az MPO a HDL partikulum felszinén egymas
kozvetlen kozelében helyezkednek el, harmas komplexet alkotva az ApoAl fehérjével (7.
dbra). A PONI1 és az MPO egymas aktivitasat kolcsondsen gatolja [76]. A két enzim
hanyadosa a HDL funkcié egyik markere és a kardiovaszkuldris megbetegedések

kockazatanak prediktora [77].
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7. abra. A human paraoxonéz-1, a mieloperoxidaz ¢s HDL altal alkotott funkcionalis

harmas komplex szerkeze [76].

PON1: human paraoxonaz-1; MPO: mieloperoxidaz; APOAL: apolipoprotein Al

Egy masik proatherogén enzim, a matrix metalloproteaz-9 (MMP-9) is képes
komplexet képezni a HDL részecskével, kiilonosen a HDL2-vel, a HDL funkcidjanak
karosodasat idézve el [78]. A MMP-9 a cink-fliggdé endopeptidazok koz¢é tartozik [79].
A metalloproteazok az extracellularis matrix lebontasan keresztiil hozzajarulnak a plakk
destabilizaciojahoz, ezaltal annak rupturjdhoz, igy a kardiovaszkuldris események
kialakulasahoz [80]. A metalloprotedz szoveti gatlok (tissue inhibitor of
metalloproteinase, TIMP) a metalloproteazokhoz kapcsoldodva azok aktivitasat képesek
szabalyozni [81]. Kardiovaszkularis betegségekben emelkedett TIMP-1 szinteket talaltak
korabbi vizsgalatok [82, 83]. Az irodalmi adatok alapjan a magas TIMP-1 a fokozott
MMP aktivitasra adott kompenzatorikus valasz részeként alakulhat ki [84].
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A HDL emellett képes gatolni az endothel sejtek felszinén az adhézios molekulak, koztiik
a vaszkularis adhéziés molekula-1 (VCAM-1) és intracellularis adhéziés molekula-1
(ICAM-1) expersszidjat és az érfali makrofagok kemotaktikus fakor-1 termelését, ezaltal
az endothel sejtek nitrogén-monoxid (NO) termelését a NO szintetaz (NOS) aktivitas
emelésén keresztiil [87]. Csokkenti az endothel sejtek szoveti faktor expresszidjat, gatolja
az V-0s faktor aktivaciojat és a thrombocyta aktivaciot ¢€s aggregaciot, ezaltal
antithrombotikus hatast fejt ki [88]. El6segiti az endothel sériilést kovetden aktivalodo

helyreallito mechanizmusokat [89].

1.2.3. A HDL szubfrakciok jelentésége

A HDL az egyéb lipoprotein frakciokhoz hasonléan igen heterogén. A HDL partikulumok
méretiik, denzitasuk, Osszetételik és toltésiik alapjan szubfrakciokra oszthatoak.
Elvalasztasukra a klasszikus moédszerként az ultracentrifugalast hasznaljak, melynek
soran a HDL az 1,063-1,021 g/ml denzitast lipoprotein frakciot jelenti. Az elsdként
alkalmazott modszer a slriiséggradiens ultracentrifugdlas volt, mellyel a nagyobb,
kevésbé denz HDL2 és a kisebb, denzebb HDL3 szubfrakcié elkiilonitése lehetséges [90].
A gradiens gélelektroforézis segitségével méret alapjan HDL3c, HDL3b, HDL3a, HDL2a
¢s HDL2b szubfrakciok azonosithatok [91]. 2D elektroforézis modszerrel pre-p-1, pre-p-
2, pre-a, o-4, a-3, a-2 és a-1 frakciok kiilonithetok el [91]. Hasznalatos tovabba a
magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) modszer, mely nagy, kdzepes €s kis
HDL partikulumokat képes azonositani [7]. A nagy felbontasu ion-mobilitas technika
alkalmazasaval a gradiens gélelektroforézis altal elvalasztott szubfrakcidkkal azonos
szubfrakciok valaszthatok el [92]. A Lipoprint modszer egy csoves gélelektroforézis,
mellyel méretiik alapjan 6sszesen tiz szubfrakci6 kiilonithetd el hdrom alcsoportba: nagy,
kozepes és kis HDL szubfrakcidra osztva. Az elvalasztdsi modszertdl fliggben tehat
valtozik a nevezéktan, az elvélasztott szubfrakciok szama ¢€s a szubfrakciok jellemzoi,
melyet a 3. tabldzat foglal 6ssze [93]. A kiilonb6z6 moddszerek alkalmazasa és az ennek
kovetkeztében eltérd tulajdonsagu szubfrakciok elkiilonitése nem kdnnyiti meg az egyes
tanulmanyok eredményeinek Osszevetését és a HDL szubfrakciok jelendségének

megeértését sem. A funkciondlis eltérések mellett a metodikai kiilonbségek miatt nem
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adhat6 egyértelmil valasz arra a kérdésre, hogy melyik HDL szubfrakci6 emelése vagy

csOkkentése kedvez6 az adott populacié esetében.

3. tablazat. A HDL szubfrakciok nomenklataraja kiilonboz6 elvalasztas technikai

modszerek alapjan (Rosenson 2011 alapjan) [93]

Nagyon nagy Nagy HDL Kozepes Kis HDL  Nagyon kis

HDL (very (large) HDL (small) HDL
large) (medium) (very small)
Denzitas (g/ml) 1.063-1.087 1.088-1.110 1.110-1.129 1.129-1.154 1.154-1.21
Atmérd (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
Denzitas gradiens HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
ultracentrifugalas
Denzitas (g/ml) 1.063-1.087 1.088-1.110 1.110-1.129 1.129-1.154 1.154-1.170
Gradiens HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
gélelektroforézis, 4-
20%
Atmér6 (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
2D gélelektroforézis a-1 o-2 a-3 a-4 pre-3-1
Atmérd (nm) 11.2-10.8 9.4-9.0 8.5-7.5 7.5-7.0 6.0-5.0
NMR Large HDL-P Medium HDL-P Small HDL-P
Atmérd (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
Ton mobilitas HDL2b HDL2a+HDL3
Atmérd (nm) 14.5-10.5 10.5-7.65
Lipoprint rendszer Nagy HDL Kozepes HDL Kis HDL
Méret (10 fr) HDL-1,-2,-3 HDL-4,-5,-6,-7 HDL-8,-9,-10

Mivel a szubfrakciok eltéré fehérje és lipidosszetételik miatt eltérd funkcidval
rendelkeznek, a mennyiségiikben és aranyukban bekovetkezd valtozasok azonos HDL-C
szint mellett is klinikai szempontbdl jelentds valtozasok kialakuldsahoz vezethetnek.

A HDL3-hoz pédaul szamos antioxidans hatdsu, enzimatikus és nem enzimatikus
molekula kotédik. Az elébbire példa a mar bemutatott PON1, utobbira az E-vitaminok
(tokoferolok), melyek szabadgyok kotd képességiiknél fogva gatoljak az LDL oxidativ
modosulasat, ezaltal a habos sejtek képzddését és az endothel sejtek aktivaciojat. A
tokoferolok kotésére képes afamin szintén a HDL3 szubfrakcion talalhaté meg [94].

A HDL szubfrakciok meghatarozasanak jelentOsége a sziv- és érrendszeri betegeségek
kialakulasaban és kezelésében a mai napig kevéssé vizsgalt és igen vitatott teriilet. Mivel
a kordbbi vizsgalatok soran eltérd szamu és jellegli betegpopulacidokon, eltérd

modszerekkel végeztek HDL szubfrakcid6 meghatarozasokat, a kapott eredmények
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nehezen Gsszevethetéek. Mégis, elfogadott az a nézet, mely szerint a nagyobb méretii
HDL szubfrakciok jelentenek nagyobb védelmet az érelmeszesedés kialakulasaval

szemben [95].
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1.2.4. Hormonhatasu bioaktiv fehérjék hatisa a HDL és a HDL szubfrakciok
szintjére

Az utobbi néhany évtized kutatdsai alapjan egyértelmivé valt, hogy a zsirszdvet,
kiilondsen annak visceralis altipusa nem csupan az energia raktarozasara szolgal, hanem
a gyulladasos, immun- ¢s anyagcsere folyamatokban is aktivan rész vesz bioaktiv
molekulak termelésének egész soran keresztiil, melyeket adipokinekek neveziink [96].
Egyesek, pédaul a leptin esetén az ismereteink jelentdsen bdviiltek az elmult idészakban,
mig masok, példaul az altalunk vizsgalt chemerin esetén kevés az adat a fehérje
fiziologias vagy patologias szerepét illetéen [97]. Az elhizas vilagszerte egyre nagyobb
szereppel bird népbetegség, melyet a lipidanyagcsere zavara €s egyértelmiien fokozott
sziv- és érrendszeri kockazat kisér [98].

A HDL metabolizmust ¢és funkciot befolydsolhatjdk a zsirszovet altal termelt
hormonhatasu fehérjék, az adipokinek is. Ezek koziil korabban a leptin [99], adiponektin
[100] és rezisztin [101], nemrégiben a PAI-1 [102] és a chemerin [103] HDL funkciora
¢s szerkezetre gyakorolt hatdsa igazolddott.

A chemerint 1997-ben irtak le el6szor [104]. FOként a majban és a fehér zsirszovetben
expresszalodik, de szamos egyéb szerv és szovet is képes termelni [105]. Legfontosabb
receptora a chemokin-like receptor-1 (CMKLR1), mely dontéen a fehér zsirszovet
preadipocitain, és adipocitain, makrofagokon, éretlen dendritikus sejteken és
fehérvérsejteken talalhaté meg. Ezeken keresztiil a chemerin autocrin €s paracrin médon
szabalyozza a zsirszoveti differenciaciot, az adipocitdk miikodését, az immunsejtek
aktivacidjat és migraciojat, és endokrin modon, szisztémas hatast is kifejt [106] (8. dbra).
Munkacsoportunk igazolta, hogy metabolikusan egészséges, elhizott betegekben a
chemerin szintje szoros pozitiv korreldciot mutat kis és kozepes HDL szubfrakciokkal,
mig szignifikdns negativ korrelaciot taldltunk a nagy HDL szubfrakciokkal és a HDL-C
szintekkel, mely felveti a chemerin HDL metabolizmusban jatszott szerepét [103]. A
chemerin szint lipidanyacserével val6 kapcsolatat azota mas munkacsoportok is igazoltak
tulsulyos és normal stlyu serdiilokon [107] és elhizott gyermekek esetén [108]. Emellett
igazoltdk, hogy a szérum chemerin szintje 0sszefligg a koszortiér betegség eléfordulasi
gyakorisagaval [109], és az koszortér meszesedés sulyossagaval [110]. Bar még nem
tisztdzott, hogy a chemerin stlya mekkora az érelmeszesedés kialakulasaban,

jelentdségére utalhat az a vizsgalat, melyben a ChemR23 chemerin receptor agontista
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chemerin-9 nevii chemerin analog adasaval sikeriilt csokkenteni az érelmeszesedés
kialakuldsanak esélyét human koszorus ereken, valamint human vaszkularis sejtkultiran
[111]. Mindezek alapjan a chemerinnel kapcsolatos kutatasok egyuttal uj terapias

lehetdségek kifejlesztéséhez is vezethetnek.

Preadipocita

Zsirsejt
differencialédas Zsirsejtek

c|v||<|_R1 CMKLRl > mikodésének
> autokrin / parakrin

Adipogenezis . .
szabalyozasa

pl. lipolizis, megvaéltozott génexpresszid)

Zsirsejt

Immunsejtek aktivalasa
és migracidja ) 2
MCP-1 > >

TNFa chemerin

IL-6 stb. F& v

Szisztémas hatasok

Keringés

Makrofagok és mas, gyulladasban
szerepet jatszo sejtek

8. abra: A chemerin biologiai hatasai (Macdougald 2007 alapjan) [106]

CMKLR1, chemokin-like receptor 1; IL-6, interleukin-6; MCP-1, monocita kemoattraktans

protein-1; TNFa, tumor nekrozis faktor alfa
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1.3. A lipidcsokkento kezelések jelentosége

A szervezet koleszterin ellatottsagat alapvetden két folyamat hatarozza meg: a sejtekben,
foként a majban torténd de novo Kkoleszterin szintézis, valamint a taplalékbol és a
tapcsatornaba jutott epébdl torténd koleszterin felszivodasa a vékonybél felsé szakaszan
[112, 113]. A két folyamat egyensulyat szamos tényezd, koztiik genetikai eltérések,
napszaki ritmus, testsuly, az elfogyasztott taplalék, a fizikai aktivitas, és természetesen a
lipidcsokkentd kezelés befolyasolhatja. A koleszterin felszivodas és szintézis aranya
egyénenként igen eltérd lehet, nagyjabdl 25 és 80% kozott valtozik, atlagosan 50%-ra
tehetd [114]. A szervezetbe jutd napi 500-1500 mg koleszterinbél 500-1000 mg a
szintézisbol, 300-500 mg pedig a taplalékbol szarmazik, a de novo? szintetizalt és
felszivott koleszterin jelentds része: 800-1200 mg az epével kiliriil, majd a jejunum
proximalis szakaszan részben visszaszivodik, a tobbi pedig a széklettel kitiriil [115].

A szérum koleszterinszint csokkentésének elsé Iépése az életmod terapia (telitett
zsirokban, transzzsirokban €s koleszterinben szegény, €lelmi rostokban, tobbszérdsen
telitetlen zsirsavakban, novényi szterolokban gazdag étrend, az idedlis testsuly elérése és
megtartdsa, az alkoholfogyasztds keriilése, a dohdnyzasrél torténd leszokds és a
rendszeres fizikai aktivitas).

Az ¢életmdd terapia hatéstalansaga esetén gyogyszeres koleszterincsokkentd kezeléssel
érhetd el. Ennek alapjat a nemzetkdzi és hazai ajanldsok alapjan a statinok képezik,
melyek nem kelld hatékonysaga vagy intoleranciaja esetén ezetimib, fibrat, omega-3
zsirsav készitmények, illetve proprotein konvertaz-szubtilizin/kexin-9 (PCSK9) gatld
szerek alkalmazhatoak [116]. A korabban hasznalt niacin és koleszterin k6té gyantak
alkalmazadsa az evidencidk hidnya ¢és a mellékhatasok gyakorisdga miatt erdsen
visszaszorult. A mikroszomalis transzfer fehérje gatlo lopitamid és az apolipoprotein B
szintézis gatld antiszensz oligonukleotid mipomersen adasa kizardlag a familiaris
hypercholesterinaemia (FH) ritka, stlyos homozigota valtozataban javasolt, igy a
mindennapi orvosi gyakorlatban ezek jelentésége csekély. Amennyiben a gyogyszeres
kezeléssel sem érhetdk el a javasolt lipid célértékek, extrakorporalis eljarasok: stlyos
hipertrigliceridémiaban a plazmaferezis, stilyos heterozigdta vagy homozigdota FH esetén
a szelektiv LDL aferezis kezelés nyujthat megoldast [117].

Az alabbiakban a sulyos hypercholesterinaemias kezelésében alkalmazott statinok, az

ezetimib ¢és a szelektiv LDL aferezis legfontosabb lipid és nonlipid hatésait ismertetem.
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1.3.1. Statinok

A statinok a mai napig a lipidesokkent6 gyogyszeres kezelés legfontosabb eszkozei [118].
Ez f6ként a lipidcsokkentd hatékonysaguknak, masrészt a nem-lipid hatdsok okozta
jarulékos (példaul gyulladast és oxidativ stresszt csokkentd, az immunrendszer és a
véralvadasi kaszkad miikodését modulald) hatasaiknak koszonhetd. Primer és szekunder
prevencios tanulmanyok egész sora igazolja kedvezd hatasukat betegek szdzezrei esetén
[119-121]. A statinok a majsejtekben a koleszterin szintézis kulcsenzimét, a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-koenzim-A (HMG-KoA) reduktazt gatolva egyrészt az LDL prekurzoranak,
a very-low-density lipoproteinnek (VLDL) a szintézisét gatoljak, masrész novelik az
LDL receptor expressziot a majsejtek felszinén [118]. Bar gyakran homogén csoportként
tekintlink rajuk, és nem tesziink kiilonbséget az egyes statinok kozott, szamos
szempontbol, példaul lipidcsokkentd hatékonysaguk és nem-lipid hatasaik tekintetében is
kiilonbozdéek. Az LDL-C csokkentd hatasukat tekintve a hazankban alkalmazott statinok
koziil a leghatékonyabb a rosuvastatin és az atorvastatin, melyet a simvastatin kovet. A
fluvastatin €s a pravastatin ugyan kevésbé hatékony, de metabolizmusat tekintve kedvezo
lehet, mivel nem ugyanazon a citokrom P450 utvonalon metabolizalodik, mint a legtobb
egyéb gyogyszer. Az Osszes statin készitmény rendelkezik trigliceridszint csdkkentd

hatassal is, HDL-C emel6 hatasuk azonban nem kifejezett (4 tdbldzat).

4, tablazat. Az egyes statinkészitmények lipidcsokkentd hatékonysaga

rosuvastatin atorvastatin simvastatin fluvastatin pravastatin
Koleszterin  |30-50% 117-46% 120-40%  413-21%  111-28%
LDL-C 136-65% 135-61% 128-45%  417-31%  117-35%
HDL-C T 9-15% 13- 12% 15-15% 13-10%  T3-10%
Triglicerid ~ |20-45% 410-45% 310-20%  11-13% 410-24%

A koleszterin szintézisének csokkentése mellett a mevalonat utvonal gétldsa szdmos
olyan egyéb metabolit keletkezését modositja, melyek jelentds biologia szereppel birnak

(9. dbra).
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STATIN

1
acetil-KoA ——— HMG-KoA —_— mevalonat
HMG-KoA
reduktaz 1

izopentenil-pirofoszfat

o

geranil-pirofoszfat
- geranilgeranil-

l

koleszterin

9. abra. A statinok gatlo hatasa a mevalonat Gtvonalra.

HMG-KoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A

A farnezil-pirofoszfat és geranilgeranil -pirofoszfat csokkent mennyisége olyan fehérjék
prenilacidjat (farnezildlasat ¢s geranilgeranildlasat) gatolja, melyek kulcsszerepet
jatszanak a sejtek osztodasaban, motilitdsaban, a jelatviteli utvonalak kialakuldsaban, az
intracellularis kompartmentek mukodésében. Ide tartoznak a kis GTPaz fehérjék (Ras,
Rho, Rac, Cdc42, Rab), melyek posztranszlacios médosulasa soran a prenil lancok
kotdédése elengedthetetlen a sejten beliil a membranokhoz torténd kikotddéshez és a
fehérje mikodésének szabalyozasahoz [122]. A szabadgyok képzésért felelés NADPH
oxidaz (NOX) miikodésének szabalyozasdban fontos Rac csdkkent prenilacidja a reaktiv
oxigéngyokok mennyiségének csokkenéséhez vezet [123]. Mindez magyarazhatja a
statinok kedvezd hatasat az érelmeszesedés mellett az egyéb gyulladdsos folyamatokra, a
daganatok kialakuldsdra ¢és attét képzddésére, valamint az idegrendszer ¢és az
immunrendszer miikodésére. Egyes statin készitmények, példaul az atorvastatin és annak
metabolitjai direkt antioxidans hatassal is rendelkeznek [124]. Ismert a statinok CRP
szintre gyakorolt kedvez6 hatasa is melynek klinikai jelentdségét a JUPITER vizsgalat is
igazolta [125]. A pleiotrop hatasok sokrétii jellegét a 10. dbra szemlélteti [126].
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Anti-inflammatorikus

CRP, TNF-q, IL-1B L
P-selectin, E-selectin .
Leukocita endothel adhézio
NFkB aktivacio

ROS |

eNOS T

Anti-oxidans
Lipid peroxidacié .

NADPH oxidaz |
Paraoxonaz T

Anti-thrombotikus

Széveti faktor termelés P
Fibrinolitikus aktivitas {,
Plazminogén aktivator inhibitor-1
aktivitas T
Thromboxan A2 termelés

\

Plakk stabilizalé

Makrofag MMP
Makrofag sejtek szama |,
A kollagén szintézis T
Gyulladasos sejtek infiltracidja |

N

_

Immunmodulans

Thil vélasz T
Az LFA-1 gétlds miatt a T-sejt
aktivacié ¢
IFN-y indukalt MHC Il aktivitas |

Anti-proliferativ

A simaizomsejtek proliferacidja és
migracidja |
A kollagén szintézis T

Endothel funkciora
kifejtett

NO termelés T

Endothelin-1{,

ADMA szint |
Endothel progenitor sejtek T

10. abra. A statinok non-lipid (pleiotrop) hatasai (Bedi és mtsai modositott abraja)

[126]

Bar e nem-lipid, masnéven pleiotrop hatasok 1étét manapsag nem vitatjak, ezek klinikai

jelentéségérol megoszlanak a vélemények. Sokan a statinok alkalmazéasa kapcsan észlelt

jelentds kardiovaszkularis kockazatcsokkenést kizarolag az LDL-C csokkentd hatéasal

magyarazzak [127],

masok egyetértenek azzal,

hogy bizonyos korképek

betegcsoportok esetében ezen jarulékos hatasoknak is lehet szerepe [128].

1.3.2. Ezetimib

és

A Niemann-Pick C1-Like 1 (NPCIL1) egy 1332 aminosavbol allo fehérje, mely

kulcsszerepet jatszik a koleszterin és néhany zsiroldékony vitamin anyagcseréjében [129,

130] (11. dbra).
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11.abra. A Niemann-Pick C1-like-1 fehérje szerepe a koleszterin felszivodasban
[131]

Nevét a Niemann-Pick C1 fehérjével homolog szerkezetérdl kapta, mely a koleszterin
lizoszomalis transzportjaban jatszik szerepet [132]. A NPCILI egy transzmembran
fehérje, melyet 13 transzmembran domén, szdmos N-glikolizacids hellyel rendelkezo
extracellularis hurok €s egy szterol-szenzitiv domén alkot. Az extracellularis N-terminalis
domén képes a koleszterin megkdtésére [133]. A NPCI1L1 sejten beliili elhelyezkedése
annak koleszterin tartalmatol fligg. Valdjaban a fehérje a sejtmembran és az endocitotikus
kompartmentek kozott ingazik. Ha az extracellularis koleszterin szint magas, a
koleszterin beagyazddik a sejtmembranba, amelyet a sejtfelszini NPCIL1 észlel, és
megkot. A NPCIL1-koleszterin komplex internalizalodik a klatrin/AP2 medialt
endocitotikus utvonalon és a mikrofilamentumok mentén eljut az endoplazmatikus
retikulumig, ahol tarolodik. Ha az intracelluldris koleszterin szint alacsony, a NPC1L1
fehérje visszakeriil a sejtfelszinre és tovabbi koleszterint kot meg [134]. Abban az
esetben, amikor a sejten beliili koleszterin mennyisége elegendd, a NPCILI a sejten

beliil, az endocitotikus kompartmentekben mutathaté ki, a koleszterin intracellularis
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mennyiségének csokkenésekor azonban a sejt felszinére helyezddik, és eldsegiti a szabad
koleszterin felvételét [135]. A sejten beliili koleszterin koncentracié emellett a NPC1L1
expressziot is szabalyozza szamos transzkripcios faktor, tobbek kozott a SREBP-2, az
LXRa, HNFa és PPARs altal [136]. Tovabbi, a NPC1L1 expressziot modulald tényezd
lehet a kolecisztokinin és gliikdz szérum koncentracidja [137, 138]. A NPC1L1 csaknem
kizarolag az emésztérendszer, ezen beliil a vékonybél, foként a jejunum proximalis
szakaszanak hamsejtjeiben expresszalodik [133].

A fehérje felfedezéséhez szokatlan modon egy lipidesokkentd gyogyszer, az ezetimib
felfedezése vezetett, melyet eredetileg egy masik fehérje, az acetil-koenzim-A:
koleszterin-aciltranszferaz-2  (ACAT2) gatlasara fejlesztettek ki, de  joval
hatékonyabbnak bizonyult a koleszterin felszivodas gatlasaban [139, 140], jol kiegészitve
ezzel a statinok hatasat.

Simvastatinnal kombindlva az ezetimib 44-57%-0s [141], mig atorvastatinnal
kombinalva még jelentdsebb, akar 50-60%-0s LDL-C csokkenést eredményez [142].
Statin intolerancia esetén az ezetimib monoterapiaban is alkalmazhat6, 18-20%-0s LDL-
C csokkentd hatékonysaggal. Az IMPROVE-IT vizsgélat elséként bizonyitotta, hogy egy
nem statin tipusu lipidcsokkent6 kezelés is valos klinikai haszonnal jar, mivel a statin
kezeléssel kombinalt ezetimib kardiovaszkularis morbiditdsra és mortalitasra kifejtett
jotékony hatasat igazolta akut koronaria szindromas betegekben [143]. A SHARP
vizsgalat eredményei alapjan a kronikus vesebetegségben a simvastatin és ezetimib
kombinalt kezelés kifejezetten kedvezd, mivel szignifikansan csOkkentette a major
vaszkularis események szamat [144]. Az atorvastatin és az ezetimib egyiittes alkalmazasa
az atorvastatin monoterapidhoz viszonyitva szignifikdnsan nagyobb mértékii plakk méret
csokkenést eredményezett a PRECISE-IVUS vizsgalatban korondria intervencion atesett
betegekben [145].

Az ezetimib a statinokhoz hasonléan rendelkezik nem-lipid hatasokal, egyebek kozott
anti-oxidans, anti-inflammatorikus és simaizomsejt proliferaciot gatlo hatasarol is

beszamoltak [146-148].

