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I. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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II. OSSZEFOGLALAS

A tanulmanyunk célja az volt, hogy az atorvastatin lipid paraméterekre, kiilonos
tekintettel a HDL-re, valamint a HDL remodellingjében szerepldé LCAT és CETP
aktivitdsdra gyakorolt hatasat vizsgaljuk, és hogy ezek hogyan befolydsoljak a HDL-hez
kotott antioxiddns enzim, a paraoxondz aktivitasat. A vizsgalatunkba 33 Il.a és IL.b tipusu
primer hyperlipoproteinaemids beteg keriilt bevonasra. A betegek 3 honapig napi 20 mg
atorvastatin kezelésben részesiiltek. A kezelés eldtt és utdn a lipid paraméterek mellett
megmértilk a szérum paraoxondz koncentracidjat é€s aktivitdsat, az oxLDL szintjét,
valamint az LCAT és CETP aktivitdsat. Az atorvastatin kezelés szignifikdnsan
csokkentette a koleszterin, a triglicerid, az LDL-C és az apoB szintjét, mig nem
befolydsolta a HDL és az apo A-I szintjét. A paraoxondz specifikus aktivitdsa, a
PON/HDL hanyados és az LCAT aktivitas szignifikdnsan emelkedett, mig az oxLLDL
szintje és a CETP aktivitdsa szignifikdnsan csokkent. Osszefoglalasképp elmondhatjuk,
hogy az atorvastatin hatdssal lehet a HDL 0Osszetételére és funkcidjara, és valdszinlileg
ezen keresztiil emeli a paraoxondz aktivitdsat és csokkentheti az atheroszklerdzis
kialakulasat.

A munkdm madsik részében az uncoupling protein-2 (UCP2) B-sejtekben betoltott
szerepét vizsgaltuk. Az UCP2 a B-sejtek ATP szintjének befolydsoldsa révén szabalyozza
az inzulin szekrécidt. Az UCP2 hidnydban az egerekben javul a gliik6z szint szabalyozas,
mig az UCP2 fokozott expresszidja géitolja a gliikkéz stimulélt inzulin szekréciét. Ezen
megfigyelések hozzdk kapcsolatba az UCP2-t és annak meglepd evolicids szerepét a [3-
sejt funkcidézavarral 2-es tipusi diabetesben. Vizsgdlatunk sordn magasabb rezidudlis
szérum inzulin szintet és a zsiranyagcserében csokkent valtozast taldltunk az éheztetett
ucp2”” egerekben. UCP2 hidnyédban éhezéskor kezdetben periférids lipolizis és hepatikus
zsir akkumuldcié jon 1étre a vartndl kisebb mértékben, viszont elhiz6do szteatézisban
tetézik, amely a md) csokkent zsirsav felhaszndldsdra és eltdvolitdsara utal.
Osszefoglaldsként megallapitjuk, hogy az UCP2 4ltal szabdlyozott inzulin szekrécié

fiziol6gids mechanizmusa az éhezésre adott valasznak.



III.ABSTRACT

The aim of our study was to examine the influence of atorvastatin on lipid
parameters, particularly on HDL, and on the activity of LCAT and CETP and how they
affect the activity of the HDL-associated antioxidant enzyme paraoxonase. Thirty-three
patients with types Il.a and ILb primary hyperlipoproteinemia were enrolled into our
study. The patients received atorvastatin, 20 mg daily, for 3 months. In addition to the
lipid parameters we measured the serum paraoxonase activity and concentration, oxidized
LDL, LCAT and CETP activities. Atorvastatin significantly reduced the levels of
cholesterol, triglyceride, LDL-C and apoB, while it did not influence the levels of HDL-C
and apo A-I. The increases in serum PON-specific activity, PON/HDL ratio and LCAT
activity were significant, while oxLDL and CETP activities were significantly decreased.
Atorvastatin may influence the composition and function of HDL, thereby possibly
increasing the activity of paraoxonase and preventing atherosclerosis.

In the other part of my experiments we studied the role of uncoupling protein-2
(UCP2) in pancreatic B-cells. UCP2 regulates insulin secretion by controlling ATP levels
in beta-cells. Although UCP2 deficiency improves glycemic control in mice, increased
expression of UCP2 interferes with glucose-stimulated insulin secretion. These
observations link UCP2 to beta-cell dysfunction in type 2 diabetes with a perplexing
evolutionary role. We found higher residual serum insulin levels and blunted lipid
metabolic responses in fasted ucp2”” mice. In the absence of UCP2, fasting initially
promotes peripheral lipolysis and hepatic fat accumulation at less than expected rates but
culminates in protracted steatosis, indicating diminished hepatic utilization and clearance
of fatty acids. We conclude that UCP2-mediated control of insulin secretion is a

physiologically relevant mechanism of the metabolic response to fasting.



IV.BEVEZETES

4.1 A HDL

Az érelmeszesedés kovetkeztében kialakulé kardiovaszkuldris megbetegedés
jelenti a vezetd haldlokot a fejlett orszagokban. Az elmult 30 év sordn a kardiovaszkularis
betegség szamos fliggetlen riziko faktorat azonositottdk. Ezek koziil a magas LDL (> 160
mg/dl vagy 4.1 mmol/L) és az alacsony HDL szint (< 40 mg/dl vagy 1.03 mmol/L)
jatszik kiemelkedden fontos szerepet az érelmeszesedés kialakuldsaban. Az alacsony
HDL szint fontossdgara hivja fel a figyelmet Gordon és mtsainak az a megfigyelése,
miszerint minden 1 mg/dl HDL koleszterin szint emelkedés 2.5%-kal csokkenti a
korondria betegség rizikdjat[1]. Ezen kiviil szamos epidemioldgiai vizsgdlat bizonyitotta
a HDL szint és a korondria betegség kozotti inverz kapcsolatot, azonban a pontos
mechanizmus, amellyel a HDL kifejti védé hatdsdt még nem ismert. A HDL védo
hatasanak a hatterében harom f6 mechanizmust feltételeznek: i.) a reverz koleszterin

transzportot, ii.) direkt endothel hatést €s iii.) az antioxiddns hatast (1. dbra).
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A reverz koleszterin transzport és a HDL atheroszklerozis elleni védé hatasai



Azonban a HDL atheroszklerdzis elleni védo hatdsa valdsziniileg a HDL egy vagy
tobb véd0 mechanizmusdnak, mintsem egyszerien csak a HDL plazma
koncentraciéjanak koszonhetd. Ismertek olyan koriilmények, amikor az emelkedett HDL
koncentraciéhoz nem tarsul fokozott védelem, és ennek ellenkezdje is el6fordul, amikor a
HDL fokozott védo hatasa a HDL koncentracié emelkedése nélkiil is elérheto[2]. Az
eddigi tanulmanyok azt mutatjak, hogy a HDL antiatherogén hatdsa szorosan 0sszefiigg a
HDL plazma koncentracidjdval. Ezek alapjdn alakult ki az a vélemény, hogy a HDL
funkcidjat €s antiatherogén aktivitdsdt a HDL ,,mindsége”, nem pedig a HDL mennyisége
hatdrozza meg. A HDL ,mindségének” és a reverz koleszterin transzportnak a
megértéséhez fontos tudni, hogy a HDL frakci6 igen heterogén[3]. A human HDL-t két
fo szubfrakcidra lehet szétvdlasztani slirliség alapjdn, ultracentrifugdlds révén: a kisebb
stiriségli HDL2-re és a nagyobb silirliségli HDL3-ra. Emellett a HDL-t agar6z gél
elektroforézis révén is szét lehet valasztani: a, pre-p és y migraciéra. Az a-migralé HDL-
ek érett, gomb alaku részecskék, amelyek a plazmaban 1évé HDL-ek nagy részét adjak.
Ide tartozik a HDL2 és a HDL3. A pre-3 HDL-t korong alaku részecske jellemzi, amelyet
foszfolipidekhez és nem észterifikalt koleszterinhez kotott apolipoprotein A-I alkot. Az
a-HDL-en beliil 1évé kisebb szubpopulacié apolipoprotein E-t és foszfolipideket
tartalmaz6é nagy gomb alaku részecskékbdl all. Ez a heterogenitds a HDL funkci6jan

keresztiil a teljes HDL frakci6 kardiovaszkularis védo hatasét befolyésolhatja.

4.2 A reverz koleszterin transzport és a HDL remodelling

Reverz koleszterin transzportnak nevezziik azt a folyamatot, amely sordn a HDL a
feleslegben levd koleszterint a periférids sejtekbdl a majba széllitja az epével torténd
kivalasztasra. Ebben a folyamatban foglal helyet a HDL remodelling, mely sordn a
madjban és vékonybélben termelt, kicsi, korong alaki pre-f vagy naszcens HDL érett,
gomb formdju HDL-é, azaz HDL3-ma alakul. A reverz koleszterin transzport elso
1épéseként a lipidben szegény, fdleg apoA-I-et tartalmazé pre-f HDL felveszi a
feleslegben 1év6 szabad koleszterint a periférids sejtektol. A periférids sejtekbdl torténd
koleszterin kidramldsban a sejtek plazma membranjaban 1évo ABCA1 transzporternek és
a HDL-en 1év6 apolipoprotein A-I-nek van kiemelt szerepe. Az ABCA1 kulcsfontossagu

az intracelluldris lipid transzportban, valamint a transzmembrén lipid dramldsban. Ez



utébbi sordn az ABCAL1 vizes pérust formadl a sejt felszinén, €s igy juttatja a koleszterint
az apolipoprotein A-I-re[4]. Ezutdn a HDL felszinén 1év0 szabad koleszterint a lecitin-
koleszterin-acil-transzferdz (LCAT) koleszterin észterré alakitja, melynek kovetkeztében
a koleszterin észter a HDL magjaba vandorol létrehozva a gomb alakd, érett HDL3-t. A
HDL-ben 1év6 koleszterin észtert a madj, valamint a szteroid szintézisben szerepld
mellékvese és a gonddok a HDL receptoron, azaz a scavenger receptor-Bl-en (SR-B1)
keresztiil veszik fel. A maj a HDL-t egészben is képes felvenni. A madsik lehet0ség az,
hogy a koleszterin-észter-transzfer-protein (CETP) a koleszterin észtert apolipoprotein B-
t tartalmazoé részecskékre (VLDL, IDL, LDL) szdllitja, és cserébe trigliceridet helyez a
HDL-re, amely eziton HDL2-vé alakul. Igy az apolipoprotein B-t tartalmazé
részecskékre keriilt koleszterin LDL-receptoron keresztiil jut a mdjba. A koleszterin
leaddsat kovetden a HDL-en 1évo trigliceridet és foszfolipidet foleg a hepatikus és az
endothelidlis lipadz hidrolizdlja, igy a lipidben szegény HDL vagy tjra bekeriil a
korforgasba, mint koleszterin akceptor, vagy levdlik réla az apo A-I, amit a vese
proximélis epithelidlis sejtjei bekebeleznek és lebontanak. A m4j altal felvett koleszterin
észter visszaalakul szabad koleszterinné, amely vagy epesavva alakul, vagy direkt tdvozik
az epével[5]. A HDL folyamatos és kiterjedt remodellingje szabdlyozza a HDL alakjat,
méretét, osszetételét, és felel a HDL heterogenitdsaért.

Brinton és mtsai kimutattak, hogy a plazma HDL szintje nem a HDL termeléssel,
hanem a HDL lebomlassal all szoros kapcsolatban[6]. Ezen megfigyelés a reverz
koleszterin transzport jelentdségére hivja fel a figyelmet, hiszen ennek a folyamatnak

valamely pontjan létrejovo valtozas befolydssal van a HDL szintjére és Osszetételére[7].

4.3 A koleszterin-észter-transzfer-protein (CETP)

A CETP a reverz koleszterin transzport és a HDL remodelling egyik
kulcsfontossagi enzime, amely ezdltal kozponti szerepet tolt be a HDL szintjének,
méretének és alakjanak szabdlyozdsaban. A CETP egy HDL-hez kotott glycoprotein,
amely a mdjban termelddik. A CETP a HDL és az apolipoprotein B-t tartalmazé
részecskék kozott hozza 1étre a koleszterin észter €s triglicerid cserét. A mai napig nem
eldontott, hogy a CETP proatherogén vagy antiatherogén. A CETP-et sokan

proatherogénnek tekintik, hiszen koleszterin észtert szdllit az antiatherogén HDL-rél a
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potencidlisan atherogén VLDL-re és LDL-re. Ha a CETP altal a VLDL-re és az LDL-re
széllitott koleszterin észtert az érfal makrofagjai veszik fel, a CETP proatherogén, viszont
ha a VLDL-re és az LDL-re keriilt koleszterin észtert a maj veszi fel, akkor a CETP
antiatherogénnek tekinthetd. Ugy tiinik, hogy nyulakon végzett kisérletek a proatherogén
hatdst tdmasztjdk ald. Nyulakban a CETP szintje magasabb, mint az emberekben. Ezért
nyulakkal végzett kisérletek soran a CETP-et vagy antisense oligonukleotiddal vagy
CETP ellenes immunitds kialakitasdval gatoltak. Ezen kisérletek soran a HDL szintje
42%-kal emelkedett, az LDL szintje csokkent, és az atheroszklerotikus plakkal boritott
aorta felszin szignifikdnsan csokkent[8;9].