1.3.3. Szelektiv LDL aferezis kezelés
A szemiszelektiv, majd szelektiv extrakorporalis technikdkat a koleszterin, ezen beliil

elsésorban az LDL-C eltavolitadsara fejlesztették ki az egyéb lipidcsokkentd terapiara
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rezisztens vagy azzal szemben intolerans sulyos hypercholesterinaemias beteg kezelése
céljabol. 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 (HOFH) és olyan heterozigdta familiaris hypercholesterinaemias
(HeFH) betegek kezelésére alkalmazzak, akik nem reagalnak megfelelden a maximalisan
toleralhatdo gyogyszeres lipidcsokkentd terapiara vagy statin intoleransak [149]. Az
aferezis kezelést maximalisan toleralhatd statin és ezetimib dozisokkal javasolt
kombinalni. Az LDL-C szintnek 6 honapon keresztiil meg kell haladnia az ebben a
csoportban megszabott célérteket, az ajanlasok szerint alkalmazott diéta és a maximalis
dozisu toleralhatd lipidcsokkentd gyogyszeres terapia mellett. Alternativ indikaciot
jelent, ha a heterozigota FH betegekben a maximalis dozisu toleralhatdo gyogyszeres
lipidcsokkentd terapia mellett nem érhetd el legalabb 40%-0s LDL-C csokkenés. Szintén
alternativ indikaciot jelent a dokumentalt ISZB mellett 60 mg/dl-t meghaladd Lp(a) szint,
az alkalmazott gydgyszeres terapia ellenére is 4 mmol/l f616tti LDLC szinttel.

Szamos lipid aferezis modszer 1étezik, melyeket a 5. tablazat foglal 6ssze [150]. A szeletiv
eljarasok a technikai megoldastol fliggetleniil az LDL-C szintek koriilbeliil atlagosan

60%-o0s csokkenését eredményezik.

5. tablazat. A lipid aferezis médszerei [150]

évszam  szerzdk moédszer elényok hatranyok
1967 De plazmaferezis Karos anyagok Nem szelektiv,
Gennes gyors és jol fennall a fert6z¢és és
és mtsai. toleralhatd vérzés veszélye,
eliminacioja szubsztituald oldatot
igényel
1980 Agishi és  kaszkad filtracio Szemi-szelektiv fennall a fert6zés
mtsai. veszélye, csekély
hatékonysag
1981 Stoffel és  immunadszorpcid Szelektiv, Dréga technologia
mtsai. hatékony,
ujrahasznosithato,
regeneralhatd
1983 Borberg immunadszorpcid Szelektiv, hatékony  Draga technologia
és mtsai.
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1983 Wieland heparin.indukalt Szelektiv, hatékony  Draga technologia
¢és mtsai. LDL precipitacio
(HELP)
1985 Nosé ¢és termofiltracio Szelektiv, hatékony  Elavult technologia,
mtsai. a makromolekulak

ho6 okozta valtozasai
nem ismertek, nem

elérhet6
1985 Antwiller  dexran szulfat- Szelektiv, hatékony  Draga technologia,
¢és mtsai. indukalt LDL nem elérheto

adszorpciod

1987 Mabuchi dexran szulfat LDL  Szelektiv, hatékony = Draga technologia

¢és mtsai. adszorpciod
(Liposorber LA 15)
1993 Bosch és LDL hemoperfuzié  Szelektiv, Nem ismertek
mtsai. (DALI) hatékony, egyszerii
technologia
2003 Otto és LDL hemoperfuzié  Szelektiv, Nem ismertek
mtsai. (Liposorber D) hatékony, egyszerii
technologia

1993-ban irta le elészér Bosch az LDL hemoperfaziés modszert (direct adsorbtion of
lipoproteins — DALI, Fresenius, Germany) [151], melynek 1ényege, hogy a periférias
vénas teljes vért egy specialis adszorber oszlopon pumpaljak at, amely apro poliakrilat
gyongyokbol allo matrixot alkalmaz. A kis 150-200 um atmérdjii gyongyok két szita
segitségével rogzitve vannak az oszlopban. A gyongyok szerkezete pordzus, amely
lehetdvé teszi a kizarasos kromatografia elvének hasznélatat nagy kiilso és belso felszint
biztositva az adszorpciohoz (a teljes felszin tobb mint 1000 m2-es, melynek tobb mint
99%-a a gyongyokon beliil taldlhatd). A poliakrildt az LDL receptorhoz hasonldan
negativan toltott karboxildt csoportokat tartalmazé polianionokbdl all. A polianionok
kolcsonhatasba 1épnek az LDL és a Lp(a) ApoB molekularészének pozitiv toltési
kationos csoportjaival. A Iétrejovo elektrokémiai kdlesonhatasnak kdszonhetden ezek a
pozitiv toltésti lipoproteinek a gyongyokon kikotddnek. A kisebb lipoproteinek a
porusokon keresztiil konnyedén atjarjak a gyongyok belsd szivacs-szerli szerkezetét. A
HDL mérete miatt szintén bejut a gyongyokbe, de a toltéssel nem rendelkezdé ApoAl
tartalma miatt nem kot6dik a felszinhez, igy nem eliminalodik. A koleszterin, LDL, Lp(a)
¢és trigliceridek hatékony adszorpcidjahoz 1,5-2,0 liter vérmennyiség sziikséges. Az

oszlop regeneralasara nincs sziikség, mivel az oszlopok egyszer hasznalatosak. Ezen
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egyszerll extrakorporalis eljarashoz két periférias vénds vérnyerési lehetdség elegendd,
plazmaszeparaciét nem igényel, a monitorozds az afferens és efferens szaron vald

vérnyomasméréssel torténik. A véralvadas gatlasara citrat tartalmi ACD-A oldatot

hasznalunk (12.dbra)
ApoALl tartalmu
m lipoprotein részecske
\ 7
ACD-A oldat ApoB100 | @
tartalmu {
/ lipoprotein =
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12. abra. Az LDL hemoperfiizios modszert (direct adsorbtion of lipoproteins — DALLI)

rendszer miikkodésének vazlatos rajza

A lipoproteineken kiviil a rendszer a pozitivan toltott kalcium és magnézium ionokat is
megkoti, ezért a tényleges kezelés eldtt az oszlopokat at kell mosni 4-6 liter primer
oldattal, amely ezeket az elektrolitokat tartalmazza. Az adszorber ezaltal telitodik ezekkel
a kationokkal, igy megel6zhetd a kezelés alatt a hipokalcémia és hipomagnezémia
kialakulasa. A DALI rendszer harom kiilonb6z6 adszorber méretben 1étezik, DALI 500,
750 és 1000 ml-es adszorberek vannak forgalomban, melyek lehetové teszik gyermekek,
de akar az 4tlagosnal nagyobb termetli felndttek kezelését is. A kezelés soran, az
adszorberen atjutott, az ApoB tartalml lipoproteinekben szegény vér visszakeriil a

betegbe, igy sem az alakos elemek, sem a plazma komponensek potlasara nincs sziikség.
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A DALI rendszer elonyei a jo szelektivitds, nagy hatékonysag, jo tolerdlhatosag és
egyszeru technologia.

Az egyéb extrakorporalis eljarasokhoz hasonldéan a mellékhatdsok kialakuldsa ritka, az
esetek kevesebb, mint 4%-ban alakulhat ki enyhe, jo1 kezelhet6 vérnyomas ingadozas, a
vérnyerés helyén bevérzés, hipokalcémia vagy hipomagnezémia. Kellemetlen, de
tobbnyire muld tiineteket okozhat a bradikinin reakcid, melynek lehetdsége miatt a
betegek a bradikikin lebontdsat is blokkold angiotenzin-konvertdldo enzim gatlo

vérnyomascsokkentok szedése ennél az eljarasnal szigortian tilos [152].

1.5. A lipidanyagcserét és a lipidcsokkentd kezelés hatékonysagat befolyasolo
genetikai tényezok jelentosége

1.5.1. Apolipoprotein E polimorfizmus

A huméan ApoE egy 35 kDa méretii glikoprotein, mely szamos biologiai hatassal

rendelkezik [153]. Génje a 19-es kromoszoman talalhatd. A gyakori génpolimorfizmus

alapjan harom kiilonb6z0 allél: az €2, az €3 €s az &4 kiilonboztetheté meg, melyek az E2,

E3 és E4 tipusu fehérjéket kodoljak [154] (13. dbra).
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13.abra. Az ApoE génpolimorfizmus kovetkeztében kialakuld harom fehérje

(Fernandez és mtsai modositott abraja [154])

Az ApoE N-termindlis és C-terminalis doménjét egy kozépsO pantszerli szakasz koti
Ossze. Az N-terminalis domén a receptorhoz vald kotddésért felel, mig a C-terminalis
doménen talalhat a lipid ko6td szakasz. Az egyes izoformék a 112-es és 158-as pozicidban
1évé aminosavakban kiillonbdznek. Az ApoE2-ben a 158-as pozicioban 1évd cisztein

(C158) zavart okoz a receptorhoz valo kotddésben, mig az Ap0E4-ben a 112-es

crer

40



dc_1797_20

kovetkeztében az N-termindlis doménen 1évé R61 interakcioba 1ép a C-termindlis
doménen helyet foglalo C255-tel. Ez a modosulas megvaltoztatja az ApoE lipid kotd
képességét, mely miatt az HDL helyett inkabb a VLDL részecskéket koti meg [154].

Ennek kovetkeztében harom homozigota (E2/2, E3/3 és E4/4), valamint harom
heterozigota (E2/3, E2/4 és E3/4) fenotipus fordulhat el6 az atlag populacidban [155]. A
harom allél altal kodolt fehérje tehat szamos tulajdonsagat tekintve eltér egymastol, ezek
kozil a leglényegesebb az LDL receptorahoz torténd kiilonbozo affinitasuk [156].
Korabbi vizsgalatok alapjan a plazma koleszterin szint nagyjabol 60%-4t genetika
tényezok hatarozzak meg, ezen beliil koriilbeliil 14%-ért felelos az ApoE polimorfizmus
[157]. Azelmult évtizedek soran szamos vizsgalat igazolta, hogy az ApoE polimorfizmus
jelentés hatast gyakorol az LDL-C és az ApoB szintjére is, nagyjabol 10-15%-ban [158,
159]. Ismervén az LDL-C szint kardiovaszkularis kockazatra gyakorolt jelentds hatasat,
az ApoE polimorfizmus jelentdsége egyértelmii. A vad tipusnak tartott E3/3 fenotipushoz
képest az €4 hordozdk kb. 5-7%-kal magasabb, mig az €2 hordozok ugyanennyivel
alacsonyabb LDL-C szinttel rendelkeznek. A legtobb vizsgalt populacidban az egyének
kb. 70%-a tartozik az €3/€3 genotipusba, mig a populacio maradék kb. 30%-a legalabb
egy €2 vagy €4 allélt hordoz, igy kiindulasi LDL-C szintjiik jelentdsen eltér a tobbségétol
[160]. Szamos korabbi vizsgalat igazolta, hogy az ApoE genetikai variacioi befolyasoljak
a statin kezelés hatékonysagat [161-163]. Egy masik korabbi tanulmanyban azt talaltak,
hogy az atorvastatin és pravastatin kezelés LDL-C csokkentd hatékonysag jelentdsen
kifejezettebb volt az €2 hordozokban, mint az €4 alléllal rendelkezOk esetén [164].
Egyetlen korabb vizsgalat soran értékelték az ezetimib lipidcsdokkentd hatékonysag és az
ApoE polimorfizmus kapcsolatat, melynek soran a statin kezelés mellé adott napi 10 mg
ezetimib hatdsat vizsgaltdk 14 4 allélt hordoz6 és 14, korban és nemben illesztett €3/3
homozigéta beteg esetén. Az €4 allélt hordozok esetén a kiindulasi 6sszkoleszterin, LDL-
C és trigliceridszint jelzetten magasabb, mig a HDL-C szint Kissé alacsonyabb volt az
€3/3 homozigota beteghez képest, az ezetimib kezelés szignifikans hatast fejtett ki minden
vizsgalt lipid paraméterre, fliggetleniil az ApoE genotipustol [165]. Az ezetimib

monoterapia és az ApoE genotipus kapcsolatat azonban kordbban nem vizsgaltak.
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1.4.2. Niemann —Pick C1-Like 1 polimorfizmus

Hasonloan szdmos egyéb transzporter fehérjéhez, a NPC1L1 mikddését is jelentésen
befolyasolhatjak genetikai tényezok, ezen beliil a funkcidmodosulassal jaré mutaciok €s
polimorfizmusok. A NPCIL1 gén funkcidveszté mutacioi alacsonyabb szérum LDL-C
szinttel ¢és jelentésen csokkent kardiovaszkularis kockézattal, ugyanakkor bizonyos
esetekben epekdvesség kialakulasanak fokozott kockazataval jarnak [166], bar az utobbit
egyes szerzok cafoljak [167]. Emellett a NPC1L1 génje esetén jelentés szamban irtak le
egy nukleotid eltérést okozd polimorfizmusokat, melyek hatast gyakorolnak a szterolok,
igy a koleszterin felszivodas mértékére, mely ennek hatasara moédositja a szérum LDL-C

koncentraciojat is [168] (14. dbra).
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14. abra. A NPCIL1 gén leggyakoribb polimorfizmusai (Huff és mtsai nyoman [169])

Egy korabbi tanulmanyban a NPCIL1 és az ABCG5/G8 polimorfizmusok a szterolok
magas kiindulasi névényi szterol szinttel rendelkezd hypercholesterinaemids férfiak
esetén. 4 hétig alkalmazott napi 2 ndvényi szterol tartalmu étrendet alkalmazva azt
talaltdk, hogy a NPCIL1 ¢.872C>G (L272L) ¢és ¢.3929G>A (Y1291Y) genotipusok
esetén a ritka allélt hordozo egyéneknél a novényi szterolok hatasara létrejott LDL-C szint

csokkenés 2,4-szer nagyobb mértékii volt a gyakori allélt hordozokhoz viszonyitva [170].
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Olyan autoszomalis dominans hypercholesterinaemias betegeknél, ahol az LDL-receptor
¢s ApoB génjében nem taldltak patogén mutéciot, de fokozott szterol felszivodast
¢észleltek ritkabban fordult el6 az AC haplotipus a NPCIL1 c.-133A>G ¢és c.-18C>A
variansok esetén. A tovabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy a c.-133A>G polimorfizmus
szignifikans mértékben befolyasolja a NPC1L1 promoter aktivitasat [171], ugyanakkor

ennek gyakorlati jelentdsége a lipidcsokkentd kezelés soran nem volt tisztazott.
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2. CELKITUZESEK

Célul tliztiik ki Fredrickson Ila és IIb tipusu hyperlipidaemidban szenvedd betegekben:

1.

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

A PONI1, a MPO ¢és az MMP-9 enzimek mikodése kozotti Osszefliggések
vizsgalatat vaszkularis megbetegedésben szenvedé ¢€s nem szenvedo,
lipidcsokkentd kezelésben nem részesiilo betegekben.

A PONI, a MPO ¢s ismert vaszkuldris biomarkerek kozotti Osszefliggések
vizsgalatat vaszkularis megbetegedésben szenvedd ¢€s nem szenvedd,
lipidcsokkentd kezelésben nem részesiilo betegekben.

A PONI1, a MPO ¢és a HDL szubfrakciok kozotti Osszefliggések vizsgalatat
vaszkularis megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd, lipidcsokkentd
kezelésben nem részesiilo betegekben.

Az atorvastatin kezelés hatdsanak vizsgalatdit a PON1 aktivitasra és a Comet
assay-vel detektalt oxidativ DNS-karosoddasra.

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

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

A NPCIL1 gén c.-133A>G promoter polimorfizmusanak ezetimib monoterapia
hatékonysagara gyakorolt hatasanak vizsgalatat statin intolerans betegekben.

Sulyos familidris hypercholesterinaemiaban szenvedd betegekben:

9.

10.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatdsnak vizsgalatit a szérum chemerin
szintekre.

A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasnak vizsgalatat a szérum afamin ¢és E-
vitamin szintekre.
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3. BETEGEK ES MODSZEREK

3.1. Betegek kivalasztasa

3.1.1. Az 55 év alatti carotis sziikiiletben szenved6 betegek és kontrollok bevalasztasa
A betegek a Debreceni Egyetem Neurologiai Klinikajanak Neuroszonologiai
Laboratoriumabdl keriiltek bevondsra. Olyan 55 év alatti betegeket valasztottunk be,
akiknek legalabb 30%-o0s arteria carotis interna szlkiilete vagy elzarédasa volt a
bevonaskor. Korban és nemben illesztett kontroll csoportként olyan betegeket vontunk
be, akiknél az ultrahang vizsgéalat sordn arteria carotis plakk vagy sziikiilet nem
igazolodott, a kontrollként bevontak tobbségénél tenzios fejfajas vagy szorongds miatt
veégeztek gondozast. Kizartuk a fertézéses, malignus vagy autoimmun betegségben
szevedd betegeket, valamint azokat, akiknél a bevonast megel6z6 hat honaban stroke
zajlott vagy mitét tortént. A betegek tajékoztatast kovetden beleegyezd nyilatkozatot

irtak ala. A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga engedélyezte.

3.1.2 Tulsulyos és elhizott, lipidcsokkentovel nem kezelt betegek kivalasztasa
Szazhatvanhét tulstlyos, felndtt, kaukazusi, Fredrickson Ila ¢és IIb tipust
hyperlipidaemias beteget vontunk be a vizsgalatba. A résztvevoket a Debreceni Egyetem
Belgyogyaszati Intézet Lipid Szakrendelésének beteganyagabol valasztottuk ki. A
tlstlyos betegeket a BMI alapjan definialtuk (BMI > 25 kg/m?).

Minden beteg esetében végeztiink fizikalis vizsgalatot és késziilt carotis ultrahang.
Kiegészité képalkotd vizsgalat a beteg panaszai alapjan, illetve a normalistol eltérd
fizikalis, illetve elektrokardiografia (EKG) vizsgalat esetén tortént (alsovégtagi artérids
Doppler ultrahang, szivultrahang vagy komputer tomografia (CT)).

Minden betegnél rogzitettilk a magasvérnyomas, a 2-es tipust cukorbetegség ¢és a
dohanyzés fennalldsat. Magasvérnyomast a vérnyomascsdkkentd gydgyszerek szedése,
>140 Hgmm szisztolés vagy >90 feletti diasztolés vérnyomads esetén diagnosztizaltunk.
2-es tipusu cukorbetegséget a rendszeres vércukorszint-csokkentd gyodgyszer szedése,
illetve inzulin rendszeres alkalmazasa vagy > 7 mmol/L éhomi vércukor-szint esetén
allapitottunk meg. A dohanyzast korabbi (az elmult 10 évben legalabb fél évig tartd) vagy
jelenlegirendszeres dohdnyzas alapjan hataroztuk meg. A betegeket két, nemben illesztett
alcsoportra osztottuk a meglévd, illetve jelen nem 1évd vaszkularis szovédmények alapjan

(vaszkularis szovodménnyel rendelkezé [VSZ] és vaszkularis szovodménnyel nem
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rendelkezd betegek [NVSZ]). A vaszkuldris szovédményeket ismert iszkémids
szivbetegség (miokardidlis infarktus vagy korondria szklerézis), iszkémias
cerebrovaszkularis betegség (iszkémias agyi infarktus, tranziens iszkémids attak vagy az
artéria carotis sztenoOzisa/elzarddasa), illetve periférids artérias betegség esetén
diagnosztizaltuk. A vaszkularis szovodményeket a beteg koreldzménye vagy a képalkotod
eljarasok eredményei alapjan hataroztuk meg. A vaszkularis sz6védménnyel rendelkezd
csoportba soroltuk a mar egyetlen szovodménnyel rendelkezd betegeket is. Bevonaskor
a betegeknek akut panaszuk nem volt. Kizarasra keriiltek azok a betegek, akik a bevonas
elott legalabb 6 héttel vagy a bevonaskor lipidesokkentd gyogyszert szedtek, autoimmun
betegségben, kronikus gyulladasos korképben, aktiv maj vagy endokrin betegségben, 1-
es tipusi cukorbetegségben, tumoros alapbetegségben vagy végstadiumu
vesebetegségben szenvedtek. A vizsgalatot a Helsinki Deklaracid szerint végeztiik,
minden beteg a vizsgalatba vald bevonas idépontjaban a Debreceni Egyetem Etikai

Bizottsaga altal jovahagyott beegyezd nyilatkozatot irt ala.

3.1.3. Fredrickson Ila és IIb tipusu hyperlipidaemias betegek és a kontroll csoport
kivalasztasa

A vizsgalatba 21-70 év kozotti, korabban nem kezelt Fredrickson Ila és IIb tipusu
hyperlipidaemias beteg keriilt bevonasra (szérum triglicerid szint <2,2 mmol/l, LDL-C
>4,2 mmol/1). Kizartuk a maj-, endokrin- és vesebetegségben szenvedd betegeket (szérum
kretinin szint>130 upmol/1), valamint kizardsi kritérium volt az alkoholizmus, a
gyogyszerfliggdség, az epekovesség, a malignus alapbetegség, a terhesség vagy

szoptatas, az antikoagulans vagy lipidcsokkentd kezelés és a dohdnyzas. Valamennyien a

A vizsgalat ideje alatt a betegek fizikai aktivitdsa lényegesen nem valtozott. A bakterialis
vagy virusos fertdzésre utaldo laboratériumi paraméterek (CRP, leukocytaszam,
Westergreen) normal tartomanyban voltak. A kontroll csoportot a klinika jarobeteg
szakrendelésén megjelend, rutin belgyogyaszati fizikalis vizsgalat, laboratoriumi
vizsgalatok ¢és EKG alapjan egészségesnek bizonyult, nem dohdnyzo6, gydgyszeres

kezelésben nem részesiild egyének alkottak.
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A betegek ¢és kontrollok felvildgositast kdvetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ala a
vizsgalatva torténd bevonasukhoz. A vizsgalat a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagadnak

szabalyzata szerint és annak engedélyével tortént.

3.1.4. Statin intolerans betegek kivalasztasa

Vizsgalatunkba 101 (69 n6 és 32 férfi) statin intolerans, Fredrickson Ila és IIb tipusa
hyperlipidaemias beteg keriilt bevonasra a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet
Lipid Szakrendelésének beteganyagabol.

42 esetben statin indukalta miopatia (mialgia kreatinin-kinaz emelkedéssel vagy anélkiil),
28 esetben statin indukalta majenzim emelkedés (hepatopatia), 15 esetben statin indukalta
sulyos 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 hepatopdtia, 5 beteg esetében miopatia és gyomor-bélrendszeri
tiinetek, 2 betegnél hepatopatia €s gyomor-bélrendszeri tiinetek igazolodtak. Azok a
betegek, akik rendszeres alkohol-, illetve drogfogyasztok, malignus alapbetegségben
szenvedtek, kizarasra keriiltek. Kizartuk tovabba a terheseket, szoptatd anyakat,
antikoagulans vagy lipidcsokkentd kezelésben részesiilé betegeket.

A betegek 6 hétig az Orszagos Koleszterin Oktatdsi Program altal meghatarozott étrend
alapjan étkeztek, majd ezt kovetéen 12 honapon keresztiil naponta 10 mg ezetimibet
(Ezetrolt) szedtek. Minden beteg a kutatds természetérdl és céljardl vald részletes
felvilagositas utan irasban beleegyezését adta a vizsgalatba, melyet a Debreceni Egyetem
Etikai Bizottsaga és az Orszdgos Gyogyszerészeti Intézet jovahagyott. A vizsgalatot
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 alapitottuk meg

(kg/m?).

3.1.5. A silyos heterozigéta familiaris hypercholesterinaemias betegek kivalasztasa
Vizsgélatainkba a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet A épiiletének Lipid
szakrendelésén gondozott sulyos HeFH betegek keriiltek bevondsra, akiknél a

gyogyszeres lipidcsokkentd kezelés mellett is jelentdsen emelkedett, célérték feletti LDL-
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C szintet észleltiink, ezért a szelektiv LDL aferezis kezelés (DALI) elkezdése valt
indokolttd. A vérvételek mindegyike a betegek els6 DALI kezelése el6tt és utan tortént,
egy esetben végeztiink 12 honapos kovetéses vizsgalatot a chemerin szintre gyakorolt
tartos hatas vizsgalata céljabol.

Az afamin és E-vitamin szintek vizsgalatakor egészséges kontroll személyek is bevonasra
Vizsgalatunkban a bevalasztas feltétele 21-70 év kozotti életkor volt. A betegek a
vizsgalat jellegérdl és céljarol szolo részletes felvilagositast kovetden beleegyezd
nyilatkozatot irtak ald. A Debreceni Egyetem FEtikai Bizottsdga hozzdjarult a
vizsgalathoz. Kizarasi kritériumként szerepelt az akut bakteridlis vagy virusfertdzés, az
elmalt harom hoénapban multivitamin készitmények szedése, az emelkedett
majenzimekkel jellemzett vagy az anamnézisben szerepld kronikus méjbetegség és az
alkohol- vagy drogfiiggdség, az epekovesség, a kozelmultban zajlott miokardialis
infarktus, a kezeletlen endokrin betegségek, a terhesség €és a szoptatas, a human
immundeficiencia-virus pozitivitas, a sulyos mentalis retardacio (intelligencia-hanyados:
1Q<40), és kizarasra kertiltek az ismert daganatos vagy daganatellenes kemoterapiaban

részesiilo betegek.

3.2.Vérvétel és laboratoriumi paraméterek mérése

3.2.1. Vérvétel az 55 év alatti arteria carotis sziikiiletben szenvedo betegek esetén

A betegeknél 12 6ras €hezéses periodust kovetden, reggel 7:30 és 8:00 kozott 10 ml vénas

vér levétele tortént.

3.1.2. Tulsulyos és elhizott, lipidcsokkentével nem kezelt betegek esetében a
vérvétel és a laboratoriumi paraméterek mérése

A vénas vér levétele reggel 08:00 és 10:00 kozott, 12 6ras ¢hezést kovetden tortént. A

szérum azonnal feldolgozasra keriilt.

3.1.3. Statin intolerans betegek esetében a vérvétel és a laboratériumi paraméterek
méreése

A betegek bevonasakor, illetve 3, 6 és 12 honapos ezetimib kezelés utan, 12 6ras éhezést

kovetden reggel 07:30 és 08:00 ora kdzott 10 ml vénads vér levétele tortént.
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3.2. A lipidparaméterek meghatarozasa

A lipid értékek meghatarozéasa a Debreceni Egyetem Laboratoériumi Medicina Intézetében
friss szérumbol tortént. A szérum koleszterin ¢€s triglicerid szintek meghatarozasat
részben Boehringer-Mannheim enzim Kkittel, részben enzimatikus, kolorimetrias
modszerrel (GPO-PAP, Modular P-800 Analyzer; Roche/Hitachi, Basel, Switzerland)
végezték. Az LDL-C szintet kezdetben a Friedewald-formula alapjan kalkulaltak, késébb
a HDL-C és LDL-C értekek meghatarozas homogén, enzimatikus, kolorimetrias probaval
(Roche HDL-C plus 3rd generation, Roche LDL-C plus 2nd generation, Basel,
Switzerland) végezték. Az apolipoprotein szintek meghatdrozasa részben immun-
nefelometridss modszerrel (Orion Diagnostica kit), részben immunturbidimetrias
modszerrel (Tina-Quant APO A (Version 2; Roche), Tina-Quant APO B (Version 2;
Roche) tortént.

3.3. Az egyéb rutin laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A kreatinin-kinaz aktivitasanak meghatarozasat UV kinetikus médszerrel (CK liquid), a
Nemzetkozi Klinikai Kémiai Szovetség (International Federation of Clinical Chemistry,
IFCC) ajanlasanak megfeleléen Roche/Hitachi Modular P800 analizatoron, mig a magas-
szenzitivitasi C-reaktiv protein (hsCRP) meghatdrozasat ugyanazon a késziiléken
immunturbidimetrids moédszer (CRPLX) segitségével végezték. A hemoglobin A1C
(HbA1C), hugysav, ultraszenzitiv pajzsmirigy stimulalé6 hormon (sTSH)) meghatarozas
Cobas c501 és €602 autoanalizatorral tortént (Roche Ltd., Mannheim, Germany) a
Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében. Az éhomi gliik6z és hugysav
értékét enzimatikus kolorimetridas modszerrel, a HbAlc értékét nagynyomdsu
folyadékkromatografiaval, az sTSH értékét pedig elektrokemilumineszcencias

immunoassay-el hataroztak meg.

3.4. Paraoxonaz-1 aktivitas mérése

A PONI paraoxondz aktivitas mérését kinetikus, szemiautomatizalt modszerrel végeztiik.
285 ul Tris-HCI-t (100 mmol/L, pH=8,0), 2 mmol/L CaCl,-t tartalmaz6 pufferben, 5,5
mmol/L paraoxon (O,O-dietil-O-p-nitrofenilfoszfat, Sigma, Magyarorszag) feloldasa,
majd 15 pl szérum hozzaadasa utan 405 nm-en, 25°C-on spektofotometrias modszerrel

(Greiner Bio-One GmbH, Germany) 6 percenként tortént a 4-nitrofenol mennyiségének
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mérése egy multimodalis detektorral felszerelt Beckman Coulter DTX880 tipust leolvasd
(Beckman Coulter, California, USA) segitségével. Az enzim aktivitdsadt a paraoxondz
altal elbontott paraoxon szubsztratra jellemzd molaris extinkcios koefficiens (17 600 M
Yem?) alapjan hataroztuk meg. A paraoxonaz aktivitas kifejezésére U/L mértékegységet
hasznaltunk, ahol egy egység 1 umol szubsztrat elbomlasat jelenti egy perc alatt [172].
A PONL1 arilészteraz aktivitas meghatarozasara szintén spektrofotometrias modszert
alkalmaztunk. 1 mmol/L fenilacetatot (Sigma) és 20 mmol/L Tris/HCI puftert (pH=8,0)
tartalmazo oldatban, szérum hozzaadasat kovetdoen 270 nm-en tortént az abszorbancia
mérése. A fenilacetat spontan hidrolizisének korrigalasara szubsztratvakot hasznaltunk.
Az enzimaktivitas 1310 M *cm™ molaris extinkcids koefficiens segitségével keriilt
meghatarozasra. Mértékegysége U/L volt, ahol egy egység 1 umol fenilacetat elbomldsat
jelenti egy perc alatt [172].

3.5. A paraoxonaz-1 fenotipus meghatarozasa kettés szubsztrat médszerrel

A PONI fenotipus meghatarozasara kett6s szubsztrat modszert alkalmaztunk [173]. A
192 Q—R kodon genetikai polimorfizmusanak (192. pozicioban 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 meghatéarozott allozimet B, a Q all¢l 4ltal azonositottat
A tipusunak nevezziik. Ezzel ellentétben az R és Q allélek ugyanolyan arilészteraz
aktivitassal rendelkeznek. A s6 stimulalta (1 mol/l NaCl jelenlétében) paraoxon
hidolizisének ¢€s a fenilacetat hidrolizisének egymashoz viszonyitott aranya alapjan az
emberek harom PON1 fenotipusba oszthatdoak: AA (alacsony aktivitasuak), AB (kozepes
aktivitdsuak), BB (magas aktivitdsuak). A fenotipusok kozotti hatarértekek a
kovetkezdek: 3,0 alatti ardny esetén AA, 3,0 és 7,0 kozott AB és 7,0 feletti arany esetén
BB fenotipusrol beszélhetiink.

3.6. Az LCAT és a CETP aktivitas mérése
A LCAT és CETP aktivitasat plazmabol, kereskedelmi forgalomban 1évd kitek (Roar
Biomedical Inc.) segitségével hataroztuk meg fluoreszcens spektrofotometrias

modszerrel.
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3.7. Enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalatok

Az anti-oxXLDL antitestek meghatarozasat kereskedelmi forgalomban 1&v6 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 FEurope Ltd., Abington, England) keriilt
meghatarozasra a gyarto ajanlasanak megfelelden. A vizsgalaton beliili és a vizsgalatok
kozotti szorastényezok a kovetkezok voltak: MPO 6,6-7,7% és 6,5-9,4%, MMP-9 1,9-
2,9% ¢és 6,9-7,9%, TIMP-1 3,9-5,0% és 3,9-4,9%.

A szérum SCD40L, sICAM-1 és sVCAM-1 szintjét kereskedelmi forgalomban 1évo
sandwich ELISA kitek segitségével, az alkalmazasi eldiratban foglaltak szerint
hataroztuk meg (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Az aszimmetrikus
dimetilarginin (ADMA) szintet kompetitiv ELISA modszerrel, kereskedelmi
forgalomban 1évé kit segitségével hataroztuk meg az alkalmazasi el6iratban foglaltak
szerint (DLD Diagnostika GmbH, Hamburg, Németorszag).

A szérum chemerin szint meghatarozas kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kittel
(Human Chemerin Quantikine ELISA, katalogusszam: DCHMO00, R&D Systems, MN,
USA) tortént, a gyartd hasznalati utmutatdsanak megfeleléen. Az intra- és interassay
variacios koefficiensek <10 % illetve <12 % voltak.

A szérum afamin szint meghatarozas kereskedelmi forgalomban kaphatdo ELISA Kkittel
(Afamin Human ELISA, katalogusszam: RD194428100R, BioVendor, NC, USA),
tortént, a gyartd hasznalati utmutatdsanak megfeleldoen. Az intra- és interassay variacios

koefficiensek <3.61 % illetve <3.4 % voltak.

3.8. Fehérje frakcio poszt LDL-aferezis eliicioja DALI 750 adszorbens oszloprol és
chemerin szint meghatarozas az eluatumbdél

munkatarsai altal leirt modszer alapjan végeztikk [174]. Az aferezis kezelést kovetben a

DALI750 adszorbens oszlopokat foszfat-pufferes sooldattal (pH 7,4) mostuk at, majd

fehérje eluciot egy harom lépcsds elucios folyamattal végeztiik. Egymas utan harom

kiilonbdz6 pH-ja 250 pl acetét pufferrel végeztiink az elticiot a kdvetkezd sorrendben pH
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5,0, pH 4,0, pH 3,0. Kiilon mértiik a kiilonbdzé pH-ju pufferekkel kapott eludtumok

crcr

crcr

kaphato ELISA kittel (Human Chemerin DuoSet ELISA, katalogusszam: DY2324, R&D

Systems, MN, USA) végeztiik, a gyartd hasznalati utmutatasanak megfelelden.

3.9. NO meghatarozas

A meghatarozas friss plazmabol Griess-reakcioval tortént. A friss plazmat ZuSO4 —tal ill.
Cd-szuszpenzidval kezeltiik. Centrifugalas utan a feliiluszot 1%-os szulfanilamid és
0,1%-o0s naftil-etilén-diaminnal inkubaltuk 10 percig 60°C -on. A keletkez6 szint 546 nm-

en fotometraltuk.

3.10. TBARS meghatarozas

A TBARS koncentraciot a human plazmabol szerves olddszerrel tortént extrakciot
kovetden spektrofotométerrel hataroztuk meg. A plazmat SDS-sel torténd elokezelés utan
(pH=3,5) tiobarbitursav vizes oldataval inkubaltuk 95°C-on 60 percig. Ezutan n-butanol-
piridin elegyével torténd extrakcid utan a szerves fazis optikai denzitdsat mértiik

spektrofotométerrel 532 nm-en.

3.11. Plazma a- és y-tokoferol szint meghatarozasa

Az o- ¢és y-tokoferol mennyiségi meghatarozdsa plazma mintabol Zerbinati és
munkatarsai altal leirt modszer alapjan tortént [175], gazkromatografias-
tomegspektrometrids (GC-MS) modszerrel, a mérés optimalizalasahoz sziikséges

modositasokkal.

A standard gorbe elkészitéséhez a belsd standard modszert alkalmaztuk. Az a- és y-
tokoferol metanolos torzsoldataibol (a-tokoferol, 1,0 mg/mL metanolban, certified
reference material, y-tokoferol 1,0 mg/mL metanolban, certified reference material,
Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA) metanollal (Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA)
higitasi sort készitettiink. A kalibracios pontok a kovetkezok lettek: a-tokoferol: 3,13;
6,25; 12,5 és 25 pg/ml, y-tokoferol: 0,063; 0,125; 0,25 és 0,5 pg/ml. A standard
oldatokhoz belsé standardként alland6 mennyiségben (4 pg) adtunk 2,2,5,7.8-
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Pentamethyl-6- chromanolt (Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA) metanolban oldva. A
metanolt nitrogén dram alatt elparologtattuk majd 130 pl Sylon™ HTP
(HMDS+TMCS+Pyridine, 3:1:9, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) szililez6 oldat
hozzaadéasa utan 30 percig 60 °C-on derivatizaltuk. Ezutan a szililezdszert ismét nitrogén
aram alatt elparologtattuk a standardokrol, melyeket ezutan 50 pl n-hexanban (Merck,

Darmstadt, Germany) oldottunk fel.

A plazma mintak elékészitéséhez 5 ul plazmahoz 100 ul 2,2,5,7,8-Pentamethyl- 6-
chromanol (4 pg/ml metanolban oldva) belsd standardot, 100 ul metanolt és 95 ul
fiziologias sooldatot adtunk. Ezt kovetden az extrakcidhoz 1 ml n-hexant adtunk a
mintakhoz. A mintakat ezutdn alaposan vortexeltiik, majd centrifugéaltuk. A feliiliszot
ezutan 1,5 ml-es mintatart6 iivegekbe pipettaztuk at, majd a szerves oldoszert nitrogén
aram alatt elparologtattuk. Ezutan a mintékat a standardoknal leirt mddon derivatizaltuk

¢s a mintaelokészités végén 50 pl n-hexanban oldottuk fel.

A GC-MS mérések Finnigan Trace GC Ultra gdzkromatograffal illetve az ahhoz kapcsolt
Polaris Q tomegspektrométerrel torténtek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
USA). A mintakat manualisan injektaltuk egy Agilent J&W oszlopra (DB-5MS Ul; 60m
x0.25m x 0.25um) vivogazként héliumot hasznalva (aramlési sebesség: 1 ml/min, allando
aramlas mod). Az injektalasi térfogat 2 pl volt. Az injektalas splitless médban tortént, az
injektor homérséklete a mérés soran végig 260 °C volt. A kolonna kezdeti hdmérséklete
150°C volt 2 percig, majd 25°C/perc felfiitési sebességgel 300°C-ra emelkedett melyet
tovabbi 15 percig tartott. A teljes elemzési id6 23 perc volt. A tomegspektrométer
szelektiv ionkovetés (selective ion monitoring, SIM) modban miikodott. A valasztott
ionok a kovetkezOk voltak: a-tokoferol-TMS 237.3 m/z, y-tocoferol- TMS 488.4 m/z,
2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-chromanol-TMS 292.3 m/z.

3.12. Lymphocyta szeparalas periférias vérbal
A lymphocytéak szerparalasa buffy coat-bol tortént. 500 pl teljes vért rétegeztiink 500 pl

Ficoll felé, majd 15 percig centrifugaltuk (1000 g). A buffy coat-ot dvatosan leszivtuk,
majd a sejteket PBS-ben mostuk, majd ismét centrifugaltuk 15 percig (1000 g).
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3.13. Single cell gel electrophoresis (comet-assay)

A szeparalt human lymphocytakat 600 ul, 1%-os LMP agar6zban (pH 7,4) szuszpendalva
37 °C-on érdesitett felszinli iveg targylemezre pipettaztuk, melyet el6zéleg 1% NMP
agarOzzal fedtiink. Az agarozt 10 percig 4 °C-on tartottuk, majd a targylemezeket 50 pl
H20>-t tartalmaz6 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) helyeztiik 60 percre, eltavolitva ezzel a sejtfehérjéket. A lysist kovetden a
targylemezeket 30 percre horizontalis elektroforézis tartalyba helyeztiik, mely 1 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 ul Ethidium bromiddal (EtBr) jel6ltiik, majd fedélemezzel
fedtiik.

A comet-assay értekelése vizualis modszerrel tortént. Az EtBr-al megjelolt 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 éptél a maximalisan karosodottig, ezért az Gsszérték

lemezenként 0 és 400 kozott volt.

3.14. HDL szubfrakcio meghatarozas poliakrilamid gradiens gél elektroforézis
alkalmazasaval

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

Az LDL cstcsatméré meghatarozasa teljes plazmabol, lipid-jeloléssel, nem denaturald 3-
16%-os poliakrilamid gélelektroforézissel tortént. A jelolést Sudan Black-kel végeztiik,
majd lézerszkennelést végeztiink. Az LDL partikulumok méretét latex gyongyok €s nagy

molekulasulya standardok segitségével hataroztuk meg.

3.16. LDL szubfrakciok elvalasztasa Lipoprint modszerrel

Az LDL szubfrakciok elvéalasztasat csoves poliakrilamid gélelektroforézis rendszerrel
veégeztiik a Lipoprint rendszerrel (Quantimetrix Corp., Redondo Beach, CA), a gyarto
altal kiadott felhasznalasi utmutaténak megfeleléen. LDL szubfrakcios teszt soran az
elére betoltott akrilamidot tartalmazd iivegesovek felsd részére 25 ul szérum mintat
vittiink fel. A mintdkban 1€év6 lipoproteineket 200 pl szudan fekete festéket tartalmazo
akrilamid folyékony géllel tettiik lathatova. 30 perces fotopolimerizalast kovetéen a
csoveket elektroforézis kadba helyeztiik, amelynek alsd és felsd részébe TRIS-t és
borsavat tartalmazd puffer oldatot ontottiink, majd 3 mA/csé aramerdsség és 500 V
fesziiltség mellett a mintakat 60 percig elektroforetizaltuk. Az elektroforézis utan 30
perccel digitalizaluk a megfuttatott lipoprotein szubfrakciokat tartalmazd csoveket €s
analizaltuk a Lipoware szoftver (Quantimetrix Corp.) segitségével. Az LDL szubfrakcios
teszt soran maximalisan 7 kiilonb6zé LDL szubfrakcid elvalasztdsara van lehetdség. Az
elkiilonitett lipoproteinek méretiik szerint haladnak a gélben, ezért a leggyorsabb a HDL,
mig a leglassabb a VLDL lesz. A kilomikronok (amennyiben a minta tartalmazott) a
felvitel helyén maradnak. Ennek eredményeként egy savos eloszlast fogunk latni,
melyben az elsd sav lesz a VLDL savja, az ezt kovetd 3 sav az ugynevezett Midband, ami
IDL-t és VLDL remnantokat tartalmaz, majd az LDL szubfrakciok és a HDL savja
kovetkeznek. A 7 LDL szubfrakciot két nagy csoportba kiilonithetjiik el: a nagyméret,
kevésbé denz LDL-1 és LDL-2, valamint a kisebb és denzebb szubfrakciokbol alld
csoportot (LDL-3,-4,-5,-6,-7). A dont6en nagyméretii, kevésbé denz LDL szubfrakciokat
tartalmazo lipidprofilt normal LDL profilnak, a dontéen kisebb méretli, denzebb LDL
szubfrakciokat tartalmazo profilt abnormalis LDL lipidprofilnak tekintjikk. Az egyes

lipoprotein savok koleszterin koncentracidja megadhatd az Osszkoleszterin szint és a
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Lipoware szoftver altal meghatarozott gorbe alatti teriilet ismeretében. Az atlagos LDL

méretet (nm) a denzitogram alapjan szintén a Lipoware szoftver kalkulalja.

3.17. HDL szubfrakcié meghatarozas Lipoprint médszerrel

A HDL szubfrakciok elvalasztasat szintén csoves poliakrilamid gélelektroforézis
rendszerrel végeztiik a Lipoprint rendszerel (Quantimetrix Corp., Redondo Beach, CA),
a gyarto altal kiadott felhasznalasi utmutatonak 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 tartalmazo livegcsovekre, azonban a
szudan fekete festéket tartalmazd folyékony géltérfogata 300 pl. 30 perces
fotopolimerizalast kovetden az elektroforézis 50 percig tart 3 mA/csé dramerdsség €s 500
V fesziiltség mellett. A HDL szubfrakcios teszt kivitelezése soran a leggyorsabban mozg6
frakcio az albumin, a leglassabban a VLDL+LDL savja halad. A kilomikronok, az LDL
teszthez hasonldan itt is a felvitel helyén maradnak. A HDL szubfrakcios teszt soran a
Lipoprint rendszer 10 szubfrakciot kiilonit el. A HDL-1,-2,-3 a nagy HDL
szubfrakcidhoz, a HDL-4,-5,-6,-7 a koézepes, 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 megadhato.
3.18. Az ApoE gén E2, E3, E4 polimorfizmusanak meghatarozasa

A meghatarozéast a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetben végezték
natrium-citrattal alvadasgatolt vérmintdbol. Az ApoE genotipus meghatdrozas azon
alapszik, hogy a kiilonb6z6 genotipusoknal a polimorf szakaszon kiilonbdzd szdmu és
elhelyezkedésii restrikcidos enzim hasito hely taldlhat6. A kimutatas a kérdéses szakasz
PCR amplifikaciojat kovetden RFLP analizissel torténik. A 218 bp hosszusdgua PCR
termék Haell és AfIIII restrikcids enzimekkel torténd hasitasa soran keletkezd
fragmentumok agardz gélelektroforézissel torténd elvalasztasa utan kapott restrikcids

mintazatbol az E2, E3, E4 genotipus megéllapithato.
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3.19. A NPCI1L1 genotipus meghatarozas

A genomialis dezoxiribonukleinsav (DNS) izoldlasa etiléndiamintetraecetsavval (EDTA)
vagy citrattal antikoagulalt vérbol tortént a QIAamp Blood Mini Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany) hasznalatanak segitségével a Laboratoriumi Medicina Intézetben.

A c.-133A>G polimorfizmus (rs17655652) jelenlétének vizsgalata a polimeraz
lancreakcioval (polymerase chain reaction, PCR) amplifikélt szakaszok Blpl (New
England Biolabs, Ipswich, MA) segitségével végzett enzimemésztéssel tortént. A
NPC1L1 gén 365 bazispar (bp) hosszusagu fragmentjének amplifikdlasat NPC1L1
rs17655652F (5°- GAC CCT AGC ACC TGC GTGATGA-3") és NPC1L1 rs17655652R
(5’-GTAACGCTCGCCTGGTACACG G -3°) primerek hasznalataval végezték.
Homozigdta vad tipus esetén a Blpl-vel torténé emésztés egy 272-bp és egy 93-bp
hossziisagl restrikcids fragmentet eredményezett, mig a mutans allélek esetében ez

hianyzott.

3.20. Carotis ultrahang vizsgalatok

A carotis ultrahang vizsgalatot kdzvetleniil a vérvételt kovetden végeztiik szinkodolt HP
Sonos 4500 (Hewlett Packard, Andover, Mass, USA) késziilékkel, carotis duplex
iizemmodban egy 7,5 MHz-es linearis transzducerrel. Az atméro ¢és a teriilet csokkenését
a European Carotid Surgery Trial soran alkalmazott médszer szerint mértiik [176]. Az
arteria carotis interna sziikiiletét a systoles csucs aramlasi sebesség alapjan kalkulaltuk.
Elzarodast abban az esetben véleményeztiink, ha nem tudtunk detektalhaté aramlést
kimutatni sziikiilet magassagaban ¢és afelett [177]. Az ultrahang vizsgalatokat
videomagno segitségével rogzitettiik. Az arteria carotis communis intima-média tavolsag
mérése offline modon tortént, egy fliggetlen szakember altal, vakon, az Atherosclerosis
Risk in Communities vizsgalat protokollja szerint [178]. Az IMT mérése a jobb és bal
arteria carotis communis tavolabbi falan tortént a carotis bulbust6l 1 cm-rel proximalisan,
Osszesen 11 mérést végeztiink 1 mm-es tavolsdgonként. Az atlagos IMT értékét a 22

mérés eredményének atlaga alapjan adtuk meg.
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3.3. Statisztikai vizsgalatok

3.3.1. Statisztikai vizsgalatok az 55 évnél fiatalabb arteria carotis sziikiiletben
szenvedo 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 végeztiik. A nem normal eloszlas miatt a Mann-Whitney U tesztet és a Spearman
korrelaciot alkalmaztuk. Azokat a folyamatos valtozokat, melyek az egyvaltozds
korrelacios vizsgalatok soran szignifikdnsan korrelaltak az IMT-vel, egy tobbvaltozos
regresszios modellben vizsgaltuk. Az eléfordulasi gyakorisagokat Pearson-féle y?teszttel

hasonlitottuk 6ssze. A p< 0,05 értéket tekintettiik a szignifikancia szintjének.

3.3.2. Tulsulyos és elhizott, lipidcsokkentével nem kezelt betegek statisztikai
elemzése

A statisztikai analizist a SAS™ for Windows™ 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)
programmal végeztiikk. A kapott adatok eloszlasanak vizsgalata Kolmogorov-Smirnov
teszttel tortént. Normal eloszlds esetén az adatokat atlag+szoras (SD) formédjaban
abrazoltuk, nem-normal eloszlast paraméterek esetén az adatokat median ill. also és felsé
kvartilis értékek formajaban fejeztiik ki. Normalis eloszlas esetén a vizsgalt csoportok
adatainak Osszehasonlitdsa Student-féle kétmintas t-probaval tortént, mig nem-normal
closzlas esetén Mann-Whitney-féle u-probat alkalmaztunk. A vizsgalt paraméterek
kozotti osszefliggés vizsgalata Pearson korrelacids analizissel tortént; a fentebb emlitett
nem-normal eloszlasu paramétereket logaritmizaltuk annak érdekében, hogy korrigalni
tudjuk az aszimmetrikus eloszlasukat. Multivariacios analizis (backward-stepwise
modszer) segitségévével meghataroztuk az MPO szinttel legszorosabb dsszefiiggésben
allo valtozokat mind az egész betegcsoportban, mind a VSZ és NVSZ alcsoportokban is.

A szignifikancia szintjének a p<0,05 értéket valasztottuk.

3.3.3. Az atorvastatin kezelésben részesiilo hyperlipidaemias betegek statisztikai
elemzése

A statisztikai analizishez PC SAS (6.12) programot hasznaltunk (SAS Institute, cary NC
275313 USA). A leir¢ statisztika soran a vizsgalt paramétereket normal eloszlas esetén

atlag+=SD, nem normal eloszlas esetén median (kvaritilesek) formajaban adtuk meg. A
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csoportok 0Osszehasonlitasat Student-féle parositott t-probaval és Wilcoxon teszttel
végeztiik. A nem normal eloszladsu paraméterek esetén a korrelacios vizsgalatok soran
Spearman rho tesztet alkalmaztunk. A lipidparaméterek valtozasanak elemzését
ANOV Aval végeztiik. A p<0,05 értéket teintettiik szignifikansnak.

3.3.4. Statin intolerans betegek statisztikai elemzése

A staisztikai analizis a STATISTICA (Windows 6) ¢€s 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 vizsgéalata egyszempontos varianciaanalizissel
tortént, amit Newman-Keuls teszt hasznalata segitségével post hoc 0Osszehasonlitas
kovetett. Nem-normal eloszlas esetén a kiilonbségek Osszehasonlitasara Kruskal-Wallis
¢s Mann-Whitney féle U probat haszndltunk. Normal eloszlds sordn az adatokat
atlag+szoras (SD) formajaban abrazoltuk, nem-normal eloszlast paraméterek esetén az
adatokat median ill. als6 és felsd kvartilis értékben fejeztiik ki. A p< 0,05 értéket
tekintettiik szignifikancia szintnek. A valtozok genotipus fliggésének vizsgalatara Welch-
féle probat alkalmaztunk. A kiilonb6z6 genotipussal és alléllel rendelkezd személyek

paramétereinek osszehasonlitdsa Khi-négyzet és Fisher-féle egzakt probaval tortént.