A CETP-nek szamos polimorfizmusa ismert, ezek koziil a leggyakrabban
tanulmanyozott a TaqlB polimorfizmus. A B2 allél alacsonyabb plazma CETP
aktivitassal, magasabb HDL szinttel és nagyobb HDL partikuldval, valamint férfiakban
csokkent kardiovaszkularis rizikéval jar[10]. Ez utébbi megfigyelés ndkben nem volt
szignifikdns. A masik gyakori polimorfizmus az [405V és a R451Q mutécid.

CETP deficiencidban a koleszterin észter a HDL partikula magjaban marad, igy a
HDL nagyobb és koleszterin észterben gazdagabb lesz. A HDL szintje megemelkedik
val6szinlileg a megnagyobbodott HDL és a hozza kapcsol6dé apo A-I és apo A-II[11]
csokkent katabolizmusa miatt. Annak ellenére, hogy magasabb a HDL szintje, a
koleszterin észterben gazdag, nagy HDL partikula funkcidjét vesztette, mivel alkalmatlan
a koleszterin felvételére a periférids sejtekbol[12], ugyanis az ABCA1 csak lipidben
szegény apoA-I partikuldra medidlja a koleszterin kidramldst a periférids sejtekbol.
Ugyanakkor, az ABCATl-en kiviil mds molekuldk is képesek a sejtmembranon keresztiil
torténd lipid szallitdsra, dgy mint a SR-BI, az ABCG1 és ABCG4, amelyekrdl
kimutattdk, hogy nagyobb méreti HDL molekuldkra (HDL2) stimuldljdk a koleszterin
kidramlast[13]. E szerint ezek a transzporterek képesek fenntartani a koleszterin felvételt
a periférids sejtekbol olyankor 1is, amikor nagyméreti HDL partikula all
rendelkezésre[14]. Emelkedett HDL szint esetén fokozédhat a HDL antioxidans, ezaltal
pedig az antiatherogén hatdsa[15]. CETP deficiencidban a HDL szint emelkedése mellett
az LDL mérete véltozatos, a szintje pedig csokken, mely utébbi a CETP gydgyszeres

gatlasanak érelmeszesedés ellen védo lehetséges hatdsat timogatja[16].
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A Honolulu Heart Study-ban CETP D442G muticiéja miatt csokkent CETP
szinttel rendelkezd, a mutdciéra nézve heterozigéta japan betegeket vizsgaltak[17]. A
vizsgilat eredménye szerint a CETP deficiencia antiatherogén, amikor a HDL szintje
magasabb, mint 60 mg/dl, viszont nem fejt ki védo hatast, ha a triglicerid és az LDL
szintje jelentésen emelkedett. SOt a korondria betegség rizikdja 50 %-kal emelkedett,
amikor a HDL szintje 41-60 mg/dl kozott volt[18].

Ugy tiinik, hogy a HDL szint emelése céljabdl a nemrégiben kifejlesztett CETP
inhibitorok szintén a proatherogén hatdst tamasztjdk ald. A CETP inhibitorok
kifejlesztésének hatterében a CETP csokkent aktivitisa sordn és CETP deficiencidban
megfigyelt kedvezd hatasok alltak. A CETP gydgyszeres gatlasakor kialakul6 kedvezo
hatdsok mogott az az elképzelés all, hogy a HDL szintje megemelkedik, és a m4;j
koleszterin felvétele a SR-Bl-en keresztiil fokozddik, igy a koleszterin periférids
sejtekbdl a madjba torténd szdllitdsa felgyorsul[18]. Az els6 embereken alkalmazhatd
CETP inhibitort Japanban fejlesztették ki, ez a JTT-705 volt. Nyulakon végzett kisérletek
soran a JTT-705 95%-kal csokkentette a CETP aktivitast, 90%-kal novelte a HDL szintet,
40%-kal csokkentette az LDL szintjét, végill 80%-kal csokkentette az aorta
érelmeszesedését[19]. A mdsodik CETP inhibitor a torcetrapib volt. A torcetrapibbal
végzett nagyszabdsi ILLUSTRATE-nek nevezett tanulmdny tobb szempontbdl is
sikertelen volt. Egyrészt a korondria erek érelmeszesedésének intravaszkularis
ultrahanggal vizsgélt progresszidjat nem tudta csokkenteni, mdsrészt a vizsgalatot meg
kellett szakitani, mivel a mortalitds szignifikansan emelkedett[20]. Valdsziniileg
hatéanyag specifikus toxicitds okozta a torcetrapib kudarcit, nem pedig a gydgyszer
hatterében 4all6 mechanizmus. A vizsgdlat sordn vérnyomds emelkedést figyeltek meg,
ugyanis a torcetrapib aldoszteron agonistaként is milkodik, igy emeli a szisztémds
aldoszteron szintet[21]. Valészinlileg ez a mellékhatds a magyardzata annak, hogy a
torcetrapib nem tudta lassitani az érelmeszesedés progresszidjat, sOt novelte az arteria

carotis communis intima-media vastagsagat[22].
4.4 A lecitin-koleszterin-acil-transzferaz (LCAT)

Az LCAT (E.C.2.3.1.43) a reverz koleszterin transzport masik kulcsfontossagu

enzime, amely szintén befolydssal van a HDL tulajdonsdgaira. Az LCAT génje a 16-0s
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kromoszoman taldlhatd, és elsOsorban a m4j termeli. A keringésbe keriilve a HDL-hez
kotédik, amely az LCAT elsédleges aktivatorat, az apolipoprotein A-I-et is
tartalmazza[23]. Annak ellenére, hogy az LCAT a plazmdban elsésorban a HDL-hez
kotddik, kimutattdk, hogy az LDL frakcidban is aktiv[24]. A reverz koleszterin transzport
sordn az LCAT a kofaktora, az apolipoprotein A-I segitségével koleszterinbdl koleszterin
észtert formdl gy, hogy az a lecithin sn-2 pozicidjdban levo zsirsavét a koleszterin OH-
csoprtjara  szdllitja[25]. Az LCAT megitélése az érelmeszesedés kialakuldsa
szempontjdbol szinte egyértelmiien antiatherogén, ugyanis a szabad koleszterin
koleszterin észterré alakitdsdval a HDL felszinén szabad helyet biztosit a tovabbi
koleszterin felvételéhez, ezdltal fokozva a reverz koleszterin transzportot. Igy az LCAT
kedvezden befolydsolja a plazma lipid Osszetételét, azéltal, hogy emeli a HDL szintet és
csokkenti az LDL szintet. Az LCAT génjenek mutéicidja az LCAT aktivitds vagy teljes,
vagy részleges hidnydhoz vezet. Az LCAT teljes hidnydt Familidris LCAT
Deficiencidnak, a részleges hidnyat Fish Eye (Halszem-) betegségnek nevezziik. Mindkét
betegség autoszomdlis recessziven Oroklddik, és jelentdsen csokkent HDL és apo A-I
szinttel jar, viszont korai korondria betegség nem tarsul hozz4juk[26]. Az alacsony HDL
szintet a szabad koleszterinben gazdag pre-beta HDL fokozott katabolizmusa
magyardzza. Ezek a részecskék nem tudnak érett, koleszterin észterben gazdag HDL-1é
alakulni az LCAT hidnya miatt[27].

Kimutattdk, hogy a reverz koleszterin transzportban jatszott szerepe mellett az
LCAT képes hidrolizalni az LDL-en 1év6 oxidalt foszfatidil-kolint és ezaltal megeldzni
az oxidalt foszfatidil-kolinnak a keringdé LDL-en torténd felhasznéldsat[28], ezzel
hozzéjarulva a HDL antioxidans hatdsdhoz. Az LCAT az LDL-en 1év6 oxidalt lipid szint
csokkentése révén csokkenti a makrofagok scavenger receptoron keresztiil torténd oxidalt

LDL felvételét, amely jelentds antiatherogén szereppel ruhdzza fel az LCAT-ot[29].

4.5 A HDL antioxidans hatasa és a paraoxonaz (PON1)

A reverz koleszterin transzport mellett a masik feltételezett mechanizmus, amely
a HDL atheroprotektiv hatdsat tdimaszthatja ald, a HDL LDL oxidéciét gatlo képessége. A
HDL ezen antioxidans hatasa szamos, a HDL-hez kotott molekulanak kdszonhet6, ezek

koziil az apolipoprotein A-I, a platelet-activating factor acetylhydrolase (PAFAH) és a
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paraoxonaz a legjelentdsebb. A paraoxonaz egy HDL-hez kotott enzim, amely az LDL-en
és a HDL-en 1évé oxidélt foszfolipideket és koleszterin észtereket hidrolizélja, és
megakadalyozza az LDL-en torténd felhalmozodéasukat. Az oxidélt LDL kialakuldsa ellen
védo hatds jelentdségét hangsilyozza a régdta elismert tény, hogy az LDL oxid4ciénak

kozponti szerepe van az érelmeszesedés kialakuldsaban [30;31] (2. dbra).

=
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Brewer et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2004,24:1755-1760.

2. abra

Az atheroszklerozis kialakulasa és az ellene védé HDL

Emellett a HDL-t is védi az oxidéci6tol, és ezdltal javitja a HDL hatékonysdgat a reverz
koleszterin transzportban. A PONI-t el6szor az idegméreg organofoszfatokat
kozombositd képessége révén fedezték fel. A neve is innen ered, ugyanis a PON1 képes
hidrolizalni a paraoxont, amely a rovarirté parathionnak a metabolitja[32]. Szamos egyéb
rovarirté metabolitok, mint példaul a diazoxon, mellett a PON az ideggazok ugy, mint a
szarin és a szoman hidrolizisére is képes[33]. A PON észterdz aktivitdsa az aromads
észterekre, gy mint a fenil-acetdtra is kiterjed[33]. A PON-nak az aromds és hosszu
lancu alifas laktonok is szubsztratjai[33]. Az enzimen két kdlcium kotd hely taldlhat6, az

egyik az enzim stabilitdsdhoz, a masik a hidrolitikus aktivitdshoz sziikséges[33]. A
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paraoxondz organofoszfitokat hidrolizalé hatdsa erdsen kélcium fiiggd, viszont a lipid
peroxidok felhalmozédasdnak megeldzéséhez nem igényel kdlciumot[34]. Az LCAT-tal
és az apo A-I-gyel 6sszehasonlitva a paraoxondz sokkal hatékonyabban védi az LDL-t az
oxid4ci6tol[32]. A paraoxondz a méjban termelddik, majd innen a vérbe szekretdlodik,
ahol a HDL-hez kot6dik[33]. A paraoxondz szérum szintje viszonylag konstans egy adott
emberben, ugyanakkor az egyének kozotti eltérés nagy. Ezért az egyének kozotti nagy
aktivitasbeli kiilonbségért a génjének a polimorfizmusa felel. A paraoxondz génje a 7-es
kromoszoma hosszu karjan helyezkedik el. A paraoxonaznak két polimorfizmusa ismert,
az egyik a kddol6 régidban, a 192-es pozicidban, a masik az 55-0sben helyezkedik el. A
192-es pozicid esetében glutamin (Q) vagy arginin (R), mig az 55-6sben leucin (L) vagy
methionin (M) taldlhat6. A PON1 A esetében a 192-es pozicidéban glutamin taldlhat6 és a
PON aktivitdsa alacsony, mig a PON1 B esetében arginin helyezkedik el a 192-es helyen,
és az aktivitds magasabb[7]. Amennyiben az 55-0s poziciéban leucin helyezkedik el,
akkor a paraoxon hidrolitikus aktivitds magasabb, ha methionin, akkor alacsonyabb[35].
A paraoxondz LDL oxidacié ellen védd kapacitdsa ellentéte a paraoxondz hidrolitikus
aktivitdsdnak. Ennek megfelelden a 192-es glutamin(Q) és az 55-6s methionin (M)
rendelkezik a legnagyobb védd hatdssal[34]. Szdmos tanulmany vizsgdlta a PON
polimorfizmusok és a korondria betegség rizikéja kozotti kapcsolatot. Mackness és mtsai
nemrég elvégezte néhany eset-kontrol tanulmdny meta-analizisét, amely azt mutatta,
hogy a 192-es R allél és a korondria betegség jelenléte kozott szignifikdns kapcesolat van,
és Q allél jobban véd a korondria betegséggel szemben, mint az R allél[32]. Ezt a
polimorfizmust emelkedett korondria betegség rizikéjaval hoztdk kapcsolatba[36].
Ugyanakkor a PON koncentricié és aktivitds jobb eldrejelzdje a kardiovaszkuldris
rizikénak, mint a PON genotipus[37;38].

A kovetkezd érdekes megfigyelést Mackness €s mtsai irtdk le, hogy a koronaria
betegségben szenveddkben a paraoxondz aktivitds fele a betegségtdl mentes egyénekhez
képest, és hasonl6 a helyzet az ischemids mellkasi fdjdalom fellépését kovetd néhiny
oran belill a myocardidlis infarktust talélokben, amely arra utal, hogy az alacsony PON
aktivitds megeldzhette az eseményt[39].

A platelet-activating factor acetylhydrolase (PAF-AH) egy madsik antioxidans

hatassal rendelkezd enzim, amely nagyobb részben az LDL-en, kisebb részben pedig a
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HDL-en talalhaté. Azonban az LDL-en 1év6 PAF-AH-val ellentétben, a HDL-en 1évo
PAF-AH aktivitds a paraoxondznak, nem pedig egy kiilon enzimnek koszonhet6[40],
ugyanis a PAF-AH-hoz hasonléan a paraoxondz is képes a platelet-activating factor
(PAF) hidrolizisére.

Végiil a HDL {6 apolipoproteinjérdl, az apo A-I-rdl irtdk le, hogy képes az LDL-
rol eltavolitani a lipid hidroperoxidokat[41], és védi a foszfolipideket az oxidaciotdl,
valamint az LCAT LDL-en 1év0 oxidélt foszfolipidek metabolizmusdban jatszott
szerepérol is beszamoltak mar[42]. A paraoxondz sokkal hatékonyabban védi az LDL-t

az oxidaciotol, mint az LCAT vagy az apo A-I[32].

4.6 A HDL egyéb atheroszklerozis kialakulasa ellen véd6 hatasai

Az elObbiekben emlitett reverz koleszterin transzport és az antioxiddns hatds
mellett a HDL antiatherogén hatdsa még a HDL szdmos egyéb tulajdonsdganak is
koszonhetd. A HDL néhany védd hatdsa a teljesség igénye nélkiil: gatolja az endothel
sejtek platelet activating factor (PAF) szintézisét[43], stimulélja az endothel prostacyclin
szintézisét[44], antithrombotikus, antiinflammatdrikus, és stimulélja az endothel nitrogén
oxid (NO) szintézisét. Ezen hatasok koziil a HDL antiinflammatérikus, valamint az
endothelre gyakolt hatdsardl lesz sz6 bovebben.

Az atheroszklerdzissal kapcsolatban elfogadott tény, hogy egy krénikus
inflammatorikus betegség, amelyet részben az érfalban 1évd oxidalt LDL jelenléte idéz
eld. Ez alapjan logikusnak tiinik, hogy a HDL antiatherogén tulajdonsdga, legaldbbis
részben a HDL antioxiddns és antiinflammatérikus hatdsanak koszonhetd. Egy korai
1épése ennek a gyulladdsos folyamatnak a monocytdk adhézidja az endothelhez, amely
vagy megsériilt, vagy valamilyen mas mddon lett stimuldlva, hogy adhéziés molekulakat
expresszaljon. A HDL képes gatolni az endothel adhéziés molekuldinak expressziojat.

Végiill a HDL direkt endothel hatdsdhoz tartozik az, hogy a HDL képes
megakadalyozni a vasorelaxdcié gatlasat. Az endothel fiiggd vasorelaxicid sordn az
endothel nitrogén oxid szintetdza éltal termelt nitrogén oxid relaxdlja az artéria simaizom
sejtjeit[S]. A macrophagok myeloperoxidazt €s foszfolipazt termelnek, amelyek oxidéljak
az LDL-t, és annak lecitinjét lizolecitinné hidrolizaljak[5]. Az oxidalt LDL, elsésorban

annak magas lizolecitin tartalma gétolja az endothel fiiggd vasorelaxdciot[45]: a
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lizolecitin az oxidalt LDL-r6l az endothelre keriil[46], ahol gétolja a nitrogén oxid
kibocsajtast[45]. A HDL megkoti a lizolecitint, igy képes megakaddlyozni a

vasorelaxdci6 gatlasat[47].

4.7 Az atorvastatin

A 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzim A (HMG-CoA) reduktdz az intracelluléris
koleszterin szintézis kulcsenzime, és annak elsd, sebesség meghatirozd 1épését
katalizdlja, amely sordn a HMG-CoA-t mevalonattd alakitja[48]. Ezt az enzimet gatoljdk
a sztatinok, mas néven a HMG-CoA inhibitorok, melynek az egyik leggyakrabban
haszndlt tagja az atorvastatin. A sztatinok elsddlegesen a mdjban hatva gitoljak a de
novo koleszterin szintézist, ami a hepatocytdk koleszterin raktdranak csokkenéséhez
vezet[49]. Ennek egyrészt az lesz a kovetkezménye, hogy a md; LDL-receptor
expresszidja fokozodik, amelyen keresztil fokozédik az LDL eltdvolitisa a
plazmébol[50]. Ezen LDL-receptoron keresztiill a trigliceridben gazdag VLDL
eltdvolitdsa is novekszik anélkiil, hogy a VLDL el6tte LDL-€ alakult volna[50], masrészt
erdsen csokken a mdj VLDL termelése[50]. Mindezen folyamatoknak koszonhetden
lecsokken a plazméban keringd apo B100-at tartalmazo részecskék szdma. A hepatocytak
mellett a sztatinok a makrofagok koleszterin szintézisét is gatoljak[51].

A tobbi sztatinhoz hasonléan az atorvastatin primer hypercholesterolemidban
dozisfiiggd modon jelentdsen csokkenti a plazma koleszterin és LDL-koleszterin
szintjét[52], valamint szignifikdnsan csokkenti a plazma triglicerid szintjét mind primer
hyperkoleszterolémidban, mind pedig primer hypertrigliceridémidban([53;54].

Korabbi tanulmanyok vizsgéltdk az atorvastatin a HDL remodellingben szerepld
CETP-re gyakorolt hatasat. Guerin és mtsai atorvastatin kezelés hatdsdra kismértéki, de
szignifikdns (-7%-os) csokkenést taldltak a CETP aktivitdsaban, amely pontosan tiikrozte
a CETP koncentricidjaban bekovetkezett csokkenést[55]. Szerintik a CETP
aktivitdsdban bekovetkezett csokkenésért az alacsonyabb VLDL szint felel, ugyanis a
kevesebb koleszterin észtert felvevd partikula csokkenti a CETP aktivitdst. Szintén
Guerin és mtsai azt is kimutattdk, hogy az atorvastatin CETP aktivitast csokkentd hatdsa
dozistdl fiiggetlen[49]. Ugyanakkor més tanulmanyok arra hivtdk fel a figyelmet, hogy a

CETP gén expresszidja emelkedik a taplalékkal felvett koleszterin vagy az endogén
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hyperkoleszterolémia hatdsara[56]. A CETP gén proximadlis promoterében azonositottak
azt a DNS szakaszt, amely felelés a CETP gén szterol hatdsara kivaltott fokozott
aktivaci®jaért[57]. Az atorvastatin plazma CETP koncentricidjat csokkentd hatédsa
lehetséges, hogy a pozitiv sterol-regulatory element (SRE) CETP gén expresszidjadnak
csokkentésén keresztiil jon 1étre.

Végiil a sztatinok paraoxondzra gyakorolt hatdsat vizsgdlva az taldltdk, hogy az
atorvastatin és szimvastatin szignifikdnsan emelték a szérum PON aktivitasit, és
csokkentették az oxidativ stresszt[58-60]. Deakin €s mtsai kimutattdk, hogy a sterol
regulatory element-binding protein 2 (SREBP-2) a PON1 gén proximaélis promoter
régidjahoz kotddik, és fokozza a promoter aktivitasat. A sztatinok egyik antiatherogén
hatdsa valdszinlileg ugy valosul meg, hogy a sztatinok novelik az SREBP-2-t, amely

kovetkeztében a PON expresszidja is fokozodik[61].

4.8 Az Uncoupling protein-2 (UCP-2)

A korondria betegség egyik f0 riziké faktora az alacsony HDL szint, mig riziko
szempontjabol a meglévé korondria betegséggel egyenrangi rizikét jelent a diabetes
mellitus és az ezzel egyiitt jar6 diabeteses dyslipidemia (az NCEP ATP III ajanlédsa
szerint). Az uncoupling protein-2 (UCP-2) jelentds szerepet jatszik a [-sejtek
miikddésében €s fontos szerepe van az inzulin szekrécidjdban.

Az uncoupling proteinek a mitokondrium bels6 membrinjaban taldlhato
transzporterek. A mitokondrium kiils6 membranja &4tjarhaté a kisebb metabolitok
szamdra, mig a bels6 membrdn permeabilitdsa szorosan szabdlyozott, amely a magas
elektrokémiai gradiens fenntartdsahoz sziikséges. Ez a gradiens, amelyet a mitokondrium
elektron transzport ldnca hoz létre, az energia megOrzéséhez és az ATP szintézishez
sziikséges. A folyamatot, mely sordn a respirdcié alatt termeldd6 energia ATP szintézisre
forditddik, oxidativ foszforilaciénak nevezziik.

Az oxidativ foszforildciéval és az ebbdl szarmazé energia felhasznédldsaval
foglalkoz6 Peter Mitchell 1961-ben megalkotott kemiozmotikus elmélete hatalmas
fordulépontot jelentett. A kiilonboz6 energia forrdsok, ugy mint gliikkéz, zsir, és
aminosavak oxidaciéja soran elektronok termelddnek NADH és FADH, forméjdban[62].

A NADH és a FADH, részben a mitokondriumban, részben a citoszélban termelodik,
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ahonnan a mitokondriumba szallitddnak. A NADH és a FADH, elektronokat ad at a
mitokondrium belsé membréanjdban 1év6 elektron transzport lancnak, amely 5 protein
komplexbdl all. Az elektronok végighaladnak az elektron transzport lancon, hogy elérjék
végso céljukat, a molekuldris oxigént, amely igy vizz¢é redukdlodik. Emiatt a folyamatot
respirdcionak is nevezik. Amint az elektronok végighaladnak az elektron transzport
lancon, az I-es, Ill-as és IV-es komplex adott szdmu protont pumpdl a mitokondrium
matrixabol a membran kozti térbe, ezaltal 1étrehozva a belsO membranon keresztiil
kialakul6 proton gradienst. Ez a proton elektrokémiai gradiens két részbdl all: az egyik a
proton koncentracié, a masik az elektromos potencidl kiilonbség a mitokondrium belsd

membréanjanak két oldalan.
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3. 4bra

Az oxidativ foszforilacio és az uncoupling protein-2
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A proton gradiens formdjdban kialakult és megdrzott energidt az V-0s komplex,
azaz az ATP szintetdz hasznélja fel, gy, hogy amint a protonok visszaszallitddnak a
membran kozti térb6l a mitokondrium matrixaba, ATP szintetizalédik ADP-bol és
inorganikus foszfatbol (P;) (3. dbra). A mitokondrium elektrokémiai proton gradiense a
sejtek ATP szintézisének elsddleges forrdsa. A protonok az ATP szintetdzon kiviil egy
mdsik moédon is vissza tudnak jutni a mitokondrium matrixdba, ez pedig a proton
visszacsorgéds. Mitchell tedridgja szerint az ATP szintézissel nem kapcsolt proton
visszacsorgas hétermelésre hasznalédik fel. Igy keriilt felfedezésre a barna zsirszovetben
taldlhaté uncoupling protein, amely nélkiilozhetetlen a hideghez val6 adapticidban, a
thermogenesisben. Az ATP szintézis és az elektron transzport lanc szétkacsoldsa egyrészt
az adaptiv hdtermelésben jétszik fontos szerepet, mdsrészt lehetOséget biztosit a
kiilonb6z6 anyagcsere folyamatokhoz nélkiilozhetetlen koenzimek folyamatos
oxid4cidjihoz.