3.3.5. Statisztikai elemzés a szeletiv LDL aferezis kezelés soran tortént
vizsgalatokban

A vizsgalat statisztikai értékelését a STATISTICA version 8.0 softver segitségével
veégeztiik (Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA). Eldszér normalitds probat alkalmaztunk a
Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével. Normal eloszlas esetén az adatokat atlag+szoras
(SD) form4jaban abrazoltuk, nem-normal eloszldsu paraméterek esetén az adatokat
medidn ill. also és fels6 kvartilis értékek formdjaban fejeztiik ki. A betegek kezelés eldtti
¢és utani eredményeit parositott t-probaval vizsgaltuk. A betegek kezelés eldtti 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-korrelacios dsszehasonlito tesztet alkalmaztunk a kiilonboz6 pH-ji

pufferekkel elualt chemerin koncentraciok 6sszehasonlitasara.
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4.  EREDMENYEK
4.1. A paraoxonaz aktivitas dsszefiiggése egyes, az érelmeszesedés kialakulasaban
szerepet jatszo tényezokkel
4.1.1. A paraoxonaz aktivitds és az artéria carotis intima-méda vastagsag
osszefiiggése
A Dbetegek és kontrollok demografiai adatait, laboratoriumi eredményeit és klinikai
jellemzdit az 6. tablazat foglalja 6ssze. A betegek kozott szignifikdnsan magasabb volt a
2-es tipusu diabetes mellitus, a dohanyzas, az alsovégtagi érsziikiilet €s az iszkémids

stroke vagy TIA eldfordulasi aranya.

6. Tablazat. A vizsgalati populaci6 jellemzdi és laboratdriumi paraméterei.

kontrollok (n=30) betegek (n=60) p

életkor (év) 50,97 + 3,49 50,17 + 3,49 n.s.
Né/férfi 15/15 36/24 n.s.
Triglicerid (mmol/l) 2,03 £1,51 1,68 £0,86 n.s.
Ossz koleszterin (mmol/l) 5,65+ 1,09 5,45 +£0,90 n.s.
LDL-C (mmol/l) 3,53 +£1,02 3,29 +£0,88 n.s.
HDL-C (mmol/l) 1,31 £0,44 1,40 £0,36 n.s.
ApoAl (g/l) 1,52 +0,32 1,61 £0,30 n.s.
ApoB (g/l) 1,15+0,32 1,07 £0,24 n.s.
Lp(a) (mg/l) 385,1 £522 250,7 +258,5 n.s.
anti-oxLDL antitest (EU/ml) 21,1 £22,94 19,90 + 15,34 n.s.
Magasvérnyomas (igen/nem) 12/18 43/16 n.s.
2-es tipusi diabetes mellitus 1/29 5/54 0,0025
(igen/nem)

hyperlipidaemia (igen/nem) 9/21 31/29 n.s.
Dohanyzas (igen/nem) 6/24 36/24 0,0003
Alkoholfogyasztas (igen/nem) 9/21 17/43 n.s.
iszkémias szivbetegség (igen/nem) 6/24 18/42 n.s.
alsévégtagi érsziikiilet (igen/nem) 1/29 15/45 0,0113
iszkémias stroke vagy TIA 2/28 29/31 0,0001
(igen/nem)

lipidcsokkent6 kezelés (igen/nem) 2/28 10/50 n.s.
statin kezelés (igen/nem) 2/28 6/54 n.s.
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Az értékek atlag+SD formdban vannak feltlintetve. TIA: tranzitorikus iszkémids attack

A Dbetegek ¢s kontrollok PON1 paraoxondz, s6-stimulalt paraoxondz és arileszteraz
aktivitdsa kozott nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget. A betegek intima-média
vastagsaga azonban szignifikdnsan nagyobb volt a kontrollokéhoz viszonyitva (7.

tablazat).

7.tablazat. A PONI1 paraoxondz, sO-stimuldlt paraoxonaz ¢és arileszterdz aktivitas,

valamint az intima-média vastagsag a vizsgalt populacioban.

kontrollok (n=30) betegek (n=60) p
paraoxonaz aktivitas (U/]) 126,97 + 65,58 109,70 + 69,26 n.s.
so-stimulalt paraoxonaz aktivitas 264,13 + 155,40 225,71 £ 157,50 n.s.
un
arileszteraz aktivitas (U/l) 110,96 £ 27,22 118,66 + 33,27 n.s.
intima-média vastagsag (mm) 0,78 £0,13 0,92 +0,15 <0,001

Az értékek atlag+SD formaban vannak feltiintetve.

A PONI fenotipus megoszlas és allél gyakorisag a korabbi irodalmi adatoknak megfeleld
volt, és kovette a Hardy-Weinberg ekviribliumot (p<0,05). A betegek és kontrollok
fenotipus megoszlasa nem kiilonbozott szignifikansan (p=0,0935) (8. #dbldzar). Mivel
csak egy beteg esetén talaltunk BB fenotipust, az Osszehasonlitasat az AA és az AB
fenotipusok esetén végeztiikk el. A PONI fenotipus és az IMT kozott nem talaltunk
szignifikans osszefliggést (p=0,18).

8.tablazat. A PONI1 fenotipus megoszlas és az allélfrekvenciak a betegek és a kontrollok

esetén

kontrollok (n=30) betegek (n=60)

n % n %
AA 21 70 50 83,3
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AB 8 26,7 10 16,7
BB 1 3,3 0 0

A 50 83,3 110 91,7
B 10 16,7 10 8,3

A teljes vizsgalati populacioban szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a PONI
paraoxonaz €s sO-stimulalt paraoxonaz aktivitds és az IMT kozott (15. dbra) még az
egyéb tényezOkre (magasvérnyomds, dohanyzas) végzett korrigalast kovetden is, mig az

arileszteraz aktivitassal nem korrelalt az IMT.

- . Spearman r = -0.267 . . Spearman r = -0.24
p=0.011 1.2 . 0 . p=0.02

MT (mm)
IMT (mm)

. - 95% konfidencia b . 95% konfidencia
: 0.5+

T T T 1 T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
a PON1 aktivitas (U/1) b So-stimulalt PON1 aktivitas (U/I)

15.abra. A PON1 paraoxonaz (a) és so-stimulalt paraoxonaz aktivitas (b) 6sszefliggése

a az intima-média tavolsaggal a teljes vizsgalati populacidban.

Szignifikans negativ korrelacio igazolodott a PON1 paraoxondz és arileszteraz aktivitas,

valamint az anti-oxLDL antitest szintek kozott a teljes vizsgalati populacidban (16. dbra).
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16.abra. A PON1 paraoxonaz (a) és so-stimulalt paraoxonaz aktivitas (b) 6sszefliggése

az anti-oxLDL antitest szinttel a teljes vizsgalati populacioban.

4.1.2. A szérum mieloperoxidaz szint és a paraoxonaz aktivitas kozotti Gsszefiiggés

vizsgalata

A vizsgalatba bevont, vaszkularis szovodménnyel rendelkezd és azzal nem rendelkezd
tulsulyos hyperlipidaemias betegek antropometrikus és anamnesztikus jellemzoit a 9.

tablazat tartalmazza.

9. tablazat. Vaszkularis szovodménnyel rendelkezé és azzal nem rendelkezd tulsulyos

hiperlipidémias betegek antropometrikus és anamnesztikus jellemz6i. VSZ - Vaszkularis

szovodménnyel rendelkez6 betegek NVSZ - Vaszkularis szovédménnyel nem rendelkez6

betegek, p: VSZ vs. NVSZ betegek

Paraméterek Osszes beteg VSZ NVSZ p
Betegek szama 167 41 126

Eletkor (évek) 50,0(41-61) 60,49+10,05 46,93+12,40 <0,001
No/feérfi 89/78 22/19 67/59

BMI (kg/m?) 28,49+5,56 29,34+3,94 28,18+6,00 n.s.
Haskorfogat (cm) 96,04+14,60 100,07+£10,15 94,35+15,42 n.s.
2-es tipusu diabetes mellitus 17 (10,18%) 6 (14,63%) 11 (8,73%) <0,01

(n)
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Magasvérnyomas (n)

Dohanyzas (n)

59 (35,33%)

57 (34,13%)

Vaszkularis szovodmények

Iszkémias szivbetegség (n)

Iszkémias cerebrovaszkularis 25 (14,97%)

betegség (n)

Periférias artérias betegség

(n)

21 (12,57%)

7 (4,19%)

34 (82,93%)

26 (63,41%)

21 (51,22%)

25 (60,98%)

7 (17,07%)

25 (19,84%)

31 (24,60%)

0 (0%)

0 (0%)

0 (0%)

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

A vaszkularis szovodménnyel rendelkezd betegek ¢€letkora szignifikdnsan magasabbnak

bizonyult, emellett gyakoribb volt a 2-es tipusu diabetes mellitus, a magasvérnyomas, a

dohanyzéas eléforduldsi gyakorisdga a vaszkularis szovodménnyel nem rendelkezd

betegekhez képest. A vaszkularis szovédmények teintetében a leggyakoribb a

cerebrovaszkularis betegség volt, melyet az iszkémids szivbetegség és a periférids

érbetegség kovetett (10.tablazat).

10. tablazat. A betegek laboratoriumi paraméterei és a vizsgalt biomarkerek szintje.

Az értékek atlag £ SD és median (kvartilisek) formdjaban keriiltek abrazolasra. p: VSZ

vs. NVSZ betegek, n.s. —nem szignifikans, VSZ - Vaszkularis sz6vodménnyel rendelkez6

betegek NVSZ - Vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezé betegek

Paraméterek Osszes beteg (n=167) VSZ (n=41) NVSZ (n=126) p
Ehomi vércukor 5,43+1,42 5,50+0,78 5,39+1,58 n.s.
(mmol/l)

HbALC (%) 5,85£1,35 5,93+0,91 5,82+1,42 n.s.
Ossz koleszterin 7,09+1,89 7,79+2.64 6,84+1,50 <0,01
(mmol/l)

LDL-C (mmol/l) 4,47+1,33 4,85+1,57 4,33+1,22 <0,05
HDL-C (mmol/l) 1,50+0,53 1,38+0,54 1,54+0,52 n.s.
Triglicerid (mmol/l)  1,8(1,15-3,10) 2,3(1,4-4,8) 1,6(1,10-2,80) <0,05
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Lp(a) (mg/1) 162,5(80-476) 240,5(102-436,5)  125(80-506) n.s.
ApoAl (g/) 1,64+0,47 1,55+0,29 1,67+0,51 n.s.
ApoB (g/l) 1,3+0,34 1,36+0,39 1,284+0,32 n.s.
hsCRP (mg/l) 2,4(1,3-5,5) 3,3(1,8-6,2) 2,2(1,20-5,30) n.s.
Hugysav (umol/l) 319(247-389) 361(318-392) 301(237-373) <0,01
STSH (mU/l) 1,7(1,1-2,64) 1,65(0,93-2,54)  1,7(1,14-2,85) n.s.
PONI paraoxondz  89,9(58,71-191,79)  93,01(65,85- 88,2(57,07-180,43) n.s.
aktivitas (U/1) 211,06)

PON1 arilészteraz

128,4(107,24-159,81) 127,45(102,0-

129,4(107,48-161,44) n.s.

aktivitas (U/1) 150,88)

Mieloperoxidaz 399,8(195,1-846,7)  728(367,25- 315,9(176,05-687,40) <0,001

(mg/ml) 1177,90)

MMP-9 (ng/ml) 504,1(337,3-713,1) 502,10(321,9- 505,4(340,20-706,0) n.s.
751,1)

TIMP-1 (ng/ml) 160,5(137,1-178,7) 172,7(157,7-197,7) 152,6(129,3-172,3) <0,0001

MMP-9/TIMP-1 3,37(2,17-4,88) 3,02(1,95-4,22) 3,50(2,34-5,20) <0,0001

A vaszkularis

szovodménnyel

rendelkez0 betegeknél

szignifikdnsan magasabb

Osszkoleszterin, LDL-C, triglicerid és hugysav szintet észleltiink. Emellett szignifikansan
magasabb MPO szint, TIMP-1 szint és szignifikansan alacsonyabb MMP-9/TIMP-1
arany igazolodott a vaszkularis szovodménnyel rendelkezd csoportban a szovodménnyel
nem rendelkezokhoz képest.

Szignifikdnsan magasabb volt az MPO/PON1 arany a vaszkularis szovOdménnyel

rendelkez6 betegekben az azzal nem rendelkez6 betegekhez viszonyitva (17. dbra).
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1 0 *p=0,022
vaszkularis sz6védmény

17.abra. Az MPO/PONI arany a vaszkularis szovédménnyel rendelkez6 (1) és azzal

nem rendelkezd csoportban (0)

A mieloperoxiddz szintje szignifikans negativ korrelaciot mutatott a PON1 arileszteraz

aktivitassal a teljes betegpopulacioban (a), a vaszkuldris szovodménnyel nem rendelkez6

(b) és rendelkez6 (c) betegekben egyarant (18. abra)
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18.abra: Pearson-féle korrelacido az MPO szint és a PON1 arilészteraz aktivitas kozott

az egész betegcsoportot vizsgalva (A; r=-0,42, p<0,0001), a NVSZ betegekben (B; r=-
0,39, p<0,0001) és a VSZ betegekben (C; r=-0,44, p=0,01). Az MPO szintek ¢s a PON1

arilészteraz aktivitas logaritmizalt formaban vannak feltiintetve az dbran. 4 VSZ

betegek, @ NVSZ betegek

67



dc_1797_20

Az MPO szint szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott az MMP-9 és a TIMP-1 szintekkel

a teljes vizsgalt betegcsoportban (19. dbra).
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19. abra Pearson-féle korrelacio az MPO és az MMP-9 szint kozott (A; r=0,37,
p<0,0001); illetve az MPO ¢és a TIMP-1 szint kozott (B; p=0,42, p<0,0001) az egész
betegcsoportot vizsgalva. Az MPO, az MMP-9 és a TIMP-1 szintek logaritmizalt
formaban vannak feltlintetve. / VSZ betegek, @ NVSZ betegek
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4.1.3.

Tobbszoros regresszios analizist végezve az dsszes beteg €s a vaszkularis szovodménnyel
nem rendelkezé betegek esetén az MPO szint fliggetlen prediktora a PON1 arilészteraz
aktivitds, az MMP-9 és a TIMP-1 szint, mig a vaszkularis sz6vodménnyel rendelkezd

betegek esetén a PON1 arileszteraz aktivitas volt (11. tdabldazat).

11. tablazat: Tobbszords regresszios analizis (a fliggd valtozd az MPO szint)

Valtozo B p

Osszes beteg

PON1 arilészteraz aktivitas -0,350 <0,0001
MMP-9 0,315 <0,0001
TIMP-1 0,292 <0,0001

VSZ betegek

PONI arilészteraz aktivitas -0,570 <0,05
NVSZ betegek

PONI arilészteraz aktivitas -0,330 <0,0001
MMP-9 0,351 <0,0001
TIMP-1 0,262 <0,0001

A szérum mieloperoxidaz szint, a paraoxonaz aktivitas és egyes vaszkularis
biomarkerek szintje kozotti osszefiiggés vizsgalata

A hyperlipidaemias betegek szignifikansan idésebbek voltak, atlagosan tobb mint 8,5
évvel, BMI értékiik és haskorfogatuk nék és férfiak esetén is nagyobb volt, mint az
egészséges kontroll populaciéé. Emellett szignifikansan magasabb haskorfogat, szérum
glikoz, HbAlc, 6sszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, ApoB és CRP szinttel rendelkeztek,
mig nem volt kiillonbség a nemek megoszlasaban, a HDL-C, az ApoAl és a sSTSH

szintekben (12. tablazat).
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12. tablazat. A kezeletlen hyperlipidaemias betegek és egészséges kontroll személyek

demografiai, antropometriai és klinikai adatai

Hiperlipidémias betegek Egészséges p
kontroll-csoport

Betegek szama 167 32
Kor 50,42+13.24 41,78+5,97 <0,01
No/férfi 89/78 22/10 ns
BMI (kg/m?) 28,48+5,56 2447425 <0,01
Haskorfogat (cm)

nod 90,76+13,2 85,72+6,6 <0,05

férfi 103,7+13,2 92,75+7,6 <0,05
Gliikéz (mmol/l) 5,2 (4,8-5,6) 4,8 (4,6-5,1) <0,01
HbAlc (%) 5,45 (5,2-65,9) 5,1 (4,8-5,3) <0,01
Osszkoleszterin (mmol/l) 7,09+1,89 5,07+0,78 <0,01
LDL-C (mmol/l) 4,47+1,33 2,92+0,51 <0,01
HDL-C (mmol/l) 1,49+0,53 1,55+0,46 ns
Triglicerid (mmol/l) 1,75 (1,1-3,1) 1,2 (0,8-1,4) <0,01
Lipoprotein(a) (mg/l) 163 (80-476) 190,7 (30-214) <0,01
Apolipoprotein Al (g/l) 1,61+0,29 1,68+0,31 ns
Apolipoprotein B (g/1) 1,36+0,34 0,94+0,18 <0,01
CRP (mg/l) 2,07 (1,0-4,6) 2,0 (0,6-2,9) <0,05
STSH (mu/l) 2,0+1,32 1,94+1,1 ns

A hyperlipidaemias betegek mieloperoxidaz, sCD40L, sSICAM-1, SVCAM-1 ¢és oxLDL

szintje szignifikdnsan magasabb volt a kontroll populdcidhoz viszonyitva, mig nem

talaltunk kiilonbséget a betegek és kontrollok PON1 paraoxondz és arileszteraz aktivitasa

¢és az ADMA szintje k6zott (13. tabldazar)
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13. tablazat. A vizsgalatba bevont egyének gyulladasos, oxidativ és egyéb paraméterei

Hiperlipidémias  Egészséges p

betegek kontroll-csoport
Mieloperoxidaz (ng/ml) 400 (195-847) 205 (125-257) <0,01
PONI1 paraoxonaz aktivitas (U/l) 90 (59-192) 83 (48-167) ns
PONI1 arilészteraz aktivitas (U/1) 133 (116-161) 127 (110-160) ns
sCD40L (ng/ml) 9,9 (7,5-14,1) 8,5 (6,8-10,9) <0,05
ADMA (pmol/l) 0,66+0,18 0,65+1,15 ns
SVCAM-1 (ng/ml) 639 (553-741) 450 (380-556) <0,01
sICAM-1 (ng/ml) 252 (225-284) 219 (201-231)  <0,01
oxidalt LDL (U/I) 58,2+14,2 41,1496 <0,05
A vaszkularis szovOdménnyel rendelkezd betegek ¢életkora, gliikoz, HbAlc,

osszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, Lp(a), CRP és hugysav szintje szignifikdnsan

magasabb volt, mint a vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezé betegeké. Nem

talaltunk kiilonbséget a nemek megoszlasaban, a BMI, a haskorfogat, a HDL-C, az

ApoAl, ApoB és sTSH szintek teintetében (14. tdabldzat).

14. tablazat. Vaszkularis szovédménnyel rendelkez6 és nem rendelkezé hiperlipidémias

betegek demografiai, antropometriai €s klinikai adatai

Vaszkularis
szovédménnyel

rendelkezo betegek

Vaszkularis p
szovodménnyel nem

rendelkezé betegek

Betegszam
Kor
No/férfi
BMI (kg/m?)
Haskorfogat (cm)
nd
férfi
Gliikéz (mmol/1)
HbA1C (%)
Osszkoleszterin (mmol/l)
LDL-C (mmol/l)

41
60,49+10,0
22/19
29,34+3,93

96,248,6
106,1%11,0
5.4 (5,1-5,8)
5,7 (5,6-6,0)
7,79+2.64
4,85+1,57

126

47,08+12.5 <0,01
67/59 ns
28,18+6,0 ns
89,1+13,9 ns
102,7+14,1 ns
5,1 (4,7-5,4) <0,01
5,3 (5,1-5,8) <0,01
6,83+1,51 <0,01
4,32+1,22 <0,05
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HDL-C (mmol/l) 1,38+0,54 1,524+0,51 ns
Triglicerid (mmol/l) 2,3 (1,4-4,8) 1,6 (1,1-2,8) <0,05
Lipoprotein(a) (mg/l) 240,5 (102-436,5) 125,0 (67-506) <0,05
Apolipoprotein Al (g/l) 1,55+0,29 1,67+0,51 ns
Apolipoprotein B (g/l) 1,36+0,39 1,28+0,32 ns
CRP (mg/l) 3,3(1,8-6,2) 1,9 (0,9-3,9) <0,01
Hugysav (umol/l) 360,6+94,5 310,6+96,6 <0,05
STSH (mu/l) 1,82+1,2 2,07+1,4 ns

A vaszkularis szovodménnyel rendelkezd betegek esetében szignifikansan magasabb
MPO, sCD40L, ADMA és sSICAM-1 szintet mértiink a vaszkularis szovodménnyel nem
rendelkez6khoz viszonyitva. A PON1 paraoxonaz és arilészteraz aktivitas, SVCAM-1 és

oXLDL szintje nem kiilonb6zott szignifikansan a két csoportban (15. #dbldazat).

15. tablazat. Vaszkularis szovédménnyel rendelkez6 és nem rendelkezé hiperlipidémias

betegek gyulladasos, oxidativ és egyéb paraméterei

Vaszkularis Vaszkularis p
szovodménnyel szovodménnyel nem

rendelkezé betegek rendelkezo betegek

Mieloperoxidaz (ng/ml) 728,8 (367-1178) 315,9 (176-687) <0,001
PON1 paraoxonaz aktivitas (U/) 93,0 (66-211) 88,2 (57-180) ns
PONT1 arilészteraz aktivitas (U/) 127,5 (102-151) 129 (107-161) ns
sCD40L (ng/ml) 12,65 (9,65-16,0) 9,2 (6,83-12,45) <0,001
ADMA (pmol/l) 0,79+0,19 0,62+0,159 <0,001
SVCAM-1 (ng/ml) 668,5 (588-731) 634,2 (545-748) ns
SICAM-1 (ng/ml) 270,7 (248-308) 245,2 (223-274) <0,001
oxidalt LDL (U/l) 57,5£15,6 59,1+12,6 ns

A PONL1 arilészteraz szint szignifikans negativ korrelaciot mutatott a sSCD40L, az ADMA
¢s a sICAM-1 szintjével a teljes betegcsoportban (20. dbra). Az MPO szintjével
szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a sSCD40L, az ADMA ¢és a sSICAM-1 szintje a
teljes betegcsoportban (21. dbra).
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(a)
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20. abra. A PONI1 arilészteraz aktivitds 0sszefliggése a (a) sCD40L, (b) az ADMA ¢és
(c) a sSICAM-1 szérumszintjével. A: vaszkularis szovédménnyel rendelkez6 betegek; °:

vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezd betegek
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21. abra. Az MPO szint dsszefliggése a (a) sCD40L, (b) az ADMA ¢és (c) a SICAM-1

szérumszintjével. A: vaszkularis szo6védménnyel rendelkezd betegek; ¢: vaszkularis

szovodménnyel nem rendelkezd betegek
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4.1.4. A szérum mieloperoxidaz szint, a paraoxonaz aktivitas és a HDL szubfrakciok

kozotti osszefiiggés vizsgalata

81 kezeletlen hyperlipidaemids beteg és 32 egészséges kontroll személynél vizsgaltuk a

lipid paramétereket, a mieloperoxiddz szintet, a PONI paraoxondz és arilészteraz

aktivitast és az MPO/PONI1 aranyt. Emellett meghataroztuk a HDL szubfrakciok szintjét

¢€s aranyat a vizsgalt populacidban.

A Dbetegek életkora, BMI ¢és haskorfogat értéke szignifikinsan magasabb volt.

Szignifikansan magasabb vércukor, HbAlc, 6sszkoleszterin, LDL-C, triglicerid, Lp(a),

ApoB ¢és CRP szinteket észleltiink a betegekben a kontrollokhoz viszonyitva (16.

tablazat).

16. tablazat. A betegek ¢és kontrollok klinikai adatai és laboratoriumi paraméterei

betegek kontrollok p

betegszam 81 32
életkor (év) 48,9+14,3 41,845.9 <0,01
nem (né/férfi) 49/32 19/13 ns.
BMI (kg/m?) 28,1+5,0 24,542.5 <0,01
haskorfogat (cm)

nék 89,4+1,.2 85,7+6,6 <0,05

férfiak 101,7£11,2 92,75+7,6 <0,05
vércukor (mmol/L) 5,1 (4,8-5,5) 4,8 (4,6-5,1) <0,01
HbALC (%) 5,4 (5,2-5,9) 5,1 (4,8-5,3) <0,01
osszkoleszterin (mmol/L) 7,07+1,69 5,07+0,78 <0,01
LDL-C (mmol/L) 4,52+1,43 2,9240,51 <0,01
HDL-C (mmol/L) 1,56+0,54 1,55+0,46 ns.
triglicerid (mmol/L) 1,6 (1,1-3,0) 1,2 (0,8-1,4) <0,01
Lipoprotein(a) (mg/L) 191 (77-587) 70 (30-214) <0,01
Apolipoprotein Al (g/L) 1,71£0,59 1,68+0,31 ns.
Apolipoprotein B (g/L) 1,33+0,37 0,94+0,18 <0,01
hsCRP (mg/L) 2,4 (1,0-45,3) 2,0 (0,6-2,9) <0,05
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sTSH (mU/L)

mieloperoxidaz (ng/mL)

PONL1 paraoxonaz aktivitas (U/L)
PONL1 arilészteraz aktivitas (U/L)

mieloperoxidaz/paraoxonaz (ug/U)

2,1£1,29
869(131-1272)
98(62-210)
132(112-162)
3,56(1,28-16,03)

1,94+1,1
205(125-257)
83(48-167)

127(110-160)

2,81(0,89-4,03)

ns.