A barna zsirszovetben taldlhaté UCP1 klénozassal nyert homoldgjait UCP2-nak
és UCP3-nek nevezték el. Az UCP2 és UCP3 génje emberekben a 11-es kromoszémén
egymdas mellett helyezkedik el. Az UCP1 csak a barna zsirszovetben taldlhaté, mig az
UCP2 szamos szovetben és sejt tipusban, az UCP3 elsOsorban a vdzizomban van jelen.
Az UCPI1 igen nagy koncentrdciéban fordul eld, a mitokondrium membran proteinek
kozel 10 %-at teszik ki[63]. Ez az elektron transzport ldnc €s az ATP szintézis gyors és
teljes szétkapcsoldsdhoz, és egyittal a mitokondrium bels6 membran proton
konduktancidjanak a nagymértékii novekedéséhez sziikséges. Ezzel szemben az UCP2 és
UCP3 igen kicsi koncentraciéban van jelen, a mitokondrium membran proteinek 0.01-0.1
%-at képezik[64]. Az UCP2 és UCP3 elnevezése félrevezetd, hiszen arra utal, hogy az
UCP1-hoz hasonléan képesek az elektron transzport linc és az ATP szintézis
szétkapcsoldsara, valamint az adaptiv hétermelésre. Bebizonyosodott, hogy az UCP2 és
UCP3 szét tudjak kapcsolni az elektron transzport lancot €s az ATP szintézist, viszont a
hétermelésben nem jdtszanak szerepet.

Mivel az UCP2 és UCP3 pontos funkcidja még a mai napig sem teljesen
tisztazott, tobb lehetséges szerep is felmeriilt. Az egyik lehetdség, hogy az UCP2 és
UCP3 csokkenti a reaktiv oxigéngyokok képzodését. A sejtek teljes reaktiv oxigéngyok

termelésének nagy része a mitokondriumbdl ered. Ennek az a magyardzata, hogy az
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elektron transzport lancon végighaladé elektront az oxigén molekula képes felvenni, és
szuperoxid anionnd alakulni. A reaktiv oxigéngyok képzddés a mitokondrium belséd
membrénjanak proton gradiensétdl fiigg. A megemelkedett proton gradiens és a magas
mitokondridlis membran potencidl kovetkeztében az elektron transzport lelassul, a mobil
elektron szallitok féléletideje megnd, amelyek végiil az I-es és a Ill-as komplexen a
molekuléris oxigén egyetlen elektron dltal kivaltott részleges redukcidéjahoz vezetnek,
ezaltal az elektron transzport lancban a reaktiv oxigéngyok képzodés fokozddik. Az
UCP2 altal medidlt protoncsorgds (in. mild uncoupling) enyhén csokkenti a proton
gradienst, ezdltal csokkenti a reaktiv oxigéngyok képzodést az I-es és Ill-as

komplexeken.

Elektron

g ATP
transzport lanc

szintaz |-

Nature Reviews | Molecular Coll Biclogy

Krauss et al. Nature reviews 2005,;6: 248-261.
4. abra

Az uncoupling protein-2 és a reaktiv oxigéngyok képzodés

A ,,mild uncoupling”, azaz protoncsorgds azt jelenti, hogy az UCP2 enyhén noveli

a proton vezetoképességét, ezdltal enyhén csokkenti a proton gradienst, ugyanakkor ATP
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tovabbra is termelddik[65], ellentétben az UCP1-nal, amely teljesen szétkapcsolja az
ATP szintézist és az elektron transzport lancot. Azonban az UCP2 alaphelyzetben nem
befolydsolja a proton konduktancidt, az UCP2 proton konduktancia novekedéséhez
eldszor az UCP2-nak aktivalodnia kell. A reaktiv oxigéngyokok az UCP2-t aktivélni
képesek, igy egy lokalis feedback mechanizmust hoznak 1étre (4. dbra).

Az UCP2 masik lehetséges funkcidja az inzulin szekrécid szabélyozasa.

4.9 Az inzulin szekréci6 folyamata

A hasnydlmirigy p-sejtjeinek a feladata, hogy sziikség szerint inzulint
szintetizdljanak, és szekretdljanak a vércukor héztartds szabdlyozdsa céljabol. Ahhoz,
hogy ezt a feladatot megfelelden el tudjdk latni, a B-sejtek folyamatosan ellendrzik a
tdpanyag ellatist, metabolizaljdk a rendelkezésre 4116 tdpanyagokat, €s a metabolizmusuk
mértékétdl fliggden valtozik a funkcidjuk. A tdpanyagok kozill a gliikoz
metabolizmusabdl szdrmazé intracelluldris szigndlok képezik az inzulin szekrécid
legerdsebb stimulusédt. Ez a mechanizmus egyediilallg, hiszen az inzulin szekréciét nem
receptor-ligand kolcsonhatds, hanem a gliikoz intracellularis metabolizmusa hozza 1€étre.
A gliik6éz a nagy kapacitdsa glucose transporter-type 2-n (GLUT-2) keresztiil jut be a -
sejtekbe[66]. A gliikdzt ezutan a gliikkokindz (GK), a B-sejtekben a glikolizis els6 enzime,
foszforildlja, amely 1ényegében a gliik6z érzékeldje. A gliikkdz végigmegy a glikolizis, a
Krebs-ciklus és az oxidativ foszforilacié folyamatdn, amely ATP termelddéshez vezet.
Az ATP szint emelkedése miatt kialakul6 ATP/ADP hanyados hirtelen valtozdsai az
ATP-szenzitiv K'-csatorna bezédréddsihoz vezetnek. A depolarizdlédé B-sejten 1évo
fesziiltség-fiiggd L-tipusu Ca**-csatornak kinyitnak, a citoplazmatikus szabad Ca®*-
koncentracid [Ca2+]i megemelkedik, amely az inzulint tartalmazé vezikuldk
exocitozisdhoz vezet[66] (5. dbra). Mindez felhivja a figyelmet arra, hogy az elektron
transzport és az ATP szintézis szoros kapcsolata milyen jelentdséggel bir a B-sejtek
mitokondriumdban, hiszen a citoplazma ATP/ADP hédnyadosa a kozponti szigndlja a

glikk6z stimulalt inzulin szekrécionak.
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5. abra

Az inzulin szekrécié folyamata

Alacsony gliikéz szint esetén, a B-sejtek a szabad zsirsavak oxiddlasdval fedezik
az energia sziikségletiiket. Amikor a gliikkdz szintje Gjra megemelkedik, a zsirsav oxidacié
csokken, és a gliikk6z oxidacio fedezi ismét a B-sejtek energia sziikségletének nagy részét.
A zsirsav oxidaciordl a gliikéz oxidécidra torténd véltds ugy valdsul meg, hogy a gliik6z
gdtolja a zsirsav oxid4ciot. Ennek elsd 1épése az, hogy a Krebs-ciklus intermediereinek a
szintje megemelkedik, amely fokozott citrdit képzddéshez vezet. A fokozott
mitokondridlis citrdt képzddés megnoveli a citoszol citrat szintjét. A citoszélban 1évo
citrat malonyl-CoA-vé alakul, amely allosztérikus inhibitora a mitokondridlis membréan
enzimjének, a carnitine palmitoyltransferase-1-nek (CPT-1). A CPT-1 szabdlyozza a
hosszu lanci acyl-CoA oxidéciora valé szallitdsat a mitokondriumba. Tehat a malonyl-

CoA-nak koszonhetden jon 1étre a valtds a zsirsav €s gliik6z oxidaci6 kozott[66].
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4.10 Fiziolégias valtozasok éhezés soran

Az evolicié sordn az €lélényeknek alkalmazkodniuk kellett a folyamatosan
valtozo6 tplalékellitashoz. A tiplalék hidnyara a sejtek ugy védlaszolnak, hogy fenn tudjak
tartani a sejtek energia elldtdsat, hogy az €hezésbdl helyre tudjon éllni[67]. Az éhezésre
adott vélasz szoros hormondlis kontroll alatt all, amelynek kozpontjdban az inzulin
hatdsdnak gatlasa 4all. Ilyenkor ugyanis a szénhidraton alapulé energiaellatasrol at kell

valtani az els6sorban zsir oxidacidébdl szarmazo ellatasra (6. abra).

Ehezés soran:
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6. abra

Ehezés soran bekovetkez6 valtozasok

Ehezéskor a zsirszovetben tarolt trigliceridek szabad zsirsavakka hidrolizalédnak,
majd a keringésbe keriilnek, hogy mds szoveteket ldssanak el energidval[68]. Az egyik
triglicerid hidrolizisben szerepld enzim a hormon-szenzitiv lipdz (HSL)[69]. Az HSL
egyik f6 szabdlyzdja az inzulin, amely gatolja az HSL-t, a masik az epinefrin, amely

serkenti az HSL-t. Koriilbeliil 24 6rds éhezést kovetden megemelkedik a szérum szabad
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zsirsav szintje, amely a lipolizis aktivalodasat jelzi[70]. A keringésbdl a médjba felvett
szabad zsirsavak a madjsejtekben felhalmozddnak, és a mitokondriumban acetyl-CoA-va
oxidalédnak (B-oxidacid). Az acetyl-CoA nagy része ketontest (B-hidroxibutirdt, aceton,
acetoacetat) képzodésre hasznalddik fel, vagy a legtobb szovethez hasonléan az acetyl-

CoA belép a Krebs-ciklusba, és ATP képzddik beldle (7. dbra).
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7. abra

Ehezés alatt a majsejtekben lejatsz6dé valtozasok

A madjban felhalmoz6d6 zsirsavakat a citoszélban 1évd enzim, az acyl-CoA
szintdz acyl-CoA-va alakitja. Az acyl-CoA nem tud kozvetleniil keresztiil jutni a
mitokondrium bels6 membranjan, ezért az acyl-CoA mitokondriumba torténd bejutdsa
kulcsfontossagu szabalyz6 pontja a B-oxidaciénak[71]. Amint dtjut a mitokondrium bels6
membrénjan, az oxidacié teljesen végbe megy, €s acetyl-CoA képzddik. Az acyl-CoA
mitokondriumba torténd szdllitdsdban részt vevd egyik protein a carnitine

palmitoyltransferase-1 (CPT-1). Ebbdl kovetkezik, hogy a [-oxidici6 mértékének
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szabdlyozéasaért a CPT-1 felel. A CPT-1 fiziol6gids inhibitora a malonyl-CoA[72], amely
elégséges szénhidrat ellatds esetén 1étrehozza a B-oxidaciordl a gliikkéz oxidaciora torténd
valtast az el6z6 pontban leirtaknak megfeleléen. Emellett még megjegyzendd, hogy a
malonyl-CoA a zsirsav szintézis szubsztratja, és ezért a CPT-1 gatlasdnak maésik szerepe
az, hogy elkeriilje a pdirhuzamosan zajl6 zsirsav szintézist €s oxidaci6t[73].

Ehezés sordn a mdjra harul az a feladat, hogy energidt szolgiltasson a szervezet
tobbi részére. A maj eloszor a glikogén raktarakat hasznalja fel, hogy gliikozt termeljen
az extra-hepatikus szovetek szdmadra. 24 o6rds éhezés utdn a majnak fenn kell tartania a
Krebs-ciklust, hogy ATP-t termeljen sajit maga szdmadra, és a glilkoneogenezis soran
gliik6zt termeljen az extra-hepatikus szoveteknek. Mivel ez a két folyamat ugyanazokat
az intermediereket haszndlja, a Krebs-ciklus és a glitkoneogenezis lelassul, az acetyl-CoA
felhalmozdédik a mitokondriumban, amely kondenzéicids folyamatok révén ketontest
képzddéshez vezet[69]. A ketontestek koziill az acetoacetit és a P-hidroxibutirit
metabolikusan aktiv, valamint a ketontestek, kiilonosképpen a B-hidroxibutirdt szerepet
jatszanak a lipolizis szabdlyozdsdban, ugyanis csokkenteni tudjdk a lipolizis mértékét,
ezaltal meghosszabbitjdk a lipid raktdrak fennallasit, és novelik a hosszu tava
talélést[74]. A ketontestek a majbdl az extra-hepatikus szovetekbe szallitédnak, hogy ott
energia forrasként szolgaljanak.

Végiil fontos megemliteni az éhezés sordn a mdjban bekodvetkez6 fizioldgids
valtozasok szabalyozdsdban kozponti szerepet jatszd peroxisome proliferator-activated
receptor a-t (PPARa). A PPARa a peroxisome proliferator-activated receptor-ok (PPAR-
ok) kozé tartozik. A PPAR-ok ligand altal aktivalt transzkripcids faktorok, amelyek az
adott gén atirédasat kis lipofil molekuldk, mint példdul zsirsavak, hatdsdra szabdlyozzak.
A PPARa szabdlyozza a mdj zsir katabolizmusdban szerepet jatszé gének expresszidjat
ugy, mint a zsirsav oxidacié (mikroszomalis, peroxiszomalis es mitokondridlis), zsirsav
felvétel és/vagy kotddés €s lipoprotein Osszeszerelés és szdllitds génjeit[75;76]. A
PPARGo-t6l fiiggd jelétvitel szamdara az éhezés jelenti az egyik fizioldgids kihivast, hiszen
nagy mennyiségli zsirsav szdllitddik a méjba oxiddacié céljabol. Mig a PPARa
szabdlyozza a zsirsav katabolizmust a mdjban, addig a PPARYy befolydsolja a zsirsav

tarolast a zsirszovetben .
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4.11 Az UCP2 szerepe a p-sejtekben és éhezéskor

Az el6z0 pontban leirtaknak megfeleléen a [-sejtekben az ATP szint
emelkedésének kiemelt szerepe van az inzulin szekrécioban. Az UCP2 protoncsorgés
révén csokkenti a proton gradienst, ezaltal az ATP szintézist, végiil az alacsonyabb ATP
szint csokkent inzulin szekrécibhoz vezet. Mindezekbdl kovetkezik az UCP2 negativ
hatdsa a gliikkéz stimuldlt inzulin szekrécidra. Meggy6z6 bizonyitékaul szolgéltak ennek a
feltételezésnek az UCP2 knockout egereken végzett kisérletek. Az ucp2-/- egerek
szigetsejtjeinek ATP szintje magasabb volt[77], és akdrmilyen gliik6z koncentricidval
stimuldltdk az inzulin szekrécidt, az emelkedettebb volt a vad tipusi egerek
szigetsejteihez képest[77]. Az ucp2-/- egerek szérumjdnak inzulin koncentracidja
magasabb, mig a sz€rum gliik6z szintje alacsonyabb volt, valamint ezek az egerek in vivo
a vércukor szint emelkedésre tobb inzulint szekretdlnak[77]. A B-sejtekben az UCP2
mukodésének egyik lehetséges szabdlyozdja a zsirsav oxidécid, ugyanis a zsirsavak [-
oxid4cidja sordn fokozottan termelddnek reaktiv oxigéngyokok, amelyek aktivaljdk az
UCP2-t[78;79]. Hasonlé a helyzet a hyperglycaemidval kapcsolatban, amikor szintén
reaktiv oxigéngyoktol fliggd modon csokken az inzulin termelés. Hyperglycaemidban a
gliik6z metabolizmusa fokozddik, tobb elektron keriil az elektron transzport lancba, tébb
proton pumpdlédik a membrian kozotti térbe, végiil magasabb lesz a membran
potencial[62]. Ennek kovetkeztében az elobbiekben leirt médon tobb reaktiv oxigéngyok
képzddik, amely fokozott UCP2 aktivitdshoz vezet, igy csokken a gliikkéz stimulalt
inzulin szekrécid. Ezek alapjan az az elképzelés alakult ki, hogy a fokozott UCP2
expresszié a B-sejtek funkcié zavardhoz és 2-es tipusu diabetes mellitus kialakuldsdhoz
vezethet. Az UCP2 reaktiv oxigéngyok ellenes hatdsanak jelentdségére hivja fel a
figyelmet az a tény, hogy a B-sejtekbdl szinte teljesen hidnyoznak az antioxiddns
enzimek, igy a B-sejtek fokozottan érzékenyek az oxidativ stresszel szemben[80;81].

Az UCP2 aktivitds fontos szerepet jatszhat a [B-sejtek folyamatosan valtozo
taplalék ellatdsra adott fiziol6gids valaszdnak koordindldsidban. Az UCP2 szerepe jelentds
lehet az inzulin szekrécié gatldsaban, mikor a vércukor szintje alacsony. Ehezéskor a vér
nem észterifikalt zsirsav szintje megemelkedik, ezen zsirsavak oxiddlédnak, amely sordn
képz6dd reaktiv oxigéngyokok az UCP2 expresszidjdhoz és aktivalédasdhoz

vezetnek([75;82]. Ennek kovetkeztében az inzulin szekrécidja csokken, ami megeldzi a
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hypoglycaemia kialakuldsat €éhezéskor. Ezzel szemben étkezés utdn mind a gliikkéz, mind
a zsirsav szint megemelkedik, ami az éhezéshez hasonléan a megemelkedett reaktiv
oxigéngyokok révén noveli az UCP2 aktivitést. Etkezést kovetden nagymértékii inzulin
szekrécidra van sziikség, melyet az UCP2 hatdsa valamelyest csokkent[83]. Az inzulin
szekrécié folyamatos fenntartdsahoz az ATP/ADP hédnyadoson kiviil még sziikség van
mds inzulin szekréciét fokozd szigndlra. Ezen szigndlokat olyan molekuldk adjak,
rendszer tdlterheltté valik, azaz a Krebs-ciklus lelassul a megemelkedett proton gradiens
miatt. Az UCP2-nak kdszonhetden 1étrejovo protoncsorgds csokkenti a proton gradienst,
ezéltal a Krebs-ciklus megfeleld sebességgel tud miikkddni és termelni az inzulin
szekrécio fenntartdsahoz sziikséges szignalokat. Az egyensuly fenntartdsidhoz finom
szabdlyozdsra van sziikség, amely valdszinlileg az UCP2 rendkiviil rovid, 30 percnyi
féléletidejének koszonhetd[83]. Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy az UCP2 éhezéskor
csokkenti az inzulin szekrécidt, ugyanakkor étkezés utdn fenntartja a gliikkéz stimulélt

inzulin szekréciot.

V. CELKITUZESEK

5.1 Az atorvastatin kezelés hatasa a lipid paraméterekre és a HDL
remodellingben szerepl6 enzimekre

Mivel az LDL terdpids célértéket napi 20 mg-os atorvastatin dézissal a betegek
nagy részében el tudjuk érni, mi els6sorban arra voltunk kivancsiak, hogyan valtozik a
HDL szintje ugyanezen atorvastatin dozis hatdsara. Az atheroszklerdzis elleni
védelemben a HDL szintje mellett kiemelt jelentésége van a HDL mindségének, amely a
HDL antiatherogén aktivitasaért felel. A HDL funkcidjat €s mindségét elsOsorban a
HDL-hez kapcsolédé enzimek és proteinek hatdrozzdk meg, ezért az apo A-I szintje
mellett arra is kivdncsiak voltunk, hogyan vatozik a HDL remodellingben szereplo LCAT
és CETP aktivitdsa és funkcidja 20 mg-os atorvastatin kezelés hatdsara. Végiil célunk
volt még, hogy megvizsgiljuk az atorvastatin hatdsit a szérum paraoxondz-1

koncentracidra és aktivitdsra, amelyet az atorvastatin a HDL remodellingben szerepet

jatsz6 enzimek aktivitdsara hatva befolyasolhat.
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5.2 Az UCP2 hatasa a zsiranyagcserére éhezéskor

Kordbbi vizsgdlatok arra hivtdk fel a figyelmet, hogy az UCP2 a [-sejtekben
szerepet jatszhat azok kdrosodott inzulin szekrécidjaban és ezaltal a 2-es tipusu diabetes
kialakuldsdban. Jelen munkdmban azt az elképzelést vizsgaltuk, hogy éhezéskor a [3-
sejtekben megemelkeddé UCP2 a gliik6z stimuldlt inzulin szekrécié csokkentésére
irdnyul6 fiziol6gids valasz, amely ezaltal serkenti a periférids lipolizist €s a mdj lipid
felhasznalasat, azaz az UCP2 inzulin szekréciot befolydsolo hatdsa sziikséges ahhoz,
hogy éhezés hatdsara 1étrej0jjon a szénhidrat oxidaciordl a zsirsav oxidécidra torténd
véltds. Az elképzelésiinket ucp2” és vad tipusi egereken vizsgdltuk, és kivancsiak
voltunk arra, hogy az UCP2 hidnya 24 és 72 6rds éhezés hatdsdra milyen valtozasokat

1déz eld a zsiranyagcserében.

VI.MODSZEREK

6.1 Betegek

Az atorvastatin kezelés hatdsat 33 II. a és II. b tipusi primer
hyperlipoproteinaemidban szenvedd betegen vizsgaltuk. A betegek kozott 17 férfi és 16
nd szerepelt, az atlagéletkor 62,9 £ 5,55 év volt, a testtomeg-index pedig 26,9 + 2,86
kg/m® volt. A betegek hat hétig tarté gydgyszer kiiirité periédust kovetéen keriiltek a
vizsgalatba bevondsra. Ez alatt az NCEP Stepl-es diétdjat kellett tartaniuk, amely szerint
a napi koleszterin bevitelnek 300 mg-nal kevesebbnek kellett lennie, €s a zsiradékbol
szdrmazé energia a napi kaldria bevitel 30%-4at nem haladhatta meg, és ennek <10%-a
lehetett telitett zsir. Ezt kovetden 3 hoénapig napi 20 mg atorvastatin kezelésben
részesiiltek a betegek a standard diéta mellett.

A betegek mas gydgyszeres kezelésben nem részesiiltek, €s nem volt mas definitiv
betegségiik. A vizsgdlatba 21 és 70 éves kor kozotti, kordbban nem kezelt II. a és II. b
tipusi hyperlipidémids betegek keriiltek bevdlasztasra. A II. a és II. b tipusu
hyperlipidémia diagnosztikai kritériuma volt: LDL koleszterin > 4.2 mmol/l +
triglyceride > 2.2 mmol/l. A betegek vizsgalatba torténd bevalasztasakor kizard kritérium
volt: a diabetes mellitus, a hypertensio, korondria betegség, myocardialis infarctus,

mdjbetegség, az epekovesség, dohdnyzds, alkoholizmus, antikoaguldns vagy
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kortikoszteroid vagy kordbbi lipid csokkentd kezelés, malignus alapbetegség,
microalbuminuria, terhesség, szoptatas €s 130 umol/L feletti szérum kreatinin szint.
A vizsgélatot a DE OEC etikai bizottsdga engedélyezte, a betegek felvildgositas

utdn irasos beleegyezésiiket adtdk a vizsgalatba.

6.2 Lipid paraméterek meghatarozasa

A vérmintdk (5 ml vénds vér) levétele legalabb 12 6ra éhezés utan tortént. A lipid
paramétereket azonnal meghataroztuk. A tobbi méréshez alacsony fordulatszdmu
centrifugdldssal nyert szérum a mérésig -20°C-on volt tarolva. A kezelés megkezdése
eldtt, illetve a 3 honapos kezelést kovetden végeztiik a koleszterin, triglicerid, HDL
koleszterin, LDL koleszterin, apo A-I, apo B100, Lp(a), paraoxondz-, CETP-, LCAT-
aktivitds és oxidalt LDL meghatarozasat.

A lipid meghatidrozdsok a DE OEC KBMPI-ben Cobas Integra 700 Analyser
(Roche, Basel, Svidjc) késziiléken validalt analitikai médszerekkel torténtek. Az LDL
koleszterin értékét a Friedewald egyenlet segitségével, indirekt médon hataroztuk meg
(4,5 mmol/L triglicerid szint alatt). Az apolipoproteinek vizsgdlata immun-
nephelometrids médszerrel tortént (Orion Diagnostica kit).

Az ox-LDL-t szendvics ELISA mddszerrel mértiikk. A mérés sordn az ox-LDL
ellenes antitestet hataroztuk meg Wak-Chem-Med (Berlin, Németorszag) kittel. A
plazméban 1év6 ox-LDL az inkubdcié sordn reagdl az egérben termeltetett, monoklondlis,
ox-LDL ellenes antitesttel. A nem reaktiv plazma komponensek eltdvolitdsa utan a szilard
fazishoz kotott ox-LDL-t peroxiddzzal konjugalt, apolipoprotein B ellenes antitest ismeri
fel. A kotott konjugatumot tetrametil benzidin reakcidval detektaljuk, és

spektrofotometridsan mérjiik. Az intra- €s inter-assay koefficiens 5.4% és 8.3 volt.

6.3 Az LCAT aktivitas meghatarozasa

Az LCAT aktivitast kereskedelmi forgalomban 1év¢ kittel hatdroztuk meg (Roar
Biomedical Inc.). A plazmét a fluoreszcens szubsztrattal inkubdltuk, majd az intakt
szubsztrdt  fluoreszcens intenzitdsit 470nm-en Hitachi F-4500 Fluorescence
Spectrophotometer-rel mértilk meg. Amint az LCAT hidrolizélta a szubsztritot, egy

monomer képzddott, amelyet 390 nm-en detektaltunk. Az LCAT aktivitast a 470 nm-en
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és 390 nm-en mért emisszio intezitasanak valtozasabol szamoltuk ki. Az intra- és inter-

asay koefficiens <5 % volt.