<0,05

ns.

ns.

<0,05

A szérum MPO szintje szignifikdnsan magasabb volt a betegekben, mig a PONI

paraoxonaz ¢s arilészterdz aktivitasban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a betegek

¢s kontrollok ko6zott. Mind az MPO szint, mind a PONI1 aktivitasok esetén igen nagy

egyéni kiilonbségek mutatkoztak a betegek és a kontrollok esetében is. A HDL funkcid

jellemzésére hasznalt MPO/PONI hényados szignifikdnsan magasabb volt a betegekben

a kontroll csoporthoz viszonyitva (22. dbra).

a 4000 c 600-
(@) 5005 (c)
1 =
2
3000 _ -
= S 100
E Z
&
£ 2000 8
c
£ g
= @ 100
o
1000 s
-1 -
=
o
=——22 &
0 —_—T 0
T T
betegek kontrollok
(b) 601 p<0.05 (d) 300-
R =
2
w
z g
© 404 S 200
o £
-
z o
[=] o
& [
a
E 20 E
= _ %_: 1004
o
-
=
o
a
L J
0.
T T
betegek kontrollok

T T
betegek kontrollok
betegek kontrollok

22. abra. A betegek és kontrollok mieloperoxidaz szintje (a), MPO/PON1 hanyadosa

(b), paraoxonaz aktivitasa (c) és arileszteraz aktivitésa.
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Sem a HDL szubfrakciok szintjében, sem azok szazalékos aranyaban nem talaltunk
érdemi eltérést a betegek és kontrollok kozott, bar a betegek esetén a kisebb HDL
szubfrakciok felé tapasztaltunk némi eltolédast. Egyediil az intermedier HDL szazalékos
aranya volt szignifikansan alacsonyabb a betegekben a kontrollokhoz képest (17.

tablazat).

17. Tablazat. A HDL szubfrakcidk mennyisége és aranya a betegekben ¢€s
kontrollokban.

betegek kontrollok p

HDL szubfrakci6é koncentraciok

nagy HDL (mmol/l) 0,42 (0,27-0,67) 0,45 (0,31-0,61) ns.

kozepes HDL (mmol/I) 0,73 (0,59-0,87) 0,75 (0,66-0,85) ns.

kis HDL (mmol/I) 0,34 (0,23-0,43) 0,28 (0,25-0,34) ns.
HDL szubfrakcié aranyok

nagy HDL (%) 29,7 (21,5-35,4) 31,6 (24,4-34,6) ns.

kozepes HDL (%) 48,3 (45-51,4) 51,5 (48,3-54,3) <0,05

kis HDL (%) 21,6 (16,4-26,6) 18,4 (15,5-22,5) ns.

Az értékek median (alsé-felso kvartilis) formaban vannak megadva. Ns: nem szignifikans.
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4.2. Az atorvastatin kezelés hatasa a HDL funkciora és osszetételre

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

13 IIa tipusu hyperlipidaemias betegben vizsgaltuk a 10 mg/nap atorvastatin kezelés
hatasat a Comet assay-vel detektalt hidrogén-peroxid indukalt limfocita DNS karosodas

meértékére, a lipidszintekre és a szérum paraoxonaz aktivitasra.

A 6 honapig tartd napi 10 mg atorvastatin kezelés szignifikdnsan csokkentette a betegek
osszkoleszterin €s LDL-C szintjét. A szérum triglicerid és a HDL-C szint nem valtozott
szignifikdnsan. A DNS kérosodas mértékére jellemzd visual score, valamint a lipid
peroxidacid szintjét jelzd plazma TBARS szint szignifikdnsan csokkent a kezelés
hatasara. Bar a szuperoxid anion szérum szintje nem valtozott szignifikansan, a PMA
indukalta szuperoxid anion termelés szignifikdnsan csokkent, mig az FMLP indukalt
szuperoxid anion termelés szignifikansan nott a kezelést kovetden. A nitrogén-monoxid

koncentracié nem valtozott szignifikansan (18. tabldzat).

18. Tablazat. A betegek laboratoriumi paraméterei az atorvastatin kezelés elott €s utan.

kezelés elott kezelés utan p

osszkoleszterin (mmol/l) 7,76 £ 0,98 4,30 +£0,74 <0,001
LDL-C (mmol/I 5,37 £0,95 2,24 +0,73 <0,001
HDL-C (mmol/l) 1,49 + 0,29 1,37 £ 0,21 ns.
triglicerid (mmol/1) 2,13+0,79 1,60 + 0,53 ns.
szuperoxid anion (nmol/106 sejt/perc) 1,98 +£2,89 2,13 £0,95 ns.
PMA indukalt SA (nmol/106 sejt/perc) 6,62 + 2,53 3,91 +3,39 <0,01
FMLP indukalt SA (nmol/106 sejt/perc) 2,43 £ 0,87 421 £1,76 <0,01
TBARS (umol/l) 1,00 £ 0,26 0,79 +£ 0,20 <0,05
plazma NO (pmol/l) 0,45 +0,43 0,62 +0,58 ns.
Visual score (Comet assay) 348,81 +£33,91 318,50+28,29 <0,05

Az értékek atlag £ SD formaban vannak megadva. ns: nem szignifikans.

LDL: low-density lipoprotein; HDL: high-density lipoprotein; FMLP: formil-MET-Leu-Phe;
PMA: forbolmirisztat acetat; SA: szuperoxid anion, TBARS: tiobarbitursav reaktiv anyagok
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A szérum PONI1 paraoxonaz aktivitds, valamint az egységnyi HDL-re jut6 PONI1
aktivitds (PON1/HDL-C) szignifikdns emelkedését tapasztaltuk a kezelést kovetéen. A
sO-stimulalt paraoxonaz és arileszterdz aktivitas, valamint a PON1 koncentracié nem

valtozott szignifikansan a kezelés hatasara (19. tdbldazat)

19. Tablazat. A PONI1 paraoxonaz, sO-stimulalt paraoxondz és arileszteraz aktivitas
aktivitas, a PON1 koncentracié és a PON/HDL-C arany az atorvastatin kezelés elott €s
utan.

kezelés elott kezelés utan p

paraoxonaz aktivitas (U/l) 86,8 (70-153) 119,7 (86-167)  <0,05
s6-stimulalt paraoxonaz aktivitas (U/1) 134,2 (100-306) 129,4 (99-344)  ns.

arileszteraz aktivitas (U/1) 78,3 (26-103) 62,2 (48-103) ns.
PON1 Kkoncentraci6 (ug/ml) 42,13+ 7,78 40,75 £ 8,15 ns.
PON1/HDL-C 64,3 (39-103) 69,9 (58-141) <0,05

Az értékek median (also-fels6 kvartilis) és atlag £SD formaban vannak megadva. ns: nem
szignifikans.

Negativ korrelacio igazolodott a DNS karosodas mértéke és a PON1 paraoxondz €s so-
stimulalt paraoxonaz aktivitas kozott mind az atorvastatin kezelés el6tt, mind a kezelést

kovetben (20. tabldazat, 23. dbra).

20. tablazat. A DNS karosodéas comet-assay-vel detekalt mértéke (visual score) és a
PONI1 paraoxonaz, so-stimulalt paraoxondz ¢€s arileszteraz aktivitas kozotti korrelaciok
az atorvastatin kezelés eldtt és utan.

kezelés elott kezelés utan

r Y r p
paraoxonaz aktivitas (U/l) -0,59 <0,05 -0,56 <0,05
so-stimulalt paraoxonaz aktivitas (U/l) -0,53 <0,05 -0,51 <0,05
arileszteraz aktivitas (U/l) 0,03 ns. -0,09 ns.

ns: nem szignifikans
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23. abra. A PON1 paraoxonaz aktivitas €s a comet assay soran detektalt visual score
értékek kozotti korrelacid az atorvastatin kezelés elott és utan.

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

33 IIa és IIb tipust hyperlipidaemiaban szenvedd betegben vizsgaltuk az LDL méretet és
a HDL szubfrakciok megoszlasat gradiens gél elektroforézis alkalmazasaval harom
honapos, napi 20 mg-os atorvastatin kezelés elott és azt kovetéen. Emellett
spektrofotometrias modszerrel CETP, LCAT és PONI1 aktivitas méréseket végeztiink. A
betegek klinikai jellemzo6it és laboratoriumi paramétereit az atorvastatin kezelés elott €s

utan a 21. tablazatr mutatja be.

A kezelés hatasara szignifikansan csokkent az 6sszkoleszterin, 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 szignifikans mértékiinek. Az oxidalt LDL szintje
szignifikansan csokkent. A PON1 paraoxonaz és LCAT aktivitast szignifikdnsan novelte
a kezelés, mig a CETP aktivitds szignifikdnsan csokkent. Nem valtozott azonban a

kezelés hatasara a PONI1 arileszteraz aktivitas.
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21. tablazat. A betegek klinikai jellemzdi és laboratériumi paraméterei az atorvastatin

kezelés elott és utan.

n

életkor (év)
nem (férfi/né)

BMI (kg/m2)

33
62,8 £5,8

16/17

272429

kezelés elott

kezelés utan

valtozas (%) p

osszkoleszterin (mmol/l)
triglicerid (mmol/l)
HDL-C (mmol/l)
LDL-C (mmol/l)
ApoAl (g/l)

ApoB (g/l)

LDL/ApoB

oxLDL (U

paraoxonaz aktivitas (U/l)

arileszteraz aktivitas (U/l)

LCAT aktivitas
(mmol/mi/h)

6,68 £ 0,51
1,75 +0,77
1,49 £ 0,29
4,39 £ 0,51
1,65+0,24
1,40 £0,24
3,32 £ 0,63
60,5+159
120 + 84
81+ 37

37+£19

CETP aktivitas (pmol/ml/h) 151 £ 11

4,57+0,78
1,21+0,31
1,43 £0,31
2,66 + 0,54
1,65+ 0,21
0,88 + 0,16
2,94 + 0,40
32,7494
126 + 41
93+ 18

47+ 18

143 +9

-31,6
-30,9
4,0
-39,4
0,0
-45,0
-11,4
-46,0
50
14,8

27,0

-5,3

<0,001
<0,001
ns.

<0,001
ns.

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
ns.

<0,01

<0,001

Az értékek atlag +£ SD formaban vannak megadva.

A 3 honapos atorvastatin kezelés szignifikdnsan novelte a HDL3 és csokkentette a
HDL2a és HDL2b szubfrakcio aranyat. A HDL2/HDL3 arany szignifikdnsan csokkent.
Az atlag LDL méret szignifikansan nétt (22. tdblazat).
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22. tablazat. Az LDL partikulum méret és a HDL szubfrakciok aranyanak szézalékos

megoszlasa az atorvastatin kezelés eldtt és utan.

kezelés elott

kezelés utan

valtozas (%) p

LDL méret (nm) 27,0 £0,85
HDL3 (%0) 42,3+9,73
HDL2a (%) 24,9 +5,11
HDL2b (%) 32,2+8,76
HDL2/HDL3 1,48 +£0,72

27,9+0,72
50,8 + 9,06
23,4 +5,0
26,0 £9,81

1,06 £ 0,41

3,29
8,13
-1,57
-6,55

-28,7

<0,001
<0,001
<0,01

<0,001

<0,001

Az értékek atlag + SD formaban vannak megadva.

A CETP aktivitas szignifikdnsan, pozitivan korreldlt a HDL2b arannyal és negativan

korrelalt a HDL3 and HDL2a aranyaval (24. dbra).
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24. 4bra. A CETP aktivitas és a HDL3 (A), HDL2a (B) és HDL2b (C) szubfrakciok

szazalékos megoszlasa kozotti korrelaciok a kezelés eldtti és utani értékek alapjan.

Szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a CETP aktivitas valtozasa és a HDL2a
valtozasa kozott, valamint szignifikans pozitiv korrelacio volt az LCAT aktivitas

valtozasa és a HDL2a arany valtozasa kozott (25. dbra).
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25. abra. A CETP aktivitds valtozasa és a HDL2a (A), valamint az LCAT aktivitas

valtozésa és a HDL2a (B) szubfrakcid arany valtozasa kozotti korrelaciok.
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A paraoxondz genotipus és allél gyakorisag megoszlasa megfelelt az irodalmi adatoknak

¢és kovette a Hardy-Weinberg ekvilibriumot (p<0,005) (23. tabldzat).

23. tablazat. A paraoxondz fenotipus és allél gyakorisag megoszlasa a vizsgalt

betegpopulacioban.

n %
AA 21 63,6
AB 8 24,3
BB 4 12,1
A 50 75,8
B 16 24,2
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4.3. Az ezetimib kezelés hatékonysagat befolyasolé genetikai tényezok vizsgalata

4.3.1. Az ApoE génpolimorfizmus ezetimib monoterapia hatékonysagara gyakorolt
hatasanak vizsgalata statin intolerans betegekben

Az altalunk vizsgalt betegekben az ezetimib monoterapia mar 3 honapos kezelést
kovetden szignifikansan csokkentette az 6sszkoleszterin, LDL-C és triglicerid szintjét, de
nem valtoztatta szignifikdnsan a HDL-C, az ApoAl ¢és az ApoB szinteket. Az id6
elérehaladtaval az ezetimib hatéasa kifejezettebbé valt, és az 1 éves kezelés hatasara az
LDL-C és az 0Osszkoleszterinszint csokkenés elérte az egyéb vizsgalatokban észlelt
mértéket. A legtobb nagy vizsgalatban, hozzank hasonldéan, nem mértek szignifikans
HDL-C emelkedést. A trigliceridszint csokkenés mértéke ugyancsak megfelelt az
irodalmi adatoknak (24. tdbldzat).

A kiindulasi lipid paraméterek nem tértek el egymastdl a kiillonb6zé ApoE genotipust
betegcsoportokban (25. tdbldzar). Uj eredmény, hogy az ezetimib kezelés hatékonyabban
csOkkentette az 6sszkoleszterin és LDL-C szintjét az ApoE 3/4 genotipust betegekben a
2/2 genotipusu betegekhez viszonyitva, ami alatdmasztja a kiinduldsi hipotézist, mely
szerint a koleszterin felszivo, €4 allélt hordozd betegek esetében az ezetimib

hatékonyabban képes kifejteni a koleszterin felszivodast gatlo hatasat (26.dbra).
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24.Tablazat: A betegek antropometriai és klinikai adatai. Az értékek atlag+SD vagy median (als6 quartilis-felso quartilis) formaban vannak

feltintetve.

dc_1797 20

életkor (év) 60,00+10,83
nem (n6/ffi) 43/20
BMI (kg/m?) 28,16+4,64
derékkorfogat (cm) 97,49+11,76
kezelés elott kezelés utan

3 honap A(%) 6 hénap A(%) 12 hénap A(%)
Osszkoleszterin (mmol/l) 7,72+1,82 6,94+1,57 -10,1%** 6,79+1,41 -12,1%** 6,64+1,43 14,0%**
LDL-C (mmol/l) 4,77+1,69 4,20+1,42 -12,0%** 4,03+1,17 -15,5%** 3,9841,17  -16,6***
HDL-C (mmaol/l) 1,424+0,42 1,40+0,43 -1,4 1,43+0,45 0,7 1,40+£0,47 -1,4
triglicerid (mmol/l) 2,5(1,8-5,7) 2,3(1,7-5,7) -8* 2,4(1,7-4,3) -4* 2,1(1,6-4,1) -17,6**
ApoB (g/l) 1,30+0,37 1,24+0,35 -4,6 1,16+0,29 -10,8*** 1,16+0,3 -11,8*
ApoA (g/l) 1,65+0,40 1,69+0,37 2,4 1,65+0,31 0 1,69+0,40 2,4
CRP (mg/l) 3,34(1,9-6,5) 2,54(1,6-5,2) -23,9%** 2,6(0,9-4,7) -22,2* 2,97(2,1-5,7) -11,1
Kreatinin kinaz (U/1) 139(94-252) 130(92-228) -6,5 145(100-220) 4,3 132(93-225) -5,0

*p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001

BMI: body mass index (testtomeg index); LDL-C: low-density lipoprotein-koleszterin; HDL-C: high-density lipoprotein-koleszterin; CRP: C-reaktiv fehérje; ApoB:
apolipoprotein B; ApoA: apolipoprotein A

86



dc_1797 20

25. tablazat. Kiindulasi laboratoriumi paraméterek és antropometriai adatok a kiilonb6z6 ApoE genotipust betegcsoportokban

ApoE genotipus 2/2 2/3 33 3/4
betegszam 3 5 43 12

életkor (év) 53,7£14,0 58,0+8,2 60,5+11,4 60,5+9,6
nem (né/ffi) 2/1 1/4 32/10 7/5

BMI (kg/m?) 25,4+9.4 30,7+3,4 28,0+4,2 28,8+5,2
Derékkorfogat (cm) 97,0£16,5 105+4,2 95,6£11,4 101,713,
Osszkoleszterin (mmol/l) 8,48+1,6 7,08+1,6 7,90+2,0 7,15+0,9
LDL-C (mmol/l) 4,54+0,6 3,32+1,1 4,99+1,9 4,69+0,9
HDL-C (mmol/l) 1,39+0,4 1,14+0,31 1,46+0,45 1,41+£0,3
triglicerid (mmol/l) 7,41(4,4-12,7) 8,7(4,1-9,7) 2,4(1,8-4,3) 1,84(1,5-5,2)
ApoB (g/1) 0,89+0,2 1,0+0,1 1,37+0,4 1,2540,3
ApoA (g/l) 1,67£0,1 1,2840,2 1,70+0,4 1,63+0,19
CRP (mg/l) 2,09(1,9-2,24) 6,0(3,8-6,7) 3,28(1,9-8,0) 3,34(1,3-5,1)
kreatinin kinaz (U/1) 87(45-218) 223(126-238) 135(94-245) 245(97-309)

LDL-C: low-density lipoprotein-koleszterin; HDL-C: high-density lipoprotein-koleszterin; CRP: C-reaktiv protein; BMI: body mass index; ApoB: apolipoprotein B,;
ApoA: apolipoprotein A; ApoE: apolipoprotein E
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26. abra. Az 0sszkoleszterin, az LDL-C és a trigliceridszint valtozasa 3
hénapos ezetimib monoterapiat kovetden a kiilonbozé ApoE genotipust

betegcsoportokban

4.3.2. A Niemann-Pick Cl-Like 1 c.-133A>G polimorfizmus hatasa az ezetimib

monoterapia hatékonysagara

A vizsgalt betegek antropometriai, illetve a kezelés elotti és utani laboratdériumi
paramétereit mutatja be a 26. tdbldzat.

Az egész betegcsoportot vizsgdlva harom honapos ezetimib kezelés utdn az
Osszkoleszterin, az LDL-C ¢és a hsCRP szintje szignifikansan csokkent, mikdzben a tobbi
vizsgalt paraméter (triglicerid, HDL-C, apoB, apoAl és CK) szintje nem valtozott
szignifikdnsan. Hat honapos kezelés utdn az 6sszkoleszterin, az LDL-C, és a hsCRP szint
mellett a triglicerid és az apoB szintje is szignifikansan csokkent a kezdeti értékekhez
képest. Tizenkét honapos kezelést kovetden pedig szignifikdnsan csokkent 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.
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26. tablazat: A vizsgalt betegek antropometriai és laboratériumi paraméterei.

Eletkor (évek) 61,23+9,87
Nem (né/férfi) 69/32
BMI (kg/m2) 28,18+4,29
Haskorfogat (cm) 98,54+11,74

kezelés elott kezelés utan

3 hénap valtozds (%) 6 hénap vdltozas (%) 12 honap valtozas (%)

Osszkoleszterin (mmol/l) 7,46+1,42 6,79+1,46%** -9,67 6,72+1,32%%* -7,9 6,48+1,39%*** -11,70
LDL-C (mmol/l) 4,65%1,52 4,16+1,30 *** -10,15 4,07+1,14%** -10,38 3,914£1,09%** -8,52
HDL-C (mmol/l) 1,45+0,43 1,43+0,41 -0,39 1,41£0,42 -0,91 1,39+0,45 1,45
Triglicerid (mmol/l) 2,45 (1,62-4,38) 2,20 (1,70-3,70) -9,93 2,29(1,55-3,84)**  -13,45 2,10(1,60-3,70)* -19,47
ApoB (g/l) 1,30+0,35 1,23£0,33 -2,65 1,17+0,30%* -7,61 1,15+0,28** -6,62
ApoAl (g/l) 1,66+0,37 1,68+0,36 3,07 1,62+0,31 2,18 1,66+0,37 5,01
hsCRP (mg/I) 2,78 (1,69-5,95) 2,46(1,25-5,25) ** -17,68 2,54(0,87-4,87) ** -14,96 2,94(1,50-5,80) -3,28
Kreatin kinaz (U/l) 131,5(87,00-235,50) 123,00(88,00-225,00) -1,10 138,00(98,00-220,00) 2,07 120,00(92,00-224,00)-4,17

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. BMI = body mass index; LDL-C = low-density lipoprotein-cholesterol (alacsony stirliségii lipoprotein-koleszterin);

HDL-C = high-density lipoprotein-cholesterol (nagy siiriiségii lipoprotein-koleszterin); ApoB = apolipoprotein B; ApoA = apolipoprotein A; hsCRP

=high-sensitivity (magas szenzitivitas) C-reaktiv protein.
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A vizsgalt betegpopulacioban a NPC1L1 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 (27.

abra). Mivel a GG genotipusba tartozo betegek aranya alacsony volt, a vizsgalt betegeket

két csoportra osztottuk: AA (G-t nem hordozok) és AG+GG (G hordozok) alcsoportra.

HAA BAG HGG

27. abra. A Niemann-Pick C1-like-1 -133A>G megoszlasa a vizsgalt betegcsoportban

27. tablazat. A kiilonb6z6 NPCI1L1 genotipusok antropometriai adatai és kezelés elotti

laboratériumi paraméterei.

NPC1L1 genotipus AA AG+GG p
n 57 44

Eletkor (évek) 62,02+10,80 60,20+8,54 ns
Nem (né/férfi) 38/19 31/13 ns
BMI (kg/m2) 28,67+4,79 27,5943,60 ns
Haskérfogat (cm) 99,29+13,12 97,71+10,11 ns
Osszkoleszterin (mmol/l) 7,37+1,33 7,59+1,95 ns
LDL-C (mmol/l) 4,62+1,29 4,69+1,78 ns
HDL-C (mmol/l) 1,51+0,50 1,37+0,31 ns
Triglicerid (mmol/l) 2,50(1,50-3,50) 2,30(1,80-4,87) ns
ApoB (g/l) 1,30+0,34 1,30+0,38 ns
ApoAl (g/l) 1,72+0,40 1,56+0,29 ns
hsCRP (mg/l) 2,64(1,67-7,69) 3,02(1,71-4,56) ns
Kreatin kinaz (U/l) 120,00(85,00-245,00) 137,00(94,00-227,00) ns
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n = betegszam, BMI = body mass index, LDL-C = low-density lipoprotein-cholesterol (alacsony
stiriségli lipoprotein-koleszterin), HDL-C = high-density lipoprotein-cholesterol (nagy stiriiségii
lipoprotein-koleszterin), ApoB = apolipoprotein B, ApoA1l = apolipoprotein Al, hsCRP = high-

sensitivity (magas szenzitivitasi) C-reaktiv protein.

A genotipus szerint felosztott betegek kezelés elétti antropometriai és laboratoériumi
paramétereiben nem talaltunk szignifikans eltéréseket (27. tablazat). Mindez arra utal,
hogy lipidcsokkentovel nem kezelt betegekben a genotipusbeli kiilonbség nem okoz
szignifikans lipidszint eltéréseket.