6.4 A CETP aktivitas meghatarozasa

A CETP aktivitast szintén egy kittel mértiink (Roar Biomedical Inc.). A kit donor
(szintetikus foszfolipid és koleszterin €szter) és akceptor (VLDL) partikulat tartalmaz. A
méréshez hasznalt puffert 150 mM NaCl, 10 mM Tris és 2 mM EDTA felhasznélasdval
allitottuk 6ssze, a pH-jat 7,4-re éllitottuk be. 6 pl plazmat 20 pl donor és akceptor
eleggyel é€s 1000 ul pufferrel kevertiik 6ssze. A CETP éltal medialt koleszetrin észter
transzfert a donorr6l az akceptor molekulara a fluoreszcens koleszterin-linoleat
fluoreszcencia novekedésébdl hataroztuk meg Hitachi F-4500 Fluorescence
Spectrophotometer segitségével. Az excitacié 465 nm-en, az emisszié 535 nm-en tortént.

Az intra- és inter-assay koefficiens <3 % volt.

6.5 A paraoxonaz aktivitas és koncentracié meghatarozasa

A szérum paraoxondz aktivitds meghatdrozdsa spektrofotometridsan tortént
paraoxon szubsztrit (O,0O-dietil-O-p-nitrofenilfoszfat; Sigma) felhasznédldsaval. A
méréskor 50 pl szérumhoz 1 ml Tris/HCI puffert (100 mM, pH 8,0) adtunk, amely 2 mM
CaCl,-t és 5,5 mM paraoxont tartalmazott. A paraoxondz hatdsdara paraoxonbdl képzddd
4-nitrofenol keletkezésének sebességét 412 nm-en és 25°C-on hatdroztuk meg Hewlett-
Packard 8453 UV-Visible spektrofotométerrel. Az enzim aktivitdst a moldris extinkcids
koefficiens (17100 M' cm™) segitségével szamoltuk ki. A paraoxondz aktivitds 1 unitja
megfelel percenként 1 nmol 4-nitrofenol keletkezésének. A PON/HDL ardnyt gy
szamoltuk ki, hogy a PON aktivitést elosztottuk a HDL-koleszterin koncentricigjaval.

A szérum PON koncentracidjat ELISA-val hataroztuk meg (WAK-Chemie
Medical GmbH). A szérum koncentracidt tisztitott paraoxondz segitségével készitett
standard gorbével hataroztuk meg. Az mérés egyenes szakasza 0.17 és 1.36 pg PON/ml
kozé esett. Az intra-assay koefficiens 3.2 % volt.

A PON specifikus aktivitast tigy szamoltuk ki, hogy a PON aktivitast elosztottuk

a PON koncentraciéval, és nmol min™ pg”'-ben fejeztiik ki.
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6.6 Az allatok kezelése

Az ucp2-knockout egerek létrehozasat kordbban mar leirtdk[77]. Az ucp2 génre
heterozigéta (ucp2*™") egereket Dr. Bradford B. Lowelltdl (Harvard Medical School,
Boston, MA) kaptuk. Az wucp2 knockout (ucp2”) egereket a heterozigéta egerek
keresztezésével nyertiik. A genotipust az egerek farkabdl nyert DNS-bdl a kordbban leirt
modon hatdroztuk meg[84].

A kisérletiinkhoz 12-14 hetes him ucp2-t nem expresszald (ucp2™) egereket
valamint vad tipusu tarsaikat hasznaltuk. Az éllatokat 24 vagy 72 6réan at éheztettiik, mig
a kontroll csoportba tartozé egerek korldtlanul fogyaszthattdk a hagyoményos egér
eledelt. Az allatok mindkét csoportban korlatlan mennyiségli vizet ihattak. A 24 vagy 72
ords éheztetés utdn az egereket leoltiik. A teststlyukat megmértiik, a vércukor szinteket a
farok véndbol nyert vérbdl meghatidroztuk. Tovabbi biokémiai vizsgédlatokhoz sziv
punkcioval nyertiink vért. Az egerek mdjat és az epididymis koriili zsirszovetét
eltavolitottuk, sudlyukat megmértiik, végiil vagy folyékony nitrogénben azonnal
lefagyasztottuk vagy szovettani vizsgalatra készitettiik eld. Az allatokon végzett Osszes

kisérletet a Rhode Island Hospital etikai bizottsaga jovahagyta.

6.7 Biokémiai mérések

A nem észterifikdlt zsirsav (Wako, Richmond, VA), a triglicerid és a [-
hidroxibutirdt (Stanbio, Boerne, TX) plazma szintjének meghatirozdsahoz kereskedelmi
forgalomban 1évé kitet haszndltunk. A plazma inzulin szintjét ELISA-val mértiikk meg
(Linco, St. Charles, MO). A teljes mdj szovet lipid tartalmét kloroform-metanol-os
extrakcidval hatdroztuk meg[85]. A méj szovetet kloroform €s metanol megfeleld aranyu
keverékével homogenizaltuk, majd tovabbi kloroformot és vizet adtunk a keverékhez,
mikozben tovabb folytattuk a homogenizdlast. A homogenizatumot lesziirtiik, és par
percig allni hagytuk, hogy a rétegek szétvéaljanak. Az alsé réteget a kloroform képezi, mig
a fels6t a metanol és viz keveréke. A kloroform réteg tartalmazza a megtisztitott
lipideket. A fels6 réteg eltavolitisa utin a kloroform réteget evaporicié révén
kiszaritottuk, és a maradvany sdlydt megmértiik, és a kovetkezd egyenlet alapjan
kiszamoltuk a teljes lipid tartalmat: (a lipid silya az adott alikvotban x a kloroform réteg

térfogata)/alikvot térfogata.
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6.8 Szovettani vizsgalatok

A mdjak szovettani vizsgdlatra szdnt darabjat Tissue-Tek mediumba (Sakura,
Torrance, CA) 4gyaztuk be, majd abban lefagyasztottuk. A metszetek elkészitéséhez
bedgyazott m4j szovetekbol 4 um vastagsigu szekcidk késziiltek. A mdjban torténd lipid
akkumulacié mértékének megitéléséhez az Oil red O-val festett mdj metszetek képeit
digitalizéltuk (MicroPublisher 3.3 RTV; Qimaging, Burnaby, British Columbia). Az Oil
red O-val festett teriiletet egy konstans optikai denzitdssal rendelkezd hattér felett
rogzitettiikk Image Pro Plus 5.1 szoftver segitségével (MediaCybernetics, Silver Spring,
MD), hogy ki tudjuk szdmolni azt, hogy a teriilet hany szazaléka fest6dott pozitivan Oil
red O-val. Az dllandé optikai koriilményeket az egész morfoldgiai vizsgdlat alatt

megtartottuk.

6.9 Western blot

A madjdarabokat az alabbi pufferben emésztettiik meg: 50 mM HEPES (pH 7.5),
200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.1 % Tween-20, 10 %
glycerol, 0.1 mM Na-ortovanadét, 1 mM NaF, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml
apoprotinin, és 1 mM B-glicerofoszfat. A kapott lizatumok fehérjekoncentraciéjat BCA
Protein Assay Reagent Kit-tel (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) mértiik meg. Az
azonos mennyiségben betoltott fehérjéket 10%-os SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
valasztottuk szét, majd PVDF membranra (PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA)
transzferdltuk. Az immunoblotokat foszforildlt hormone-sensitive lipase (HSL) (Cell
Signaling, Danvers, MA), peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-a (Sigma),
PPAR-y, és sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c) (Santa Cruz, Santa
Cruz, CA) ellenes poliklonalis nyul antitestekkel kezeltilk. Mdsodlagos antitestként
szamdrban termeltetett, tormaperoxidazzal jelolt antitestet (Santa Cruz) haszndltunk. A
blotokat kemilumineszcencids (ECL, PerkinElmer) médszerrel hivtuk elé. Az egyenletes

toltést B-actinnal igazoltuk.
6.10 Real-time PCR

Az RNS-t TRIzol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA) vontuk ki a folyékony

nitrogénben lefagyasztott mdj mintdkbol, mikézben a genomikus DNS szennyezddéstdl
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RNase-mentes DNase (Roche, Indianapolis, IN) emésztéssel tisztitottuk meg mintdinkat.
Ezutan kovetkezett a reverz transzkripcio a first-strand cDNA synthesis kit-tel (Roche). A
PCR-okat iCycler iQ Multi-Color Real Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules,
CA) é SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)
segitségével végeztilk. Referencia génként aTATA box-binding proteint (TBP)
hasznaltuk. A teljes hosszusagu egér TBP gént (957 bazispar) amplifikaltuk, és pCR2.1
vektorba klonoztuk, majd ebbdl higitdsi sort készitettiink, amely a standard gorbe
felallitasdhoz volt sziikséges. A mintdk 5 ng RNS-nek megfeleld mennyiségli cDNS-ét
hasznaltuk templatként a gén specifikus primerekkel (1. tdbldzat). Minden egyes mintét a
sajat TBP mRNS tartalmédra normalizéltuk. Az adatokat az etetett kontrolhoz hasonlitott

relativ boségben adtuk meg.

NCBI
Protein Accession Forward primer (5’- 3’) Reverse primer (3’-5°)

No.
ACC-a NM 133360 CAGGGACTATGTCCTGAAGCA GGTCATGTGGACGATGGAGT
AOX NM_015729 TTATGCGCAGACAGAGATGG TATGTGGCAGTGGTTTCCAA
CPT1A NM 013495 CAGCAGCAGGTGGAACTGT GGAAACACCATAGCCGTCAT
CYP2E1 NM 021282 CCAAAGAGAGGCACACTTCC GCACAGCCAATCAGAAAGGT
FAS NM 007988 GGCATCATTGGGCACTCCTT GCTGCAAGCACAGCCTCTCT
mtHMGS NM_008256 CCTACCGCAAGAAGATCCAG GAAAGGCTGGTTGTTTCCAG
MCAD NM_007382 TGATCAACGCGCACATTIC GAACGTTCCCAGGCCAAG
MTTP NM_008642 GGATCCTCTTCTGCCTATACTGG TGTCAAGGCTGTATGTGGAC
SCD-1 NM 009127 CCTCCGGAAATGAACGAGAG CAGGACGGATGTCTTCTTCCA
TBP NM_013684 ACTTCGTGCAAGAAATGCTGAA  TGTCCGTGGCTCTCTTATTCTCA

1. tablazat

A vizsgalt gének primer-jeinek szekvenciai

6.11 Statisztikai analizis
A statisztikai analizishez az SAS for Windows 6.11 szdmitégépes programot

hasznaltuk. Eredményeink bemutatdsidhoz leiré analizist (4tlag + standard deviicio),
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értékeléséhez pedig pdrositott Student’s z-probat haszndltunk. Az eredmények
eloszlasanak normalitdsit Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztilk. A nem normalis
eloszlast paramétereket logaritmusosan atalakitottuk, hogy kijavitsuk a torzuldsokat. A
p<0,05 valoszintiséget tekintettiik a szignifikancia szintjének.

Az egereken végzett kisérletek eredményeit atlagértékként és annak kozepes
hibijaként (atlag £+ SEM) adtuk meg. Az adatok statisztikai Osszehasonlitisat nem
parositott Student’s 7-probaval, az Osszetett Osszehasonlitisokat ANOVA segitségével
végeztiik. Az Osszefiiggéseket Fisher-féle valoszinliségszamitdssal, Mann-Whitney-féle
U-teszttel, és binomidlis szdmitdssal vizsgédltuk. A p<0.05 értéket tekintettiik

szignifikdnsnak.

VII. EREDMENYEK

7.1 A lipid paraméterek, LCAT, CETP és paraoxonaz-1 aktivitasok

valtozasai
Kezelés elott Kezelés utan P

Koleszterin 6.68 +0.61 4.57+£0.78 p<0.001
(mmol/l)

Triglicerid (mmol/l) 1.75+0.77 1.20 £ 0.31 p<0.001
LDL  Kkoleszterin 4.39 +0.50 2.65+0.54 p<0.001
(mmol/l)

HDL  koleszterin 1.49 +0.29 1.43 +0.31 Ns
(mmol/1)

apo A-I (g/l) 1.649 +0.24 1.647 £ 0.21 Ns

apo B100 (g/1) 1.40£0.24 0.88 £0.16 p<0.001
oxLDL (U/1) 60.49 + 15.94 32.65+9.43 p<0.001

2. tablazat

A lipid paraméterek valtozasai az atorvastatin kezelés hatasara
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Vizsgdlataink sordn el0szor a lipid paraméterek valtozdsaira voltunk kivancsiak
atorvastatin kezelést kovetden. Megallapithatjuk, hogy eredményeink szerint az
atorvastatin kedvezd hatast fejtett ki a lipid paraméterekre (2. tdblazat).