Az ezetimib kezelés hatasdra mind az AA, mind az AG+GG genotipusii betegekben
szignifikas csokkenést észleltiink az &sszkoleszterin €s az LDL-C szintjében 3 és 12
honapos kezelést kovetden. A triglicerid, a HDL-C és az ApoB szintje egyik csoportban
sem csOkkent szignifikans mértékben. Mig az AA genotipusi betegekben az
ApoAlszintje nem szignifikansan csokkent, az AG+GG genotipusuakban 3,6 és 12 honap

utan is szignifikans mértéki emelkedést tapasztaltunk (28. tdbldzat)

28. tablazat: A lipoprotein és apolipoprotein szintek %-ban kifejezett valtozésa 3, 6 ¢€s
12 honapos ezetimib kezelés soran a kiilonb6zé NPC1L1 genotipus csoportok €s az egész

betegpopulacié esetében

AA AG+GG osszes beteg

A4 (%) SD A4 (%) SD A4 (%) SD
Osszkoleszterin
3 honap -9.12 14.8 § -10.27 13.4§ -9.67 14.1
6 honap -7.21 20.9 -8.80 18.3 -7.9 19.7
12 hoénap -12.95 15.5§ -10.06 17.5§ -11.7 16.3
Triglicerid
3 hoénap -8.15 36.8 -10.63 30.7 -9.93 33.8
6 honap -11.11 64.5 -15.84 30.12 -13.45 52.0
12 hoénap -19.47 60.2 -19.80 49.7 -19.47 55.6
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LDL-C

3 honap -9.29 18.7 § -11.02 16.6 § -10.15 17.6
6 honap -10.78 29.3 -9.96 21.5 -10.38 25.6
12 hoénap -5.94 32.8§ -11.00 21.0§ -8.52 27.2
HDL-C

3 hénap -4.45 12.6 3.94 21.4 -0.39 17.8
6 honap -5.09 24.8 3.58 23.2 -0.91 24.3
12 hoénap -1.67 22.9 4.57 30.6 1.45 26.9
ApoB

3 hoénap -1.16 24.1 -4.44 14.6 -2.65 20.2
6 honap -9.12 158 § -5.88 17.5 -7.61 16.5
12 hénap -6.83 29.18§ -6.38 16.6 -6.62 23.7
ApoAl

3 honap -1.96 10.4 9.15 21.1 8y 3.07 16.9
6 honap -3.39 15.1 8.54 226§y 2.18 19.7
12 hoénap -2.74 19.2 13.58 2578y 5.01 23.7

LDL-C = low-density lipoprotein-cholesterol (alacsony stiriiségii lipoprotein-koleszterin); HDL-
C = high-density lipoprotein-cholesterol (nagy stirtiségii lipoprotein-koleszterin; ApoB =
apolipoprotein B; ApoAl = apolipoprotein Al; §: p<0.05 a kiindulasi értékekhez viszonyitva; y:
p<0.05 az AA és AG+GG genotipus kozott

A genotipusonként eltérd, ApoAl és HDL-C szintre gyakorolt ezetimib hatast mutatja be
a 28. dbra. Az AA genotipusu betegekben az ezetimib kezelés hatdsira nem szignifikdns
mértékil csokkenést észleltiink az ApoAl és HDL-C szintekben, mig a G allélt hordozo
AG és GG genotipust betegekben az ApoAl szintje szignifikansan, a HDL-C szintje nem

szignifikansan ndtt.
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28. abra: Az apolipoprotein Al (A) és a nagy stirtiségii lipoprotein-koleszterin (HDL-C)

(B) szint valtozéasa (%) 3, 6 és 12 honapos ezetimib monoterépia a kiilonb6zé NPCI1L1

genotipusok genotipus csoportok €s az egész betegpopulacio esetében
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4.4, A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasa a chemerin, afamin és E-vitamin szintekre,

rrrrrrr

4.4.1. A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasa a lipoproteinek és a szérum chemerin

szintjére

A vizsgalatba bevont 6 sulyos heterozigdta familidris hypercholesterinaemias beteg

klinikai adatait €s laboratoriumi eredményeit az LDL aferezis kezelés elott és utan a 29.

tablazat szemlélteti. A kezelés hatasara szignifikans mértékben csokkent a betegek

Osszkoleszterin, LDL-C, HDL-C, ApoB, ApoAl és szérum kreatinin szintje. A szérum

chemerin szint szintén szignifikansan csokkent. Jelent6sen csokkent a kis-denz LDL

szubfrakcio szazalékos aranya é€s a kicsi HDL szubfrakcio szdzalékos aranya, mig az

atlagos LDL méret szignifikdnsan nott.

29. tablazat: A betegek antropometriai adatai és lipid paraméterei az LDL aferezis

kezelés elott és utan

Kezelés elott Kezelés utan Valtozas (%)
Kor (év) 60,57+4,79
Nem (né/férfi) 3/3
Testtomeg index (kg/mz) 26,19+2,14
Derék korfogat (cm) 101+8,19
Osszkoleszterin (mmol/L) 9,25+1,49 4,41+0,99%** -52,58
LDL-C (mmol/L) 6,92+1,34 2,69+0,97*** -61,84
HDL-C (mmol/L) 1,40+0,31 1,244+0,16* -10,46
Apo B (g/L) 2,10+0,42 0,82+0,28*** -61,49
Apo A (g/L) 1,69+0,19 1,4440,10%* -14,09
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Kreatinin (umol/L) 94,33+58,18
Szérum chemerin (ng/mL)  82,34+36,30
Nagy LDL (%) 27,36+6,64
Kis-denz LDL (%) 4,86+4,27

Atlagos LDL méret (nm) 26,64+0,568

Nagy HDL (%0) 21,08+4,79
Kozepes HDL (%) 45,16+5,25
Kis HDL (%) 33,76+8,66

82,33+52,95%*

59,09+24,89**

23,72+4,62

1,14+1,57%*

26,98+0,402*

24,36+4,25

50,02+3,47

25,6245,75%*

-13,52

-27,26

-12,20

-83,81

0,129

16,70

11,45

-23,44

Az adatok atlag+szoras (SD) formaban vannak feltiintetve. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Annak vizsgalatara, hogy a chemerin szint csokkenésért a fehérje aferezis oszlophoz

torténd kikotddése felel-e, az oszloprol a kezelést kdvetden eltéré pH-ji pufferoldatok

felhasznalasaval elualtuk a fehérjéket, és az eluatumbol meghataroztuk a chemerin

koncentraciokat. A 30. tablazat a 6 beteg esetén a kiilonboz6 pH értékkel rendelkezd

elualo oldatok alkalmazasaval nyert eludtumokban mért chemerin koncentraciot mutatja.

A legmagasabb chemerin szintet a pH 5,0 elual6 oldattal nyertiik. Ezzel igazoltuk, hogy

a kezelés soran a chemerin az aferezis oszlophoz kotodik.

30. tablazat. Az LDL aferezis oszloprdl eludlt oldat chemerin szintjei (ng/mL).

Betegl Beteg2 Beteg3 Beteg4 Beteg5 Beteg6

Median

pH3.0 148,89 79,73 71,69 134,69

pH4.0 38328 187,44 169,43 112,59

pH50 649,73 272,62 273,76 176,37

37,82 24,77

122,23 124,62

188,79 278,31

75,7 (37,8-134,7)

147,0 (122,2-187,4)

273,2 (188,8-278,3)
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A 29. dbra a szérum chemerin szint és a chemerin/kreatinin arany valtozasat mutatja be
a kezelés el6tt és utan a 6 bevont beteg esetén. Mindegyik beteg esetén csokkent a
chemerin szint a kezelés hatasara. Bar a vizsgalt betegek alacsony szama miatt egyértelmi
kovetkeztetés nem vonhato le, a csokkenés mértéke a kiindulasi chemerin szintjével mutat
némi Osszefliggést. A chemerin/kreatinin arany 4 beteg esetén csokkent, mig kettd

esetében érdemben nem valtozott.
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29. abra. (a) Hat beteg (B1-B6) szérum chemerin szintjei (ng/mL) és (b) Hat beteg (B1-
B6) szérum chemerin/kreatinin aranya (%) kozvetleniil az els6 szelektiv LDL aferezis
kezeléstik eldtt és utan DALI 750 oszlopok alkalmazésaval. Rovidités: SEM, standard

error of the mean-atlag szorasa

Egy beteg esetén 12 honapon at kovettiik a kezelések eldtt mért chemerin szinteket a

hosszt tavl hatds megitélése céljabol, melyet a 30. d@bra mutat be. A rendszeres
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(havonkénti) kezelések hatasara a szérum chemerin szint egyértelmi csdkkenést mutatott.
5 kezelést kovetden a kezeléseket a beteg kérésére megszakitottuk, majd 3 honap
elteltével ismét elinditottuk. Lathatd, hogy a kezelések elmaradasaval a chemerin szintje
ismét megemelkedett, majd a rendszeres kezelések hatdsara ismét csokkend tendenciat

mutatott.
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60+ ’
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Hoénapok

Szérum chemerin koncentracié (ng/ml)
N

30. abra: Az egyik beteg (B2) havonkénti LDL aferezis kezelés elott mért szérum
chemerin szint valtozasai 12 honapon keresztiil. A kezelés 3 honapon keresztiil sziinetelt

(szaggatott vonal).

Az LDL szubfrakciok megoszlasaban észlelt kedvezo valtozasokat szemlélteti a 31. dbra,
melyen az egyik beteg reprezentativ lipoprotein szubfrakcios mintazata lathaté az LDL
aferezis kezelés elott és utan. A jelentés LDL-C csokkenés miatt a gorbe alatti teriilet
csOkken, de ezen beliil eltolodas figyelheté meg a nagyobb méretli LDL szubfrakciok
iranyaba. Jol lathato, hogy a pirossal jelolt kis-denz LDL szubfrakci®6 mennyisége
jelentdsen csokken a kezelést kovetden. Mindez magyardzza az atlagos LDL méret

emelkedését a kezelés utan.
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(a) Sample: before treatment Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
VLDL MID LDL HDL
C B All 2 314|516 7

Area % 16.0 81 106 11.6 19.0 173 52

Particle-Size (&) 277 261 245
Mean LDL-Particle Size: 2663 A | ; »265 and <268)

(b ) Sample: after treatment Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
VLDL MID LoL HDL
C B All 2 3141|516 7

Area % 228 54 10.9 117 199 9.0

Particle-Size [A) 277 261
Mean LDL-Particle Size:  272.0 A [TYPE A; 2268.0)

31. abra A familidris hypercholesterinaemias betegek reprezentativ lipoprotein
szubfrakcids mintazata LDL aferezis kezelés el6tt (a) és utan (b). A Kis-denz LDL

szubfrakcidk piros szinnel jeloltek.

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

A 6 sulyos heterozigota familidris hypercholesterinaemias beteg és kontrollok klinikai
adatait és laboratoriumi eredményeit a 31. tdabldzat mutatja be. A betegeknél a kontrollhoz
viszonyitva szignifikansan magasabb 0Osszkoleszterin, LDL-C és ApoB, valamint
szignifikdnsan alacsonyabb HDL-C ¢és ApoAl szinteket észleltiink. Szignifikdnsan
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
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ApoAl szintjét. Mérsékelten, de szignifikansan csokkent a szérum afamin szintje, és

jelentésen csokkent az ao- és y-tokoferol szint. Az afamin/HDL-C ¢és az

afamin/ApoAlhanyados nem  valtozott  szignifikdins  mértékben. Az «a-
tokoferol/koleszterin és a y-tokoferol/koleszterin hanyados ugyanakkor szignifikans
mértékben emelkedett. Jelentdsen és szignifikdnsan csokkent az oxidalt LDL szintje a

kezelést kovetden.

31. tablazat. A betegek ¢s kontrollok antropometriai adatai €s laboratériumi paraméterei

az LDL aferezis kezelés elott és utan.

Betegek Kontrollok

Kezelés elott Kezelés utan  Valtozas (%)
Kor (év) 59,17+3,31 56,43+3,64
Nem (né/férfi) 3/3 4/3
Testtomeg index (kg/m?) 25,83+2,14 27,13+3,13
Osszkoleszterin (mmol/L) 9,25+1,49 4,41£0,99**%* 526 5,02+1,017f
LDL-C (mmol/L) 6,92+1,34 2,69+0,97**%*  -61,8 2,96+0,67""
HDL-C (mmol/L) 1,40+0,31 1,24+0,16*  -10,5 1,68+0,37"
Apo B (g/L) 2,10+0,42 0,82+0,28*** 615 0,95+0,25'"
Apo Al (g/L) 1,69+0,19 1,44+0,10%*  -14,1 1,86+0,28"
Kreatinin (umol/L) 70,8+8.8 6149, 5%* -13,8 73,8+13.4
Szérum afamin (ng/mL) 126,5+32,4  113,6£27,8** -9,4 90,2+21,5'"
Afamin/HDL-C (mg/mmol)  92,514+26,3 93,94+29,1 +1,1 54,62+12,2"
Afamin/Apo A1(mg/g) 74,63£15,7  78,84+19 +5,4 48,9349 21
a-tokoferol (ug/ml) 16,99+5,07  10,8+2% -34,1 9,26+0,8'"
v- tokoferol (ug/ml) 0,35+0,09 0,22+0,04**  -32,9 0,17+0,05""
a- tokoferol/kol (mg/mmol) 1,86+0,6 2,52+0,6%* +41,4 1,8+0,3
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v- tokoferol/kol (mg/mmol) 0,04+0,01 0,05+0,02* +40,3 0,03+0,01

oxidalt LDL (U/L) 76+8,9 33,1412,9%* 574 47,9+13,6"

Az adatok atlagtszoras (SD) formaban vannak feltiintetve.
Kezelés el6tt vs. kezelés utan: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
Kezelés el6tt vs. kontroll: 'p<0,05; Tp<0,01; "p<0,001

A betegeknél a szignifikansan alacsonyabb volt a nagy HDL szubfrakci6, mig
szignifikansan magasabb a kis HDL szufrakci6 szazalékos aranya a kontrollokhoz
viszonyitva (32. tabldazaf). A kezelés hatdsara a betegek szérumaban szignifikans
mértékben csokkent a kis HDL szubfrakci6d szézalékos ardnya, mig a nagy és kozepes
HDL szubfrakciok szazalékos aranyaban nem szignifikans mértékii emelkedést

észleltiink.

32. tablazat: A betegek ¢és kontrollok HDL szubfrakcioinak szazalékos eloszlasa LDL

aferezis kezelés el6tt és utan

Betegek Kontrollok
Kezelés elott Kezelés utan Valtozas (%)
Nagy HDL (%) 21,08+4,79 24,36+4,25 16,70 30,07+5,25°
Kozepes HDL (%)  45,16+5,25 50,02+3,47 11,45 48,47+3,19
Kis HDL (%) 33,76+8,66 25,62+5,75%*%  -23,44 21,46+6,28"

Az adatok atlag+szoras (SD) formaban vannak feltiintetve.
Kezelés elétt vs. kezelés utan: **p<0,01

Kezelés el6tt vs. kontroll: Tp<0,05

A kezelés afamin szintre és afamin/HDL-C hanyadosra gyakorolt hatasat a 6 beteg esetén
a 32. dbra mutatja be. A szérum afamin szint 5 beteg esetén mérsékelten csokkent, egy
beteg esetén mérsékelt emelkedést tapasztalunk, a valtozds mértéke ugyanakkor nem
fiiggott a kiindulasi afamin szintekt6l. Az afamin/HDL-C hanyados egyik beteg esetén

sem mutatott érdemi valtozast a kezelés hatasara.
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32. abra: (a) Hat beteg szérum afamin szintjei (ng/mL); (b) A hat beteg szérum
afamin/HDL aranyainak valtozasai kozvetleniil az els6, DALI 750 oszlopok
alkalmazasaval torténo szelektiv LDL aferezis kezelésiik elott és utan. Rovidités: SEM,

standard error of the mean (4tlag szorésa).

Az a-tokoferol szintje minden beteg esetén jelentdsen csokkent a kezelés hatdsara, mig
az o-tokoferol/koleszterin hanyados minden beteg esetén jelentésen magasabb volt a

kezelést kovetden a kiinduldsi értékekhez képest (33. dbra).
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33. abra: (a) A hat beteg szérum a-tokoferolszintjei (ug/mL) és; (b) A hat beteg szérum
a-tokoferol/koleszterin aranyainak valtozasai kozvetleniil az els6é, DALI 750 oszlopok
alkalmazasaval tortén6 szelektiv LDL aferezis kezelésiik el6tt és utan. Rovidités: SEM,

standard error of the mean (4tlag szorésa).

A y-tokoferol szintje 5 beteg esetében jelentdsen csokkent a kezelés hatdsara, egy beteg
esetén nem észleltlink érdemi valtozast. A csokkenés mértéke nem fliggdtt Ossze a
kiindulasi y-tokoferol szintekkel. A y-tokoferol/koleszterin hanyados ezzel szemben

minden beteg esetében szignifikdnsan emelkedett a kezelést kovetden (34. dbra).
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34. abra. (a) A hat beteg szérum y-tokoferol szintjei (ug/mL) és; (b) A hat beteg
szérum y-tocopherol/koleszterin aranyainak valtozasai kozvetlentil az elsé, DALI 750
oszlopok alkalmazasaval torténé szelektiv LDL aferezis kezelésiik elott és utan.

Rovidités: SEM, standard error of the mean (atlag szorasa).
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5. Megbeszélés

5.1. A paraoxonaz aktivitas dsszefiiggése egyes, az érelmeszesedés kialakulasaban
szerepet jatszo tényezokkel

5.1.1 A paraoxonaz aktivitas és a carotis intima-média tavolsag kozotti osszefiiggés
A B-mod ultrahang vizsgalattal detektalt IMT az érelmeszesedés korai szakaszanak
elfogadott markere, melyet a nemzetkozi irodalom is széles korben alkalmaz [179-181].
Bar kordbban mar leirtdk a PON1 paraoxondz protektiv szerepét az érelmeszesedés
kialakulasaban, az IMT ¢és a PONI1 aktivitas kozotti 6sszefliggés tekintetében az irodalmi
adatok nem voltak egységesek. Eredményeink alapjan a PON1 aktivitas és az IMT kozott
negativ korrelacio igazolodott a teljes vizsgalati populdcidban. Bar a carotis sziikiilettel
rendelkezé betegek esetén mind a PON1 paraoxonaz, mind a s6 stimulalt paraoxonaz
aktivitds alacsonyabb volt, a kiillonbség a kontroll csoporthoz képest nem bizonyult
szignifikans mértékiinek, részben az egyénenként igen eltérd PONI1 aktivitasok miatt
[182], de korabbi vizsgalatok sem észleltek csokkent PON1 aktivitast carotis sziikiilettel
rendelkez6 betegeknél [183-185]. Az érelmeszesedés kialakulasdban a gyulladas és
oxidativ stressz mellett az immunologiai folyamatoknak is jelentds szerepe van. Az egyes
plakk komponensek, koztiik az oxLDL ellen a B sejtek altal termelt autoantitestek
lassithatjak az érelmeszesedés folyamatat. Az anti-oxLDL antitestek szintje emellett jol
jellemzi az LDL oxidativ modosulasanak mértékét. Mivel a PONT képes kivédeni az LDL
oxidaciojat az oxidalt lipidek hidrolizisén keresztiil, feltételeztiik, hogy a magasabb
PON1 aktivitdshoz alacsonyabb anti-oxXLDL szintek téarsulnak. Eredményeink
alatdmasztjak hipotézisiinket, mivel szignifikans negativ korrelaciot taldltunk mind a
PONI1 paraoxondz, mind a PONI s6 stimuldlt paraoxondz aktivitds és az anti-oXLDL
szintje kozott. Mindezek az adatok jelzik a PON1 aktivitas jelent6ségét az LDL oxidacid
gatlasaban Nem talaltunk ugyanakkor 6sszefliggést a PON1-192 fenotipusok és az IMT
kozott, mely egybevag a PON1 genotipus és IMT Osszefiiggését vizsgalod irodalmi adatok
egy részével [183, 186-190], masok azonban igazoltdk a genotipus és az IMT
Osszefuggését [191-195]. Meg kell azonban jegyezni, hogy az utobbi évtizedek kutatasi
eredményei alapjan klinikai szempontbol a PONI aktivitas ill. fenotipus jelentdségét
nagyobbnak talaltak, mint a genotipusét [196]. Igaz, az életkor és az érelmeszesedés foka
befolyasolhatja az Osszefliggést, ami magyardzhatja, hogy egyes korabbi vizsgalatok,

példaul gyermekeknél miért nem jutottak hasonld eredményre [197]. A vizsgalat korlatjai
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koziil az alacsony betegszam és az oxLDL szint mérésének hidnya emlitendd.
Ugyanakkor az eredmények ravilagitanak az LDL oxidéaci6 kiemelt szerepére a korai
érelmeszesedés folyamataban, és igazoljak a PON1 aktivitas védo szerepét.

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

A HDL-hez kapcsol6do enzimek koziil a lipid paraméterek mellett a pro-oxidans hatasu
MPO koncentracidé ¢€s az anti-oxidans tulajdonsagokkal rendelkezé PONI aktivitas
kozotti Osszefliggést vizsgaltuk Gjonnan diagnosztizalt, még kezeletlen, részben mar
érszovodménnyel  rendelkezé  (iszkémids  szivbetegségben, cerebrovaszkularis
megbetegedésben vagy alsovégtagi érsziikiiletben szenvedd), részben ismert
szovodmeényektdl mentes hyperlipidaemids betegnél. Emellett az érelmeszesedés
folyamataban szerepet jatszO MMP-9 és annak szoveti inhibitoranak, a TIMP-1-nek a
szintjét is mértiik, a korabbindl komplexebb médon mérve fel ezen betegcsoport
kockazatat az érelmeszesedés kialakuldsara. Szignifikansan magasabb Osszkoleszterin,
LDL-C, triglicerid és hugysav szinteket talaltunk a wvaszkuldris szovédménnyel
rendelkezd betegeknél a szovodménnyel nem rendelkezd betegekhez képest, igazolva
ezen ismerten pro-atherogén tényezOk kedvezétlen hatasat az érszovédmények
kialakuldsara. A vaszkularis szovodménnyel rendelkezd ¢és szovodménymentes
betegcsoport HDL-C szintje k6zott nem talaltunk szignifikans eltérést. A jelentOs
mértékben a HDL-hez kototten keringd MPO szintje szignifikansan magasabb volt a
vaszkularis szovodménnyel rendelkez6 csoportban, igazolva a nagyobb mértéki oxidativ
stresszt ezeknél a betegeknél. A PONI arileszteraz és paraoxonaz aktivitasban
szignifikdns mértékii kiillonbséget nem taldltunk, feltehetden a jelentds egyéni aktivitas
eltérések miatt. Szignifikdns pozitiv korrelaciot mutattunk ki az MPO és MMP-9,
valamint az MPO ¢és a TIMP-1 szintek k6zott a vaszkularis sz6védménnyel rendelkezd
¢s nem rendelkezd betegeknél egyarant, ami jelezheti az ismert szovédménnyel még nem
rendelkezd betegek szubklinikus, tiineteket még nem okozd, de mar jelen 1évo kezd6do
érelmeszesedését. Az MPO szint és a PON1 arileszterdz aktivitas kozott szignifikans
negativ korrelaciot talaltunk mind a teljes betegpopuldcioban, mind a vaszkularis
szovodménnyel rendelkezd és nem rendelkezd alcsoportokban. Ugyanakkor a PON1
paraoxonaz aktivitds és az MPO szint kozotti negativ Osszefliggés nem bizonyult

szignifikans mértékiinek. Az MPO és PON1 kozotti negativ osszefliggést kordbban 2-es
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tipusu diabetes mellitusban és koszoraér betegségben szenvedd betegeknél mar igazoltak
[198, 199]. A szoros inverz korrelaciot magyarazza az MPO és a PON1 szoros kapcsolata
¢s egymasra kifejtett gatlo hatdasa, melyet in vitro vizsgalatok elegans modon
bizonyitottak [76]. Ennek hatasra vezették be az MPO/PONI aranyt a HDL funkcié
jellemzésére [77], mely vizsgalatunk eredményei alapjan szignifikansan magasabbnak
bizonyult a vaszkularis szovodménnyel rendelkezd csoportban a szovodménymentes
csoporthoz viszonyitva, alatdmasztva az MPO/PON1 arany alkalmazéasanak potencialis
hasznat a kardiovaszkularis kockazatbecslésben.

Tobbszoros regresszios analizist alkalmazva azt talaltuk, hogy az MMP-9 és TIMP-1
szint, valamint a PON1 arileszteraz aktivitas az MPO szint szignifikans prediktorai mind
a teljes betegpopulaciot, mind a vaszkularis szovédménnyel nem rendelkezé alcsoportot
tekintve. A vaszkularis szovodménnyel rendelkezd betegeknél azonban az MPO szint
egyetlen fliggetlen prediktora a PON1 arileszteraz aktivitas volt.

Eredményeink ravildgitanak az érelmeszesedés folyamataban részvevd pro- é€s anti-
oxidans enzimek és egyéb fehérjék miikodésének komplexitasara, az egymasra kifejtett
hatasok sokrétii jellegére, mely magyarazza az egyes biomarkerek alkalmazhatdsaganak
korlatait klinikai gyakorlatban. Aldhtizza ugyanakkor a HDL funkcié jelentOségét,
melynek komplex értékeléséhez a mai napig nem all rendelkezésre igazoltan hatékony
modszer.

A vaszkularis szovédménnyel rendelkez6 betegek életkora emellett szignifikansan
magasabb, mint a szévodménnyel nem rendelkezOké, ami, tekintve, hogy az
érelmeszesedés folyamata évtizedeken at zajlik, nem meglepd. A vizsgalt paraméterek
azonban nem mutatnak Osszefliggést az életkorral, igy az eltérd életkor a két csoport
ko6z6tt minden bizonnyal nem befolyasolja a kapott eredményeket. Eredményeink els6
izben igazoltak az MPO és az MMP-9, valamint az MPO és a TIMP-1 szintek k6zotti
szoros 0sszefliggéseket, €s megerdsitették a mas beteganyagon észlelt sszefliggéseket az
MPO szint és a PONT1 aktivitas kozott kezeletlen hyperlipidaemias betegekben.

5.1.3. A paraoxonaz aktivitas és a mieloperoxidaz szint oOsszefiiggése egyes
vaszkularis markerek szintjével

Egy korabbi vizsgalat nem talalt osszefliggést az ismételt kardiovaszkularis esemény
kockazata, valamint a plazma LDL-C, MMP-9, MPO, sCD40L, sICAM-1 és sVCAM-1

szintje kozott atorvastatin kezelésben részesiilé betegekben [200]. Ugyanakkor szamos
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korabbi vizsgalat bizonyitotta, hogy a statin és ezetimib kezelés jelentdsen befolyasolja e
kardiovaszkularis markerek szintjét [201, 202]. Ezért az érelmeszesedés kialakulasaban
résztvevo fehérjék szerepe kezelt betegeken nem vizsgalhatdo megfeleld médon, mivel a
legtobb hyperlipidaemias beteg esetén kezdddo érelmeszesedés mar megfigyelhetd, még
ha a klinikumban alkalmazott vizsgalomodszerekkel nem is kimutathatdé mértékii. Ezért
az altalunk vizsgalt frissen diagnosztizalt, még kezeletlen, részben mar vaszkularis
szovodménnyel rendelkezd, részben vaszkularis szovOdmény mentes betegcsoport
vizsgalata értékes informaciokkal szolgalhat.

A polimorfonuklearis leukocitadk a szabadgyokok és a gyulladdsos mediatorok
legfontosabb forrasai [203]. Aktivaciojuk a kronikus oxidativ stressz €s az alacsony foku
gyulladasos folyamatok kialakulasahoz vezet, mely endothel diszfunkcio, fokozott
érelmeszesedés, ennek kovetkeztében kardiovaszkularis szovodmények kialakulasaval
jar. Ismert, hogy hyperlipidaemias betegekben a polimorfonuklearis leukocitak termelte
MPO és a szérum MPO aktivitas emelkedett [204]. A sajat betegeinknél talalt pozitiv
Osszefliggés az MPO, valamint a sSCD40L, ADMA ¢és sICAM-1 szintek kozott a teljes
betegcsoportban alatimasztja azt, hogy a polimorfonuklearis leukocitak jelentés szerepet
jatszhatnak az érelmeszesedés korai szakaszanak kialakulasaban. Az ADMA korabbi
megfigyelések szerint csokkenti a polimorfonuklearis leukocitak nitrogén-monoxid
termelését, mely fokozza a leukocitdk endothel sejtekhez torténd adhézidjat, szuperoxid
anion és MPO termelését [205]. Az altalunk talalt szignifikans pozitiv korrelacié az
ADMA ¢és az MPO szintje kozott alatdmasztja a fenti ADMA/MPO interakcio
koncepcidjat.

Bar a PONT aktivitas kedvez6 hatasa az érelmeszesedés folyamataban jo1 ismert, a pontos
mechanizmus nem tisztdzott minden részletében. A PONI laktondz aktivitdsanak
jelent6sége az immunrendszer mitkodésében korabban mar felmeriilt. Az 5-hidroxi-
ikozatetransav (5-HETE) laktont a PON1 képes bontani, mely hozzajarulhat a PON1
lokalis gyulladascsokkentd hatasahoz [38]. Mivel a PONI laktondz és arileszteraz
aktivitasa szorosan korreldl, az altalunk észlelt szignifikans negativ korrelacié a sCD40L,
ADMA ¢és sICAM-1 szintekkel a teljes betegcsoportban a PON1 laktonaz aktivitasabol
fakado gyulladascsokkenté hatésat tiikrozi. Erdekes modon tobbszords regresszios
analizist végezve azt taldltuk, hogy a PONI1 arileszteraz aktivitds az MPO szérum

szintjének fliggetlen prediktora, de csak a vaszkularis szovédménnyel még nem
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rendelkezé betegcsoportban, ami arra utalhat, hogy az éremeszesedés kezdeti
szakaszaban a kordbban leirt HDL-MPO-PON1 harmas komplexnek klinikai
szempontbol is van jelentésége [76]. A vizsgalat korlatai koziil a vaszkularis
szovodménnyel rendelkezd betegek relativ kis aranya emlitendd, bar a teljes betegesoport
nagy létszami. A korai érelmeszesedés kimutatasara alkalmas vizsgalomodszerek
(példaul IMT vagy flow-medialt dilatacid, esetleg artérias stiffness meghatarozas)
tovabbi fontos informacidval szolgdlhatna. Bar a vaszkularis sz6vodménnyel rendelkezd
¢s nem rendelkezd betegcsoportok életkora kozott, nem meglepd modon, szignifikans
kiilonbség van, a vizsgalt paraméterek nem mutattak szignifikdns korrelaciét az
¢letkorral, igy az életkor szerepe a megfigyelések szempontjabdl nem jelentds.

Vizsgalatunk eldszor igazolta a PONI arileszteraz aktivitas valamint a szérum sCD40L,
ADMA ¢és sICAM-1 szintek kozotti szignifikans negativ, illetve a szérum MPO valamint
a sCD40L, ADMA ¢és sICAM-1 szintek kozotti szignifikdns pozitiv korreldciokat
kezeletlen hyperlipidaemids betegek vizsgalata soran. Eredményeink ravildgitanak a
HDL-hez kotott pro- €s antioxidans hatast enzimek jelentéségére az endothel diszfunkcid

¢s az érelmeszesedés korai szakaszahoz kapcsolodod gyulladasos folyamatokban.

5.1.4. A HDL szubfrakciok és a HDL-hez kotott enzimek vizsgalata

A szérum HDL-C mérés elfogadott a klinikai gyakorlatban, azonban nem szolgal
elegend6 informacioval a HDL részecskék funkciojat és dsszetételét illetéen. Ugyanakkor
ennek meghatarozasara nincs egységesen elfogadott modszer, bar az utdbbi évtizedekben
szamos erre a feladatra kifejlesztett tesztet publikaltak [206]. Ennek kovetkeztében a
HDL funkci6 és 0sszetétel 0sszefliggése a sziv- €s érrendszeri betegségek kialakulasaval
a mai napig vitatott kérdés, ezért a témaban végzett 01j kutatasi eredmények mindegyike
nagy jelentdséggel bir. A szubfrakciok meghatarozasat illetden szintén nem egységes az
allaspont, de a kutatdsi eredmények tobbsége azt igazolta, hogy a lipidekben gazdagabb,
nagyobb méreti HDL2 szubfrakcié foként a reverz koleszterin transzportban bir
jelentdséggel, igy védo hatast az érelmeszesedés és a kardiovaszkularis megbetegedések
kialakuldsa szempontjabol, mig a nagyobb fehérje tartalmu, kisebb méreti HDL3
szubfrakcid kedveztd hatasa az érelmeszesedés szempontjabol kevésbé nyilvanvalo, de
szamos antioxidans enzim, koztilk a PON1 hordozoja [207]. Kezeletlen hyperlipidaemias,

manifeszt vaszkularis szovédménnyel még nem rendelkezd betegeinknél a poliakrilamid
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gélelektroforézissel meghatarozott HDL szubfrakcidok ardnya a kisebb HDL részecskék
iranyba tolodott el az egészséges kontroll csoporthoz képest, ami vélhetden kedvezdtlen
a hyperlipidaemias betegek szempontjabol. Ugyanakkor ezek az eltérések nem jelentds
mértékiliek, és az alkalmazott modszer akar jelentés mértékben modosithatja a kapott
eredményt ugyanazon betegcsoporton beliil is, ami rairanyitja a figyelmet a HDL
funkcios vizsgalatok jelentdségére, melyek koziil a HDL felszinén egymashoz fizikai
kozelségben elhelyezkedd PONI1 aktivitasat és az MPO szintjét vizsgaltuk a betegek
szérum mintaibol.

Sem a PON1 paraoxondz, sem az arileszteraz aktivitds nem mutatott szignifikans eltérést
az egészséges kontroll csoporthoz viszonyitva. A PONI aktivitas egyénenkénti igen nagy,
akar 40-szeres variabilitdisa azonban megneheziti az értékelést. Mivel a PONL1
génpolimorfizmusai, elsésorban a PON1-Q192R ebben jelentés szerepet jatszik [208,
209], kettds szubsztrat modszerrel meghataroztuk a betegek és a kontrollok fenotipus
megoszlasat, mely mindkét csoportban kdvette a Hardy-Weinberg ekvilibriumot és nem
mutatott szignifikdns eltérést egymastdl. Mindez alatdmasztja azt az alatlanos szakmai
véleményt, mely szerint dnmagaban a PONI1 aktivitds mérése nem elegend6 a HDL
funkcié értékelésére, ezért, mint biomarker, alkalmatlan a kardiovaszkularis kockazat
felmérésére.

A prooxidans, szérum MPO szintjét azonban szignifikdnsan nagyobbnak talaltuk az
egészséges kontrol csoporthoz képest. Mivel a HDL felszinén a PON1 és az MPO
egymasra kolcsondsen gatld hatast fejtenek ki, kordbbi tanulmanyok felvetették az
MPO/PONI1 arany, mint HDL diszfunkci6 indikator alkalmazasanak lehetdségét a sziv-
¢s érrendszeri betegségek kockazatbecslésére [77]. Meghatarozva az MPO/PONI aranyt,
az szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult a hyperlipidaemids betegekben a kontroll
populacidhoz viszonyitva, jelezve a HDL funkcidjédnak prooxidans iranyu eltolodasat.

A vizsgalat korlatai koziil a viszonylag alacsony betegszam és a fiatalabb kontroll
populacio emelendd ki, bar a vizsgalt paraméterek ezuttal sem mutattak korfliggést.
Egyéb HDL funkcios tesztek, példaul a HDL koleszterin efflux meghatdrozas, vagy mas,
HDL-hez kozott enzimek, példaul az LCAT vagy PAFAH aktivitdsdnak mérése tovabbi
adalékul szolgalhatna a HDL funkcié értékelésében. A vizsgélat ujdonsagat a vizsgalt
paramétereket egyébként jelentdsen befolyasolo lipidcsokkentd kezelés hianya és a HDL

Osszetétel és funkcio egyiittes vizsgalata szolgaltatja.
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5.2. Az atorvastatin kezelés hatiasa a HDL funkciojara és osszetételére

A hyperlipidaemia gyogyszeres kezelésének alapja jelenleg is a statin kezelés, azonban
az egyes statin készitmények nem-lipid hatdsai, koztiilk antioxidans tulajdonsagai
jelentdsen eltéréek lehetnek. Egy korabbi tanulmany arr6l szamolt be, hogy az
atorvastatin hidroxilalt metabolitjai képesek kivédeni az egyes lipoprotein frakciok
rézion, szabadgyok vagy makrofiag indukalta in vitro oxidaciojat [44]. Egy masik
vizsgalat azt igazolta, hogy az atorvastatin 0-hidroxi metabolitja d6zisfliggd mddon
gatolja az LDL oxidéaciojat, mig mas statin agensek joval kisebb mértékben fejtettek ki
gatlo hatast [210]. Az atorvastatin aktiv metabolitjai emellett gatoljak az arachidonsavbol
oxidacioval torténd izoprostan képzddését, valamint az oxidativ stressz hatasara kialakulo
membran koleszterin domének megjelenését a foszfolipid vezikulakban. Az atorvastatin
tehat kifejezett antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezik.

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

Az LDL oxidativ médosulasa az érelmeszesdés kialakulasanak egyik legfontosabb
kezdeti 1épése, mely kulcsszerepet jatszik a gyulladasos sejtek aktivacidjaban, érfalba
torténd bejutasaban és a makrofagok habos sejtekké torténd atalakulasaban. Emellett
csokkenti az NO szintjét, mely a gyulladasos folyamatokkal egyiitt endothel diszfunkciot
eredményez [211]. Az LDL oxidaciéja kapcsan, a tobbszordsen telitett zsirsavak
peroxidacidja soran képzodott lipid peroxidok egy lancreakcid végeredményeként igen
reaktiv végtermékek, koztiilk MDA, 4-hidroxi alkanok és 2-alkének keletkezését okozzak,
melyek DNS szerkezetének jelentds kéarosoddsat, annak fragmentaciojat, DNS
keresztkotések és adduktok kialakulasahoz vezetnek, ezaltal mutagének [212]. A HDL-
hez kotott PON1 a lipid peroxidok hidrolizise révén az LDL oxidaciot képes gatolni
[213]. Munkacsoportunk korabban mar igazolta a PON1 aktivitas és a comet assay-vel
detektalt oxidativ DNS karosodas mértéke kozotti negativ korrelaciot hyperlipidaemias
betegeknél [214].

Hatékony lipidcsokkentd és antioxidans tulajdonsaga miatt vizsgaltuk hdrom honapos
atorvastatin kezelés hatasat a PON1 aktivitasra, a szuperoxid anion és TBARS szintekre

¢és a comet assay-vel detektalt oxidativ DNS kéarosodasra hyperlipidaemids betegekben.
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A kezelés az irodalmi adatoknak megfelelé mértékben csdkkentette az 6sszkoleszterin és
az LDL-C szintet [215, 216], mig nem talaltunk szignifikans eltérést a HDL-C és
triglicerid szintek tekintetében. Az atorvastatin kezelés HDL-re kifejtett hatdsa egyes
korabbi vizsgalatokban kedvezd volt [216-218], masok nem talaltak szignifikans HDL-C
emelkedést a kezelés soran [219]. Az atorvastatin csokkentette az oxidalt LDL [218] és a
tomegspektrometrias modszerrel meghatarozott oxidativ markere szintjét [220]. Egy
masik statin, a simvastatin pedig csokkentette az lipid preoxidaciés markereként széles
korben hasznalt TBARS szintjét [221]. Az atorvastatin PON1 aktivitasra gyakorolt
kedvez6 hatasai is ismertek [222]. Vizsgalatunkban a harom honapos atorvastatin kezelés
szignifikdnsan emelte a PON1 paraoxonaz aktivitast, mig a s6 stimulalt paraoxondz
aktivitds és az arilészteraz aktivitds nem valtozott szignifikans mértékben. A PONI
jutd PON1 paraoxonaz aktivitas, azaz PON1/HDL ardny szignifikdnsan nétt a kezelés
hatasara. A PMA indukalt szuperoxid anion és a TBARS szint szignifikdnsan csokkent,
vagyis eredményeink alatdmasztjadk az atorvastatin korabban leirt kedvezd hatésait az
oxidativ folyamatokra. A nyugalmi allapotban mért szuperoxid anion szint nem valtozott
szignifikdnsan a kezelés soran. Az FMLP indukalt szuperoxid anion termelés ugyanakkor
szignifikansan emelkedett. Egy korabbi in vitro vizsgalat hasonldé eredményre jutott,
melyet az FMLP receptor utvonal modosulasaval magyaraztak [223]. Ennek oka a
hyperlipidaemia  kovetkeztében a  polimorfonuklearis  sejtek  megvaltozott
membranfluiditdsa lehet, mely mind az FMLP receptor, mind a PKC aktivitasat
befolyasolhatja [224]. A lipid preoxidaciora gatld hatast kifejté plazma NO szint nem
szignifikdns mértékben, de emelkedett az atorvastatin kezelés sordn, mely eredmény
egybecseng azon korabbi vizsgalatokban leirtakkal, melyben az atorvastatin emelte a
NOS expressziojat az endothel sejtekben az mRNS stabilitdsdnak fokozasan keresztiil
[225].

A fibratok, ezen beliil a ciprofibrat comet assay-vel mért oxidativ DNS karosodasra
kifejtett kedvez6 hatasasa az irodalombol ismert [226]. Egy in vitro tanulmany pedig
fluvastatin DNS karosodast gatlo hatasarol szamolt be [227]. Vizsgalatunk eredményei
szerint az atorvastatin kezelés szignifikdnsan csokkentette a comet-assay-vel detektalt
oxidativ DNS karosodas mértékét. A visual score eredmények negativan korrelaltak az

antioxidans hatast jellemzé PONI1 paraoxonaz aktivitassal és a so stimuldlt paraoxonaz
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aktivitassal a kezelés el6tt és utan egyarant, mig az enzim szintjével korrelalo arilészteraz
aktivitdssal nem talaltunk hasonl6 6sszefliggést. Mindez arra utal, hogy az oxidativ DNS
karosodas mértékének csokkentésében a PONI paraoxondz aktivitas fontos szerepet
jatszik, mig az enzim szérumszintje kevésbé meghatarozo.

A vizsgalat korlatjat az alacsony betegszam jelentheti, egyéb DNS karosodasra jellemzé
paraméterek, példaul a 8-0x0-dihidrodezoxipurin mérése alatdmaszhatna a comet assay
eredményét. Nem vizsgaltuk egyéb dozisok hatasdt a megadott paraméterekre. A
vizsgalat ugyanakkor elséként igazolta human beteganyagon a statinok, ezen beliil az
atorvastatin kedvez6 hatasat az oxidativ DNS karosodasra, és talalt 6sszefliggést a PON1
aktivitassal ennek mértékét tekintve.

5.2.2. Az atorvastatin kezelés hatasanak vizsgalata a HDL szubfrakciokra és a HDL-

hez kotott enzimek (PON1, LCAT és CETP) aktivitasara

Az atorvastatin az irodalmi adatoknak megfelel6 mértékben, a vart moédon csokkentette
az 0sszkoleszterin, a triglicerid, az LDL-C és az ApoB szintjét, valamint az LDL-C/ApoB

aranyat, igazolva az atorvastatin hat¢kony HMG-KoA reduktaz gatldé hatékonysagat.

Ismert, hogy az atorvastatin kiemelked6 antioxidans hatékonysaggal rendelkezik, mely
megkiilonbozteti mas statin dgensekt6l [210]. A harom hdnapos atorvastatin kezelés
hatasara kialakult szignifikans oxLDL szint csokkenést mindez magyarazhatja. Az
oxLDL csokkent szintje miatt a kedvez6 mértékti PON1 aktivitas megmaradt, mely
részben magyarazatul szolgalhat a jelzett, nem szignifikans mértékii PON1 paraoxonaz

aktivitas emelkedésre.

A HDL szubfrakciok jelentdségét az érelmeszesedés kialakulasadban, az utobbi
évtizedekben sokan, sokféle moddszerrel vizsgaltdk, igen eltérd eredménnyel, mely
részben a modszertani, részben a vizsgalt betegcsoportok terén megfigyelhetd
eltérésekkel magyarazhat6. A HDL3 szubfrakci6 védd szerepét korabban mar tobb szerzd
igazolta [228, 229]. Korabbi eredmények alapjan a simvastatin és a fluvastatin kezelés
emelte a HDL3 szubfrakcio aranyat hyperlipidaemias betegeknél [230, 231], bar az
alkalmazott ulracentrifugalassal torténd meghatarozas, ellentétben egyéb modszerekkel,
altaldban magasabb aranya kis, lipidben szegény frakciokat mér. Kordbban az
atorvastatin kezelés hatasat az LDL és HDL szubfrakciokra csak kevesen vizsgaltak, és a

kapott eredmények igen eltérdek részben a vizsgalt betegcsoport jellegébdl, részben az
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alkalmazott atorvastatin dozistol, részben a szubfrakcid meghatdrozasra hasznalt
modszert6l fliggben [215, 232-234]. Sajat viszgalatunkban a harom honapos atorvastatin
kezelés hatasara szignifikansan ndtt a HDL3 szubfrakci6é ardnya, mig a HDL2a és 2b
szubfrakciok ardnya ennek megfeleléen csokkent. Mivel a PON1 dontéen a HDL3
szubfrakciohoz kotddik, a szubfrakciokban észlelt eltolodas is hozzajarulhat a jelzett
PONI aktivitas ndvekedéshez. Emellett szignifikdnsan ndtt az atlagos LDL méret, mely
az ¢éremeszesedés szempontjabol kedvezdtlen, kicsi, stiri LDL részecskék aranyanak

csokkenésére utal, egybehangzoan szamos irodalmi adattal [233-236].

A CETP szerepe a lipid partikulumok érésében ismert, képes a HDL-hez kovodve
koleszterin-észtert atadni az ApoB tartalma lipoproteineknek, mig ezzel egyidében
trigliceridet juttat a HDL részecskére, megvaltoztatva ezzel annak Osszetételét és
elosegitve a kisebb, lipidszegény HDL3 szubfrakcio kialakulasat. A CETP emellett
sziikséges a HDL ¢és scavenger receptor Bl interakcidhoz és a koleszterin észter majba
torténd szelektiv felvételéhez, valamint szerepet jatszik az intracelluldris koleszterin
metabolizmusban [237]. A CETP gatlok jelentésen emelik az ApoAl és a HDL szintjét
[238]. Korabbi vizsgalatok alapjan az atorvastatin csokkenti a CETP aktivitasat [215,
239]. Jelen vizsgalatunkban szintén a CETP aktivitds szignifikans csokkenését
tapasztaltuk. Ez felelhet a HDL3 szubfrakcié aranyanak emelkedéséhez, melyet
alatdmaszt a HDL3 szédzalékos aranya és a CETP aktivitas kozotti szignifikans negativ
korrelacio. A CETP aktivitds negativan, szignifikancia szintet éppen eléré mértékben
korrelalt a HDL2a arannyal, a CETP aktivitas valtozasa viszont szignifikans negativ
korrelaciot mutatott a HDL2a ardny valtozasaval. A HDL2b szubfrakcido aranya
ugyanakkor szignifikdns pozitiv Osszefliggést mutatott a CETP aktivitdssal, mely
alatdmasztja a CETP kozponti szerepét a szubfrakciok kialakulasdban. Eredményeink
egybevagnak egy korabbi vizsgalat eredményeivel [240], bar ettdl eltéré adatokat is
kozoltek [241].

Bér egy korabbi vizsgalatban az LCAT aktivitds és a nagy HDL2a szubfrakcio kozott
negativ korrelaciot irtak le [241], sajat vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans
Osszefliggést az LCAT aktivitds és a szubfrakciok ardnya kozott. Ugyanakkor, az
atorvastatin kezelés hatdsara szignifikdnsan ndtt az LCAT aktivitas, és ennek valtozasa
pozitivan korrelalt a HDL2a szubfrakci6 ardnydnak valtozasaval, mely megfigyelés

okainak tisztdzdsa tovabbi vizsgalatokat igényel.
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Az atorvastatin kedvez0 hatasat a PONI1 szintre €s aktivitdsra FH betegen korabban mar
leirtak [242]. Egy masik vizgsalat azt igazolta, hogy bar a PON1 egyforman képes kotddni
az ApoAl és ApoA2 tartalmi HDL részecskékhez, az ApoAl-et és ApoA2-t is tartalmazo
HDL részecskékhez kotott PONI jobban ellendll az oxidativ stressz okozta PONI
inaktivacionak, mint a csak ApoAl-et tartalmazéo HDL-hez kotott PON1 [243]. Bar a
PONI aktivitas és a szubfrakciok megoszlasa kozott nem talaltunk 6sszefliggést, a HDL3
szubfrakcid ardnyanak novekedése, mely nagyobb aranyban tartalmaz ApoAl/A2
tartalmu partikulumokat, hozzajarulhat a PON1 aktivitds megdOrzéséhez. A vizsgalat
korlatai kozott az alacsony betegszam, az Apol, ApoAl és A2 arany mérésének hianya

emlitend6.

Bar az atorvastatin kezelés soran vizsgalt paramétereket kiilon-kiilon mar tobbnyire
vizsgaltdk kordbban, komplex modon hyperlipidaemias betegekben eldszor keriiltek

kozlésre.

5.3. Az ezetimib kezelés HDL szintre kifejtett hatékonysagat befolyasolo genetikai
tényezok vizsgalata

A koleszterin anyagcsere endogén €s exogén utvonalat, és ezen keresztiil a szérum
koleszterin és triglicerid szintjét is jelentdsen befolyasoljak a résztvevo fehérjék, koztiik
az apolipoproteinek, enzimek és receptorfehérjék génpolimorfizmusai. Az utobbi idében
egyre nagyobb figyelem iranyul a gyogyitasban a személyre szabott orvoslasra. Ennek
soran figyelembe veszik az adott egyén jellemzoit, beleértve az alkamazott terapiara adott
valaszt is, melyet szintén nagymértékben az adott gyogyszer felszivodasaban, hatasaban
¢s metabolizmusaban részvevd fehérjék génpolimorfizmusai szabnak meg. A genetikai
vizsgéalatok elterjedésével, a metodika ugrasszerli fejlddésével, az ehhez kapcsolddo
adatfeldolgozéas felgyorsuldsdval és az genetikai adatbankok egyre szélesebb korii
elérhetdségével exponencidlisan nének az ismeretek a génpolimorfizmusok szerepével
kapcsolatban, bar az eredmények gyakran tovabbi kérdéseket vetnek fel. Mégis, ezek az
informécidk segithetnek megérteni azt a gyakorld orvosok szdméra ismert jelenséget,
hogy az egyes betegek szamara egyik vagy masik kezelés igen eltérd hatékonysagu, ami

a nagy betegszdmu multicentrikus randomizalt tanulményok eredményein nyugvo
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terapias iranyelvek vildgdban neheziti az adott egyén szamdra idealis kezelési mod
kialakitasat.

Az ezetimib a vékonybélben torténd koleszterin felszivodas gatlasan keresztiil fejti ki
hatasat [140]. Statin kezeléssel kombinalva igen jelentés, akar 65%-0s LDL-C
csokkentésre képes [244]. Az ezetimib a jelenlegi terapias iranyelvek alapjan
monoterapiaban csak az abszolit statin intolerans betegek esetén ajanlott. Bar
monoterdpiaban az LDL-C csokkentd hatdsa, mely atlagosan 18%-o0s, elmarad a hatékony
statinokétol, kivald toleralhatosdga miatt alkalmas kezelés a statin intolerans betegek
kezelésére a mindennapi klinikai gyakorlatban [245]. Ez a hatas azonban egyénenként
igen jelentds eltéréseket mutat, egyeseknél alig van mérheté LDL-C csokkenés, mig
masoknal akar az 50%-ot is elérheti attol fliggden, hogy az egyén inkabb ,,felszivo™ vagy
»szintetizalo” tipusba tartozik [114]. Az eltérések mogott ebben az esetben is
génpolimorfizmusok 4llnak, mely kozil az ApoE ¢és a NPCIL1 génjeinek
polimorfizmusait vizsgaltuk.