A kiindulasi értékhez viszonyitva az atorvastatin a szérum koleszterin (6,68 +
0,61-r6l 4,57 £ 0,78 mmol/l-re; p<0,001) és triglicerid (1,75 + 0,77-r61 1,20 + 0,31
mmol/l-re; p<0,001) szintjét szignifikdnsan csokkentette. Emellett szignifikans
csokkenést talaltunk az LDL koleszterin (4,39 + 0,50-r61 2,65 + 0,54 mmol/l-re; p<0,001)
és az LDL {0 apolipoproteinje, az apo B100 (1,40 + 0,24-r61 0,88 £ 0,16 g/l-re; p<0,001)
szintjében is. Az NCEP ATP III éltal ajanlott LDL célértéket a betegek 92%-a érte el.
Ugyanakkor a kezelés a HDL koleszterin (1,49 £+ 0,29-r61 1,43 + 0,31 mmol/l-re) és a
HDL {8 apolipoproteinje, az apo A-1 (1,649 + 0,24-r61 1,647 + 0,21 g/l-re) szintjét
szignifikdnsan nem valtoztatta meg.

Az oxidéalt LDL valtozasat is vizsgédltuk a kezelést kovetden, és szignifikdns

csokkenést taldltunk (60,49 + 15,94-r61 32,65 + 9,43 U/l-re; p<0,001) (8. 4dbra).
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8. abra

Az ox LDL valtozasa atorvastatin kezelés hatasara

Mivel a HDL atheroszklerdzis ellen védd hatdsa nem csak a HDL plazma

koncentraciéjatdl - amely tanulményunk sordn nem szignifikdnsan csokkent -, hanem a
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HDL funkci6jatdl is fiigg, kivancsiak voltunk arra, hogy ez utébbi hogyan valtozik
atorvastatin kezelés hatdsara. A HDL egyik antiatherogén funkci6ja a HDL antioxidans
hatdsa, amely részben a HDL-en 1év0 paraoxondznak koszonhetd, ezért az is érdekelt
minket, hogy milyen hatdssal van az atorvastatin kezelés a paraoxondzra. Az atorvastatin
kezelés kedvezden hatott a HDL-hez kotott paraoxondz-1 aktivitdsara is, ami
szignifikdnsan emelkedett (120,43 + 84,12-r61 145,93 £+ 102,26 U/l; p<0,001) (6. dbra),
ugyanakkor a paraoxondz-1 koncentricié nem véltozott szignifikdnsan (45.4 + 2.8-r61
46.8 + 3.1 pg/ml-re). A paraoxondz-1 aktivitdsdbol €s koncentraci6jabdl szamitott
paraoxondz-1 specifikus aktivitds szignifikdnsan emelkedett atorvastatin kezelést
kovetden (2.65 + 0.4-r61 3.11 + 0.35 nmol min™' pg”'-re; p<0.01). Kivancsiak voltunk arra
is, hogy ennek megfelelden hogyan médosult a PON/HDL arany, és azt taldltuk, hogy
szignifikdnsan emelkedett (84 + 57,9-r61 109,83 + 80,43-ra; p<0.01) (9.4bra). Ezen
eredmények megegyeznek a kordbban végzett tanulméanyunkkal, mely sordn napi 10 mg

atorvastatin kaptak a betegek 6 hénapon at[86].
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9. abra

Az atorvastatin kezelés hatasa a PON aktivitasra és a PON/HDL hanyadosra
Végiil tanulmanyunk céljat képezte még a HDL remodelling két kulcsenzimének

aktivitds valtozdsdnak vizsgdlata is. Az atorvastatin kezelés hatdsdra az LCAT aktivitds

szignifikdns novekedést (36,78 + 18,31-r6l 44,76 + 17,43 nmol/ml/h-ra; p<0,05), mig a
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CETP aktivitas (151,29 £ 11,35-r61 143,59 + 9,40 pmol/ml/h-ra; p<0,001) szignifikans
csokkenést mutatott (10. dbra). Jelenleg elfogadott alldspont szerint mind az LCAT
aktivitds emelkedés, mind a CETP aktivitds csokkenés antiatherogénnek tekinthetd,
amely valtozdsok hozzdjarulnak az atorvastatin kedvezd, atheroszklerdzis ellenes
hatdsdhoz. Ez arra utalhat, hogy az atorvastatin nem csak a sztatin csalddra jellemz6é LDL
koleszterin csokkentés révén, hanem egyéb hatdsokkal is hozzdjarul az atheroszklerdzis

elleni védelemhez.
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10. abra

Az atorvastatin hatasa a HDL remodellingben szerepléo LCAT és CETP aktivitasara

7.2 A biokémiai markerek valtozasai éheztetést kovetoen

Az ucp2” és vad tipusd egereket 72 6ran dt éheztettiik, hogy vizsgdlhassuk az
UCP2 hidnyanak a hatdsat az €heztetésre adott metabolikus valaszra. Kordbbi vizsgalatok
szerint a szérum inzulin szintje emelkedett volt ucp2” egerekben[77]. Azonban fontos
kihangsilyozni, hogy az emelkedett inzulin szint az ucp2” egerekben nem inzulin
rezisztencianak koOszonhetd, hiszen enyhe hypoglycaemidval és normalis inzulin
tolerancia teszttel jar[77].

Megfigyeléseink szerint az etetett ucp2” egerekben a szérum inzulin szintje
haromszor magasabb volt a vad tipust egerekhez képest (11/A dbra). Ez a kiilonbség egy
éjszakan 4t tarté éheztetést kovetden kialakuld alacsony inzulin szint mellett is fenn

all[77], viszont az UCP2 hidnyédnak hatdsa a hosszabb ideig tart6 éheztetésre eddig még
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nem keriilt lefrdsra. A szérum inzulin szintje magasabb maradt az ucp2” egerekben 24

oras éheztetést kovetden, ugyanakkor ez a kiillonbség eltlint a 72 6ran 4t tarté €heztetéskor
(11/A 4bra).
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11. abra
A biokémiai paraméterek és a p-HSL valtozasai éheztetés hatasara

(iires oszlop: vad tipus, telt oszlop: ucp2”; n= 4-10; atlag és SE értékek)

Annak ellenére, hogy a kezdeti vércukor szint és az é&heztetést kovetd
hypoglycaemia szignifikdnsan nem kiilonbozott az ucp2” és a vad tipusi egerekben, 72
6rds éheztetés utdn az ucp2” egerek vércukor szintje alacsonyabb volt a vad tipusd
kontrol egerekhez képest. Mindez megegyezik az UCP2 hidnydban kialakulé anyagcsere
szabdlyozas zavaraval (11/B édbra).

24 ords éhezést kovetden a szérum zsirsav szintje emelkedett a vad tipusu

egerekben, mig az ucp2” egerekben ezen emelkedés csak kismértékii volt (11/C dbra). Ez
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a kiilonbség még szembetiinébb volt 72 6rds éheztetést kivetden, amikor az ucp2”
egerek zsirsav szintje az éheztetés eldtti érték ala esett (11/C dbra). Mindez arra utal,
hogy elégtelen a rendelkezésre 4ll6 zsirsav az ucp2” egerekben. A szérum zsirsav szint
emelkedéséért a zsirszovetben lezajlé lipolizis felel, amely a zsiranyagcsere egyik
legkoraibb éheztetésre adott valasza. A lipolizis sordn a fehér zsirszovetben tarolt
trigliceridek zsirsavva hidrolizdlédnak. Ennek a folyamatnak a legfébb meghatarozéja a
hormon-szenzitiv lipdz (HSL)[87]. Az HSL foszorilacié utjan aktivalodik, amely
érzékeny az inzulin altal kifejtett gatlé hatdsra[88]. Ennek alapjdn azt feltételeztiik, hogy
az éheztetett ucp2” egerekben 1évé magasabb inzulin szint csokkent HSL aktivaciéval
jar. A periférids zsirszovetben lezajlo lipolitikus aktivitds meghatdrozdsahoz Western
blottot haszndltunk, hogy megallapitsuk az HSL foszforilaci6 mértékét az éheztetett
dllatok epidydimis koriili zsirparndjdban. Eheztetés elétt és utdn az ucp2” és vad tipusi
egerek epidydimis zsirparndjanak a sulya ko6zott nem volt kiilonbség. 24 6ras €heztetést
kovetden a foszforilalt HSL szint jelentésen emelkedett a vad tipust egerekben, amely az
inzulin 4ltal kifejtett gatlas hidnyara utal, mig az ucp2” egerekben az HSL viltozésa csak
kismértékli volt (11/D abra). Ebbol kovetkezik, hogy az éheztetés hatdsira kialakul6
lipolizis csokkent az ucp2” egerekben, amelyet a magasabb rezidudlis szérum inzulin
szint magyardzhat. Genotipustdl fiiggetleniil a 72 6rds éheztetés olyan nagymértékii
lipolizissel jart, hogy a legtobb éllatban az epidydimis koriili zsirparna eltlinéséhez
vezetett, amely az HSL aktivacio vizsgdlatat lehetetlenné tette az éheztetés ezen extrém
fazisdban. A fokozott hidrolizis és felhaszndlds miatt a csokkend periférids
zsirraktaraknak megfeleléen a szérum triglicerid szintje fokozatosan csokkent a vad
tipusi egerekben az éheztetés elérehaladtival (11/E édbra). Ezzel szemben az ucp2”
egerekben ez a csokkenés késobb kovetkezett be hasonléan a zsirsav szintjének
véltozasdhoz. 72 6rds éheztetést kovetden az ucp2” és vad tipusi egerek szérum
triglicerid szintje egyformédn alacsony volt, amelynek magyardzatdul a periférids
zsfrraktdrak eltlinése szolgdl. Ezutan az éhezés altal kivaltott ketogenezis mértékének
meghatdrozdsdhoz a B-OHB szintjét mértilk meg. Mig a vad tipusu egerek folyamatosan
emelked P-OHB szinttel reagéltak az éheztetésre, addig az ucp2” egerek képtelenek
voltak hasonl6 valaszra, amely az UCP2 hidnydban kialakulé kdrosodott éheztetés altal

kivaltott ketogenezisre utal (11/F abra).
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7.3 Hepatikus szteatozis

Az éheztetést kovetden kialakuld lipolizis miatt nagy mennyiségli zsirsav
szllitédik a mdjba, ahol alternativ energiaforrdsul szolgal[89]. Ehezéskor a mdjba
szallitott zsirsav mennyisége gyakran meghaladja a méj mitokondridlis f-oxidacidjanak
kapacitdsiat, amely tranziens triglicerid akkumuldciéhoz vezet, amely szteatdzis
formajdban nyilvanul meg[90;91]. Mivel az ucp2” egerekben az éhezést kovetd zsirsav
szint emelkedés csokkent volt, ezekben az allatokban kisebb mértékil szteatdzist vartunk.
24 6ras éheztetést kovetden a teljes szovet zsir extrakcid (12/A abra) és Oil red O festés (

12/B és 12/D dbra) csokkent zsir felhalmozéddst mutatott az ucp2” egerek méjaban.
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Meglepé médon viszont a 72 6rds éheztetés utdn a szteatdzis silyosabba valt az ucp2”

egerekben, mig a vad tipusi egerek lényeges javuldst mutattak. Az ucp2” egerek majénak
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fokozott zsir felhalmozddasat az emelkedett méj sily és teststly hanyados is jelezte 72
oras €heztetést kovetden (12/C dbra). Mindezek arra utalnak, hogy a hosszan éheztetett
ucp2” egerek mdjsejtjei nem képesek a zsirsavakat a lipid katabolikus ttvonalak, mint
példaul B-oxidacié és ketogenezis, fele irdnyitani, amely a madjsejtek csokkent zsir

kivalasztasahoz vezet.

7.4 A lipid-anyagcsere szabalyozasban szerepet jatszo molekulak

expresszigjanak valtozasa a majban
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A mdj lipid és energia metabolizmusat els6sorban az inzulin szabdlyozza
transzkripciés szinten[92]. Ahhoz, hogy jobban megértsiik az UCP2 éhezés sordn a
zsirsav anyagcserére gyakorolt hatdsdnak mechanizmuséit, megvizsgéltuk a maj fObb
zsiranyagcsere szabdlyozédsdban szerepet jatszé enzimjeinek gén expresszidjat.

A mitokondrium zsirsav felvételének sebesség meghatidrozé enzime, a carnitine
palmitoyltransferase 1 (CPT 1) gén expresszidja éheztetés hatdsara fokozatosan
emelkedett a vad tipusi egerekben, mig nem viéltozott az ucp2” egerekben (13/A ébra).
Hasonl6an alakult a gén expresszid a kozepes ldnc-specifikus acyl-CoA dehydrogenase
(MCAD), a mitokondrium B-oxidécié kulcsenzimének esetében is, ami arra utal, hogy az
ucp2” egerek mdjsejtjeinek mitokondriumat csokkent kapacités jellemzi az éheztetés dltal
kivaltott zsir felhasznalasban (13/A 4bra).