5.3.1. Az ApoE génpolimorfizmus ezetimib monoterapia hatékonysagara gyakorolt
hatasanak vizsgalata statin intolerans betegekben

A koleszterin anyagcserét befolyasold génpolimorfizmusok koziil az egyik legjelentdsebb
az ApoE polimorfizmus hatdsa. Az ApoE az endogén koleszterin anyagcsere egyik
kiemelt szerepldje. Mind a trigliceridben gazdag lipoproteinek, mind a HDL részecskék
fontos Gsszetevdje. Polimorfizmusa alapvetden befolyasolja a bélben torténd koleszterin
felszivodas hatékonysagat [246, 247], a szterolok majba torténd receptor-medialt
felvételét [248], a maj koleszterin termelését és az LDL receptorok expresszidjat [248].
Korabbi vizsgalatok alapjan az €2 allél hordozok esetén a leghatékonyabb a bélbdl térténd
koleszterin felszivodas, mig az €3 allél jelenléte esetén kozepes, az €4 allél esetén
alacsony a felszivodas mértéke. Ugyanakkor a koleszterin szintézis ezzel ellentétesen €2
allél hordozas esetén a legnagyobb mértékili, és az €4 allél jelenléte esetén a
legalacsonyabb. Vizsgélatunkban statin intolerans hyperlipidaemiés betegeken értékeltiik
az ApoE polimorfizmusnak az ezetimib monoterapia hatékonysagara kifejtett rovid és
hosszatava hatdsat. Az ezetimib kezelés a teljes betegpopuldcion az egy éves kovetés
sordn az irodalmi adatoknak megfelelden szignifikansan csokkentette az 6sszkoleszterin,
az LDL-C, a triglicerid, és az ApoB szintjét, mig a HDL-C és az ApoAl szintje nem

valtozott szignifikdns mértékben. A CRP szintje harom és hat honapos kezelés soran
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szignifikdnsan csokkent, mely hatés az elsé év végére mar nem bizonyult szignifikdnsnak.
Egy korabbi vizsgalatban a CRP szint csokkenését észlelték, de a legtobb vizsgalat nem
igazolt szignifikans csokkenést az ezetimib kezelés hatasara [249]. A betegek ApoE
genotipus €s allél megoszlasa a vizsgalt betegek esetén 1ényegében megegyezett a korabbi
hazai populacion talaltakkal [250, 251]. A kiilonb6z6 genotipusti betegek kiindulasi
lipidparaméterei szignifikdnsan nem tértek el, bar az €2 hordozok esetén tendenciajat
tekintve magasabb triglicerid €és alacsonyabb LDL-C szinteket észleltiink. 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 csokkenés a 2/2
genotipus esetén bizonyult a legnagyobb mértékiinek, de a csoportok kdzotti kiilonbségek
nem voltak szignifikdns mértékiiek. A betegek a kezelést jol toleraltdk, a kezelés
elhagyésara vagy felfliggesztésére mellékhatas kialakuldsa miatt egyetlen esetben sem
keriilt sor. A vizsgélat korlatjat az alacsony esetszam, kiilondsen az ApoE 2/2 és 2/3
genotipusu betegek alacsony szama jelenti. Eredményeink alatdmasztjadk az ezetimib
monoterdpia rovid és hosszitava hatékonysagat és igazoljak az ezetimib kezelés
biztonsagos voltat. Elsoként vizsgaltuk, a szokésosndl hosszabb, egy éves kovetési
periddussal, az ApoE polimorfizmus befolyasold szerepét az ezetimib monoterapia
hatékonysagara, azonban ennek igazolasara nagyobb betegszdmt populacion elvégzett
vizsgalatok sziikségesek.

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

A NPC1L1 a vékonybélhamsejtek kefeszegélyén elhelyezkedd transzport fehérje, mely
szamos szterol molekula, koztiilk a koleszterin bélbdl torténd felszivodasaért felel.
Génjében szamos polimorfizmust irtak le, melyek koziila NPCILI c.-133 A>G promoter
polimorfizmus esetén korabban kimutattak a statin és a kombinalt statin+ezetimib kezelés
[252, 253] hatékonysaganak eltéréseit. Az ezetimib monoterapiara gyakorolt hatasarol
azonban kordbban nem volt adat. Ezetimib monoterapidban részesiild statin intolerans
betegeket kovettiink egy éven keresztiil, és értékeltiik a fenti polimorfizmus hatdsat a
kezelés hatékonysagara. A teljes vizsgalati populacioban a kezelés az irodalmi adatoknak
megfeleléen befolyasolta a lipid paramétereket, szignifikdns mértékben csokkentve az
Osszkoleszterin, LDL-C, ApoB és triglicerid szinteket. A genotipus megoszlas és az

allélfrekvencia megfelelt egy korabbi vizsgalatban kozoltekkel [171]. A GG genotipus
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alacsony aranya miatt a betegeket csak A allélt hordozd AA ¢és G allélt hordozo AG+GG
csoportba osztottuk. A két vizsgalt csoport kdzott a kiindulasi lipid paraméterekben nem
volt szignifikans eltérés. Az egy éves ezetimib kezelés a két csoportban egyediil az
ApoALl szintek valtozasaban mutatott szignifikans és kovetkezetes eltérést. Mig az AA
csoportban nem szignifikans, mérsékelt csokkenést, addig az AG+GG csoportban
szignifikans, jelentés mértékli emelkedést tapasztaltunk az ApoAl szintekben végig a
kezelés soran. Bar a HDL-C szintek az ApoAl szintjéhez hasonldan ellentétes iranyban
valtoztak a két csoportban, az eltérések nem bizonyultak szignifikdns mértékiinek. Az
eredmények alapjan felmeriil a HDL szerkezeti modosulédsa az ezetimib kezelés hatasara,
mely egyuttal a HDL funkcidjat is befolyasolhatja. A betegek a kezelést ezuttal is jol
toleraltak, bar egy beteg atmeneti fejfajasrol szamolt be, mellékhatas miatt nem volt
sziikség a kezelés ledllitasara.

A vizsgalat korlatja a relative kis betegszdm, melynek novelésével valoszintileg a HDL-
C szint esetén is kimutathato lenne a szignifikans eltérés a két csoport kozott. Elsdként
igazoltuk, hogy az ezetimib monoterapia ApoAl szintre kifejtett hatékonysagat
jelentésen befolydsolja a NPCIL1 c.-133 A>G prométer polimorfizmus, mely a HDL
struktardjanak valtozasan keresztiil annak érelmeszesedést gatldo tulajdonsagait is

befolyasolhatja.

5.4. A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasanak vizsgalata egyes biologiailag aktiv
fehérje szintekre sulyos heterozigota familiaris hypercholesterinaemias betegekben
5.4.1. A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasanak vizsgalata a szérum chemerin
szintekre sulyos heterozioga familiaris hypercholesterinaemias betegekben

A kordbbi irodalmi adatoknak megfelelden a szelektiv LDL aferezis kezelés
szignifikansan csOkkentette az FH betegek Osszkoleszterin, LDL-C és Lp(a) szintjét.
Emellett az aferezis kezelés pleiotrop hatdsairdl is vannak irodalmi adatok, mely szerint
a kezelés csokkenti szamos gyulladdsos citokin, kemokin és adhézids molekula, tovabba
a CRP plazmaszintjét [254]. Bar e hatasok pontos mechanizmusa nem tisztazott, mind az
oszlophoz torténd direkt kotddés, mind az indirekt, az emlitett fehérjék génexpresszidjan
keresztiil megvalosuld hatés lehetdsége felmeriilt. Az LDL aferezis el6tt és utan elvégzett
proteomikai analizis sordn tobb mint hetven fehérje csokkent szintjét igazoltdk, melyek

kozott a véralvadasi kaszkadban szerepld, gyulladdsos, adhézidés és rheologiai
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szempontbol egyéb fontos fehérjék szerepelnek. A szerzok véleménye szerint egyes
fehérjék erdsen kotddnek az alkalmazott oszlop feliiletéhez, mig masok szintje egyéb
mechanizmusok révén csdkkenhet [174]. Korabban a chemerin szintek valtozasat az
aferezis kezelés soran nem vizsgaltak, igy hat stilyos heterozigdta FH beteg elso kezelése
soran a lipidparaméterek mellett a chemerin szintet, valamint az LDL és HDL
szubfrakciok aranyat is meghataroztuk. A kezelés hatasara a szérum chemerin szintje
minden beteg esetén csokkent, a valtozas szignifikdns mértékiinek bizonyult. Egy beteg
esetén, hosszutavon, egy €ven keresztiil kovettiikk a chemerin szintek alakuldsat, mely
kezelésrdl kezelésre csokkent, majd a kezelés atmeneti felfiiggesztését kovetden ismét
megkozelitette a kiindulasi értéket. Az Gjabb rendszeres kezelések hatdsara a chemerin
szintje ismét jelentdsen csOkkent. Mivel a chemerin pro-inflammatorikus €s pro-
atherogén hatassal rendelkezik, a szelektiv LDL aferezis kezelés chemerin szint
csOkkentd hatdsa hozzajarulhat a kezelés hosszitavii kedvezd eredményeihez az
érelmeszesedéssel jard szovodmények kialakuldsa szempontjabdl. A chemerin
csokkentés mechanizmusanak tisztdzasa céljabol a kezelést kovetden a fehérjeket az
alkalmazott oszloprél elualtuk, és az eluald oldatban jelentés mennyiségii chemerint
mutattunk ki, igazolva az oszlophoz torténd kikotddést. Bar nem talaltunk irodalmi adatot
a chemerin felszini toltését illetden, feltételeztiik, hogy a negativ toltésii feliilethez a
tobbszordsen pozitiv toltésiit ApoB100-hoz hasonldéan képes kikotddni. Ugyanakkor
felmeriilhet az is, hogy a chemerin egy masik, pozitiv toltési molekuldhoz vagy
lipoproteinhez kapcsoldodva kotddik az oszlophoz indirekt modon.

Korabban mar vizsgaltak az LDL szubfrakciok valtozasat az LDL aferezis soran, és azt
talaltak, hogy a kisebb, slirlibb LDL részcskéket nagyobb aranyban tavolitja el a rendszer,
¢és a szubfrakciés mintazat anti-atherogén iranyba tolodik el [255, 256]. Vizsgalatunk
soran a kifejezetten atherogén, kicsi, stiri LDL részecskék szintje ¢€s aranya is
szignifikdnsan csOkkent. Ezek a részecskék oxidaciéra fokozottan hajlamosak, igy
kulcsszerepet jatszanak az érelmeszesedés kezdeti szakaszdban, igy az LDL
szubfrakciokra kifejtett hatas kiilondsen nagy jelentdséggel birhat ebben az egyébként is
nagyon nagy kardiovaszkularis kockazattal rendelkezd betegcsoportban. A HDL
szubfrakciok vizsgalata soran a kis HDL szubfrakci6 aranydnak csokkenését, valamint a
kozepes és nagy HDL szubfrakciok ardnydnak tendencidzus ndvekedését tapasztaltuk a

HDL-C szint mérsékelt csokkenése mellett. Mivel dltalanosan elfogadott, hogy a nagyobb
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HDL szubfrakciok a reverz koleszterin transzportban betdltott szerepiik miatt anti-
atherogén hatast fejtenek ki, a HDL szubfrakcidok aranyanak eltolodasat a nagyobb
részecskék felé szintén kedvezonek tartjuk a betegek szempontjabol. Mivel egy korabbi
vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy a keringd chemerin szint pozitivan korrelal a kicsi,
strtit LDL szintjével, valamint a kicsi HDL szubfrakcioval, felvet6dott, hogy a chemerin
egyéb pro-atherogén tulajdonsagai mellett talan kedvezétlen hatast gyakorol a
lipoproteinek metabolizmusara [103]. Ugyanakkor a kezelés soran észlelt valtozasok
inkabb arra utalhatnak, hogy a chemerin legalabb részben e szubfrakcidkoz kotddik a
keringésben. A chemerin szint €s a lipoproteinek metabolizmusanak Osszefliggését
tovabbi vizsgalatok tisztdzhatjak.

Bar a vizsgalatba bevont betegek szama igen alacsony, elsdként bizonyitottuk a szelektiv
LDL aferezis kezelés szérum chemerin szintet csokkentd hatasat rovid és hosszitavon
egyarant, emellett adatokkal szolgéltunk a csokkenés mechanizmusat illetden, kimutatva

a chemerin oszlophoz torténd kikotddését.

5.4.2. A szelektiv LDL aferezis kezelés hatasanak vizsgalata a szérum afamin és E-
vitamin szintekre

A tokoferol a lipoproteinekhez kotddd egyik leghatékonyabb antioxidans, de
Osszefliggését a FH betegek afamin szérum szintjével, illetve az LDL aferezis kezelés
hatasat a tokoferol és afamin szintekre korabban nem vizsgaltak egyiittesen. Az irodalmi
adatok alapjan az afamin fontos szerepet jatszik a sejtek anti-apoptotikus valaszaban az
oxidativ folyamatok soran [257], és igéretes 0j marker lehet 2-es tipust diabetes
mellitusban [258], valamint a terhesség soran kialakuld anyagcsere rendellenességekben
[259]. Az afamin emellett szolubilizalja a hidrofob, nehezen old6ddé Wnt fehérjéket,
amelyek szamos alapvet6 sejtfolyamat, koztiikk az ssejt regeneracio, csontképzédés, és
karcinogenezis szabalyozasaban vesznek részt [260]. FH betegekben a fokozott oxidativ
stressz ¢és a csokkent csontsliriség megjelenése jol ismert [261, 262]. Eredményeink
alapjan az afamin szintje ebben a sulyos FH betegcsoportban a kontroll csoporthoz képest
magasabb. Bar ennek pontos oka nem ismert, taldn a fenti, FH-ban észlelt eltérésekre
adott védekezd valaszreakcid részét képezi. Bar a kis esetszam miatt vizsgalatunk pilot
jellegli, eredményeink alapjan a szelektiv LDL aferezis kezelés soran szignifikans

mértékben csokkent a szérum afamin szint, atlagosan 9,4%-kal. Ezzel parhuzamosan a
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HDL-C és Az ApoAl szint is csokkent. Mivel az afaminnak csak kisebb hanyada, kb.
13%-a kotédik a HDL-hez, a mérsékelt HDL-C szint csokkenés nem magyarazza a
jelentés afamin szint csokkenését. Az afamin/HDL-C és az afamin/ApoAl arany nem is
valtozott szignifikdns mértékben a kezelés hatdsdra. Kordbbi vizsgalatok soran azt
igazoltdk, hogy a HDL részecskék koziil az afamin foként a kicsi, nagyon siri
szubfrakcidhoz kotédik [94]. Mivel vizsgalatunkban a kezelés hatdsaira a HDL
szubfrakciokon beliil a nagyobb szubfrakcio felé taldltunk eltolodast, a kezelés soran
eltavolitott kisebb HDL részcsecskék legalabb részben feleldsek lehetnek az afamin
szintjének csokkenéséert. Ugyanakkor valoszinilileg szamos egyéb szérumfehérje képes
kotni a keringésben az afamint. Az afamin direkt kotddése az oszlophoz lehetséges, de
nem zarhaté ki, hogy az afamint kotd fehérjék kikotddése felel az afaminszint
csOkkenésert.

Korabbi in vitro és in vivo vizsgalatok igazoltak, hogy az afamin t6bb tokoferol
kotohellyel rendelkezik. Kiilondsen nagy affinitassal koti az a- és y-tokoferolt, melyek az
E-vitamin legfontosabb tipusai [94, 263]. Mivel korabban beszamoltak a szelektiv LDL
aferezis kezelés a- és y-tokoferol szintet csokkentd hatasarol [264-266], feltételeztiik,
hogy ennek oka az afamin szint csékkenése a kezelés soran. Hasonloan a korabbi
vizsgalatokhoz, az a- és y-tokoferol szint jelentds csokkenését tapasztaltuk az LDL
aferezis kezelés soran. Ugyanakkor, az igen jelent6s Osszkoleszterinszint csokkenés
kovetkeztében az a-tokoferol/6sszkoleszterin és a y-tokoferol/dsszkoleszterin aranyok
szignifikdnsan néttek a kezelés hatasara. Az a- és y-tokoferol szint csokkenése sokkal
nagyobb aranyanak bizonyult, mint az afaminszint csokkenés, és a tokoferolszint
csokkenés jobban korrelalt az LDL-C szint valtozasaval, mint az afaminéval. Mindezek
alapjan a keringd a- és y-tokoferol szintet az afamin szintje dontéen nem befolyésolta.
Mindez alatamasztja azt a korabbi megfigyelést, mely szerint a plazma afamin és E-
vitamin szintje nem mutat szoros osszefliggést, és az E-vitamin dontéen lipoproteinekhez
kototten transzportalt [94]. Erdekes modon a kontroll populaciohoz képest az FH betegek
kiindulasi a- és y-tokoferol szintje jelentdsen magasabb. Korabbi vizsgéalatok egyéb
hiperlipidaemias betegeknél hasonlé eredményekrél szamoltak be [267], ugyanakkor egy
masik tanulmany szerint az FH betegek a- és y-tokoferol szintje az egészségesekéhez
hasonlo, ennek kovetkeztében az  a-tokoferol/dsszkoleszterin és a  y-

tokoferol/6sszkoleszterin aranyok ebben a betegcsoportban alacsonyabbak [261].
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Vélhetden a genetikai hattér és az alkamazott kezelés kiilonbségei magyarazzak az eltérd
eredményeket. Mindenesetre a tokoferolok lipidoldékony természete miatt klinikai
szempontbdl a a-tokoferol/osszkoleszterin és a y-tokoferol/Gsszkoleszterin aranyok
hasznélata valoszinlleg fontosabb, mint az abszolut tokoferol szintek mérése. Ezen
aranyok emelkedése a kezelés hatdsara az oxidativ stresszre gyakorolt kedvezd hatast
tikkrozheti, melyet az oxLDL szint jelentds csokkenése is alatamaszt. Az LDL aferezis
kezelés oxLLDL szint csokkentd hatasa egyébként ismert, szdmos kordbbi vizsgélatban
bizonyitott megfigyelés [268-270]. A csokkenés mértéke olyan kifejezett, hogy a kezelés
végén mért értékek még a kontroll populacidé oxLDL szintjénél is alacsonyabbak.
Mindebbdl az is kdvetkezik, hogy az oxXLDL frakci6 vélhetden afaminban ugyan szegény,
de jelentds mennyiségii tokoferolt kothet.

A HDL szubfrakciok valtozasat az LDL aferezis kezelés hatasara csak néhany esetben
vizsgaltdk. Az eltérd kezelési modok és mérési modszerek miatt a korabbi adatok igen
eltéréek, €s nehezen Gsszevethetok. Vizsgalatunkban a kis HDL frakcié csokkenése
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a nagy HDL szubfrakcioé, azonban ennek hosszutavi
klinikai haszna nem egyértelmii. Az FH betegekben a kezelés elott a kis HDL szubfrakcio
aranya szignifikansan nagyobb, mig a nagy HDL szubfrakcidé szignifikansan kisebb volt,
mint a kontroll populacioé. Mindezek alapjan valdszinii, hogy a kezdeti nem megfeleld
aranyt a HDL szubfrakciok megoszlasdban az aferezis kezelés legalabb részlegesen
helyrehozza, igy vélhetéen kedvezd hatasu.

A vizsgélat kis esetszamon tortént, igy tovabbi, nagyobb betegcsoporton elvégzett
tanulmanyok sziikségesek a kapott eredmények alatamaszasara. A kapott eredmények
adalékul szolgalnak az LDL aferezis kezelés nem-lipid hat4sainak igazolasdhoz. Meg kell
jegyezniink, hogy az FH betegek tObbsége ezetimib kezelésben részesiilt, ami
befolyasolhatja az a- és y-tokoferol szinteket [271, 272], azonban az ezetimib kezelés

felfliggesztése ebben a nagyon nagy kockazatu betegcsoportban nem elfogadhato.
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6. Uj eredmények

Fredrickson I1a és IIb tipust hyperlipidaemiaban szenvedo betegekben:

1.

Szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk a PON1 paraoxondz és so-stimulalt
paraoxonaz aktivitas és az artéria carotis intima média vastagsag kozott a teljes
vizsgalt populacidban 55 év alatti carotis szilikiilettel rendelkezd betegekben és

kontrollokban.

Szignifikdns negativ korrelaciot észleltiink a PONI1 arileszteraz aktivitds és a
MPO szintje kozott a teljes betegpopulacidban, a vaszkularis szovédménnyel
rendelkez6 és nem rendelkezd, lipidcsokkentd kezelésben nem részesiild
hyperlipidaemids betegekben. Az MPO szintje szignifikdns pozitiv korrelaciot
mutatott az MMP-9 ¢és a TIMP-1 szintekkel a teljes betegcsoportban, vaszkularis
megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd, lipidcsokkentével nem kezelt

betegekben.

A PONI arileszteraz aktivitas szignifikans negativ, mig a MPO szint szignifikans
pozitiv korrelaciot mutatott a szérum sICAM-1, sCD40L ¢s ADMA szintjével a
teljes betegcsoportban vaszkularis megbetegedésben szenvedd és nem szenvedd,

lipides6kkentd kezelésben nem részesiilé betegekben.

Az atorvastatin kezelés szignifikansan emelte a PON1 paraoxondz aktivitast €s
szignifikdnsan csOkkentette a Comet assay-vel detektalt oxidativ DNS-karosodas

mértékét, melyek egymassal szignifikans negativ korrelaciot mutattak.

Az atorvastatin kezelés szignifikans modon befolyasolta a HDL-hez kotott PONI,
LCAT és CETP aktivitasat, valamint a HDL szubfrakciok megoszlasat. A PONI
aktivitdsanak emeléséhez a HDL3 szubfrakcié aranyanak novekedése is

hozzajarulhat.

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 genotipusu betegek, legalacsonyabbak a 2/3 genotipust betegek esetében
voltak. A legmagasabb triglicerid szintet a 2/2 és 2/3 genotipusu csoportban, a
legalacsonyabbat a 3/4 genotipust betegek esetében mértiik. A HDL-C szintje 3/3
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Stlyos

genotipusu betegekben volt a legmagasabb. A myopathids betegek esetében a 3/3
genotipus ritkabban fordult el6. Bar az 0ssz- 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 genotipust betegcsoporthoz képest, a kiillonbség nem

bizonyult szignifikdnsnak.

A NPC1L1 c.-133A>G génpolimorfizmus szignifikdns moédon befolyasolta az
ezetimib monoterdpia apolipoprotein Al szintre kifejtett hatékonysagat statin
intolerans betegekben. Az AA genotipusi betegekkel szemben az AG+GG
genotipustiak esetén az ApoAl szintje szignifikdnsan emelkedett az ezetimib

kezelés hatdsara.
familidris hypercholesterinaemidban szenvedd betegekben:

Igazoltuk, hogy a szelektiv LDL aferezis kezelés szignifikdnsan csokkenti a
szérum chemerin szintet mar az elso kezelés soran, és a kedvezo hatas a 12
hénapos kovetés soran is megmaradt. A chemerin szint csokkenésért az

alkalmazott aferezis oszlophoz torténd kotddés tehetd feleldssé.

A szelektiv LDL aferezis kezelés mérsékelten, de szignifikans mértékben
csokkenti a szérum afamin és E vitamin (a- és y-tokoferol) szintjét, de
szignifikansan emeli az a-tokoferol/koleszterin és a vy-tokoferol/koleszterin
hanyados szinteket. Az a- ¢és vy-tokoferol szintjének csokkenéséért a

transzportjukért felelds egyéb fehérjék €s lipoproteinek eltavolitasa felelhet.
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7. Az eredmények gyakorlati jelentosége
Az irédnyelvek alapjan optimalisnak tartott kezelés ellenére a betegek jelentds részénél
kardiovaszkuldris megbetegedés alakul ki. Az érfali gyulladdsos, immun és oxidativ
folyamatok jelentds hanyadat teszik ki ennek a maradék kockéazatnak. A PON1 szerepét
mind az érelmeszesedés biomarkereként, mind lehetséges antioxidansként, terapids
terlileten is szamtalanszor felvetették [273]. A PONI1 aktivitas és az IMT szoros
kapcsolata a vizsgalt 55 év alatti betegcsoportban arra utal, hogy a kockazatbecslés
szempontjabol a PONT1 aktivitdas mérés lényeges informacid. Bar jelenleg sem a PON1
aktivitds, sem az azt befolydsolo polimorfizmusok meghatarozdsa nem szerepel az
iranyelvekben, ez a jovOben valtozhat. Bar az enzim potlasa eddig csak organofoszfat
mérgezés esetén vetddott fel, ez is egy jovObeni terapias lehetéség [274]. Az
enzimaktivitds emelésének masik modja az antioxidansok, példaul a magas polifenol
tartalma granatalma fogyasztasa [275, 276]. Az atorvastatin PON1 aktivitast emel6 hatasa
figyelemre méltd tulajdonsdg. Az, hogy emellett az oxidativ stressz okozta DNS
karosodas mértékét is csokkenti, részben magyarazza a statinok kedvezd hatasat a
tumorgenezis és a demencia kialakulasanak kockazatara [121, 277]. Folyamatban van
tobb MPO inhibitor kifejlesztése [278, 279], igy az MPO szint vagy aktivitas, valamint
MPO/PONI1 ardny mérése segithet azonositani a terapia szempontjabol idealis, magas
MPO szintli betegeket, emellett a terapia hatékonysaganak kovetésére is alkalmas lehet.
Az atorvastatin globalis kedvezd hatdsa a HDL-hez kotott enzimek aktivitasara arra utal,
hogy az atorvastatin idealis valasztas lehet azoknak, akiknél fokozott az oxidativ stressz.
[116]. Az ezetimib hatékonysaga egyénenként igen eltéré a genetikai variabilitasnak
koszonhetéen [280, 281]. Az Un. farmakogének, azaz a gyodgyszeres terapia
hatékonysagat meghatarozé gének azonositasaval valoban egyénre szabott terapids
megoldasokat tehet lehetdvé [282]. Az altalunk leirt ApoE és NPCIL1 promoter
polimorfizmusok ezetimib hatékonysdgra kifejtett hatasa adalékul szolgalhat a
farmakogénnekkel kapcsolatos kutatdsokhoz. A szelektiv LDL aferezis kezelés soran a
célzott lipidcsokkentd hatas mellett egyéb fehérjék szérumszintjét is befolyasolhatjuk.
Ezek ismerete segithet megérteni a kezelés hatasat, de felhivhatja a figyelmet kedvezdtlen
jarulékos hatasokra is, melyek a terdpids eszkdz tovabbfejlesztéséhez, vagy a terdpia

kiegészitéséhez, modositasahoz vezethetnek, akar 11j indikaciok megjelenésével.
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