Ehezéskor a zsirsav oxidacié masodlagos dtvonalakon is bekovetkezhet[93]. Ezért
az acyl-CoA oxidase (AOX) és a cytochrome P-450 2El (CYP2EI) expresszidjat is
vizsgaltuk. Az elébbi a peroxiszomdlis B-oxiddcioban, az utébbi a mikroszémélis -
oxid4cidban jatszik szerepet. Mindkét gén expresszidja alacsonyabb volt az éheztetett
ucp2”” egerekben, ami transzkripciés szinten a masodlagos zsirsav oxiddcids ttvonalak
kompenzicidéjanak hidnyat jelzi (13/A 4édbra). A  mitokondridlis f-hydroxy-f-
methylglutaryl-CoA synthase (mtHMGS)-nak, a ketogenezis kulcsfontossdgi enzimének
gén expresszidja jelentdsen emelkedett az €hezés sordn a vad tipusu egerekben, viszont
nem vatozott az ucpZ'/ “egerekben (13/A 4bra).

A mikroszomadlis triglicerid transzfer protein (MTTP), a mijsejtekb6l VLDL-t
exportdl6 protein gén expressziGja fokozatosan csokkent az ucp2”” egerekben, ami arra
utal, hogy a de novo szintetizalt trigliceridek karosodott szekrécidja kozrejatszhat az
UCP2 hidnyédban éheztetéskor kialakulé késoi szteatézisban (13/A édbra). Mindezek azt
tdmasztjak ald, hogy az UCP2 sziikséges a ketogenezis megfeleld indukciéjahoz és a
VLDL transzportjdhoz az éheztetésre adott valaszban.

Mivel a lipid anyagcsere anabolikus utvonala is szerepet jatszik a szteatozis
kialakuldsdban, ezért az éheztetett allatokon megvizsgéltuk az UCP2 hidnydnak a mdj
lipogén enzimjeinek expresszidjara gyakorolt hatdsat. Megmértik az acetyl-CoA
carboxylase (ACC), a fatty acid synthase (FAS) és a stearoyl-CoA desaturase (SCD)

mRNS szintjét. Ezeknek az enzimeknek a transzkripcidjat az inzulin fokozza, ami de
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novo zsirsav szintézishez vezet a m4jban[92;94]. Az UCP2 hidnydban jelenlévd
magasabb inzulin szint miatt az ACC-a, a FAS és az SCD-1 mRNS szintje magasabb volt
etetett dllapotban az ucp2” egerekben, mint a vad tipusd egerekben (13/B dbra). Az
éheztetés hatdsara mind a harom enzim gén expresszidja jelentdsen csokkent mind a vad
tipusi és az ucp2” egerekben, de az utSbbiakban a mRNS szint csdkkenése sokkal
kifejezettebb volt (13/B ébra). Ez az eredmény ellent mond az UCP2 hidnydban
megfigyelt magasabb rezidudlis inzulin szintnek, amely arra utal, hogy inzulint6l
fiiggetlen szabdlyz6 ttvonalak felelnek a vad tipusi és az ucp2” egerek kozotti
kiilonbségért. A vizsgalt gének expresszidjaban megfigyelt valtozasok arra utalnak, hogy
a szérum metabolikus paraméterei és az éheztetés hatdsara kialakult szteatdzis inkdbb a
katabolikus, mint az anabolikus ttvonalakkal hozhaté osszefiiggésbe az wucp2”
egerekben. Ugy tiinik, hogy a mi &llatmodelliinkben az UCP2 hidnydnak hatésa
elsésorban a zsir lebontds zavardban nyilvanul meg.

Az ucp2” egerek éheztetés kivetkeztében kialakulé anyagesere véltozdsait tovabb
vizsgdlva, megnéztiik a lipid homeosztazis szabalyozdsdban részt vevd transzkripcids
faktorok expresszidjat a majban. A peroxisome proliferator-activated receptors PPAR-a
és PPAR-y nukledris hormon receptorokat, amelyeket a zsirsavak és azok szarmazékai
aktivdlnak[95]. A PPAR-a szabdlyozza a mitokondridlis, a peroxiszomadlis és a
mikroszoémélis zsirsav oxiddcidban és a ketogenezisben szerepet jatszé géneket[76], mig
a PPAR-y adipocita differencidcioban és lipid raktarozdsban vesz részt, mig expresszidja
a mijban elhizdshoz és éhezéshez kapcsolddd zsirmdjban figyelheté meg[96;97]. A
kordbbi megfigyeléseknek megfeleléen, miszerint mind a PPAR-o és PPAR-y
expresszidja fokozodik éheztetés hatdsiara a m4djban[98], a mij PPAR-a és PPAR-y
szintje a mdjban emelkedett 24 6réds éheztetést kovetden a vad tipusu egerekben, mig ez a
vélasz gyengébb volt az ucp2” egerekben (13/C édbra). Sterol regulatory element-binding
protein-1c (SREBP-1c) szabdlyozza a maj de novo zsirsav és triglicerid szintézisét ugy,
hogy a lipogén gének (ACC, FAS és SCD-1) expresszidjat fokozza[94;99]. A PPAR-o-
val és a PPAR-y-val ellentétben éhezés hatdsara a md] SREBP-1 expresszidja
csokken[100]. A vartnak megfeleléen a mdj SREBP-1 szintje csokkent a vad tipusu
egerekben 24 6rds éheztetést kovetden, viszont nem véltozott az ucp2” egerekben (13/C

abra). Az eredmények arra utalnak, hogy az UCP2 hidnya csokkenti az €heztetés altal
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kivaltott véltozdsokat az altalunk vizsgélt fobb lipid szabdlyzé transzkripcids faktorok
szintjében. Ugyanakkor 72 érds éhezés utdn mind a vad tipusi, mind az ucp2”” egerekben
a PPAR-a, a PPAR-y és a SREBP-1 szintje egyforman alacsony volt, ami az anyagcsere
folyamatok szabdlyozdsanak altalanos diszfunkcidjara utal az éheztetés ezen extrém

fazisaban.

VIII. MEGBESZELES

A korédbbi primer prevencids tanulmanyok koziil elészor a Helsinki Heart Study
hivta fel a figyelmet arra, hogy a HDL szint 15%-0s novekedése jelentds szereppel birhat
a cardiovasculdris események csokkenésében[101]. Ezt kovetdéen tobb tanulmény
metaanalizise alapjan azt mutattdk ki, hogy 1%-os HDL emelkedés ndknél 3%-kal,
férfiaknal 2%-kal csokkenti a cardiovascularis események rizikéjat[1]. Rubins és mtsai
kozel normadlis kiinduldsi koleszterin szinttel és alacsony HDL szinttel rendelkezd
koszoriér-betegeknél azt taldltdk, hogy a gemfibrozil kezelés hatisara az LDL
koleszterin szint nem véltozott, mig a HDL koleszterin szintje 6%-kal nétt, és ez jelentos
mértékben hozzdjarult a 22%-os nem haldlos infarctus és ischaemids haldlozés
csokkenéséhez[102].

Ezek a tanulményok azt bizonyitottdk, hogy mind a primer, mind a szekunder
prevenciéban a HDL szint emelkedés a klinikai végpontokat kedvezden befolydsolja. A
VA-HIT tanulmdnyban kimutattdk, hogy a vizsgdlatban részt vevd, korondria
betegségben szenvedd 8500 férfi 87%-anak magas volt az LDL szintje, mig 64%-anak a
HDL szintje volt alacsony. A korondria betegségben szenvedOk kozott a normadlis plazma
LDL szint mellett észlelhetdé alacsony HDL szint az egyik leggyakoribb lipid eltérés,
amely a betegek 30-40%-aban fordul el6[103]. Ez is azt mutatja, hogy a lipid csokkentok
alkalmazdséndl az 0Ossz koleszterin és az LDL koleszterin csokkentd hatdson kiviil
figyelembe kell venni azok HDL-re gyakorolt hatdsat is.

A simvastatin atorvastatin dsszehasonlité tanulmdany arra hivta fel a figyelmet,
hogy az atorvastatin dézisanak emelése a HDL emeld hatds csokkenéséhez vezet, sét a

HDL {6 apolipoproteinjét, az apo A-I-t csokkenti[ 104].
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A GREACE tanulmanyban dozis titrdlds utdn, napi 24 mg &atlagos atorvastatin
dozist alkalmaztak az LDL koleszterin célértékek eléréséhez, amely a betegek 95%-4aban
sikeres volt[105]. 20 mg atorvastatin alkalmazdsa mellett a betegek 82%-a elérte az LDL
koleszterin célértéket. Ez is azt mutatja, hogy az atorvastatin 20 mg-os dézisban torténd
alkalmazdsa a primer és a szekunder prevenciéban elégséges lehet a betegek nagy
részénél a terdpids célértékek eléréséhez. Jelen vizsgalatunkban a betegek 92%-a érte el a
terapids LDL koleszterin értéket.

Az LDL-n kiviil azonban fontos az atherosclerosis progresszidjanak megitélése
szempontjabél a HDL-re gyakorolt hatds is. Vizsgdlatunkban a HDL és a HDL {6
apolipoproteinje, az apo A-I nem valtozott szignifikdnsan. A HDL vonatkozdsdban
hasonlé eredményrdl szamolt be Guerin[49], Fuhrman[58] és Le[106], mig az apo A-I
vonatkozasaban Guerin és mtsai 24%-os emelkedést észleltek[49]. A HDL
atheroszkler6zis kialakuldsaval szemben védO hatdsa nemcsak a HDL mennyiségétdl,
hanem az Osszetételétdl is fiigg, amelyet a HDL remodellingben szerepet jatsz6 enzimek
aktivitasa befolyasol[3].

A kordbbi irodalmi adatokbdl jol ismert, hogy az LCAT novekedése a HDL
emelését hozza 1étre[107], mig a CETP szintje inverz kapcsolatban &4ll a HDL
szinttel[108]. Az atorvastatin a CETP-re kifejtett hatdsat vizsgdlva Le és mtsai azt
talaltdk, hogy csokkent a CETP aktivitds 20 mg-os és 80 mg-os atorvastatin kezelés
mellett[106]. 20 mg atorvastatin hatdsara 10,3%-kal, mig 80 mg atorvastatin hatdsara
26.4%-kal csokkent a CETP aktivitdsa. Emellett Guerin és mtsai vizsgdlata sordn az
atorvastatin (napi 10 mg 6 héten at) a CETP aktivitast 7%-kal csokkentette, valamint a
koleszterin transzfer HDL-r6l apoB-t tartalmaz6 partikuldra 37%-kal csokkent[55]. Jelen
vizsgdlatunkban 20 mg atorvastatin alkalmazdsa mellett kisebb mértékben, de
szignifikdnsan, 5%-kal csokkent a CETP aktivitdsa.

Ezen kiviil a HDL szintet és remodellinget jelentés mértékben meghatirozé
LCAT szignifikans, 21,7%-os aktivitds emelkedését is észleltiik. Ezen vizsgdlatunk az
egyike az elsd tanulmanyoknak, amelyek az atorvastatin LCAT aktivitdsra gyakorolt
hatdsat vizsgédlja[109]. Annak ellenére, hogy a jelen munkdnkban nem taldltunk
szignifikdns valtozast az apo A-I szintjében, kordbban mar leirtdk, hogy az atorvastatin

hatdsdra emelkedik az apo A-I plazma szintje, amely valdszinlileg az Gjonnan képzddott,
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apo A-I-et tartalmazé HDL partikula emelkedésébdl szarmazik. Mivel ezen wjonnan
képzodott HDL részecskék medidljdk a reverz koleszterin transzportot, ezaltal a HDL
novekvo szabad koleszterin tartalma fokozza az LCAT aktivitdsat, ugyanis az LCAT
folyamatosan alakitja at a szabad koleszterint koleszterin észterré.

Erdekes az, hogy az LCAT aktivitds emelkedés és a CETP aktivitds csokkenés is
HDL emel6 hatdssal bir, ennek ellenére a vizsgdlatunk sordn szignifikdnsan nem
emelkedett a HDL szint. A HDL mennyiségi valtozdsan kiviil fontos lehet annak
minOségi valtozdsa, melyet az eldbb emlitett enzim és fehérje jelent6és mértékben
befolydsolhat[3]. A mindségi véltozas hatdssal lehet a HDL antiatherogén funkcidira, igy
az endothelre gyakorolt direkt hatdsara, a reverz koleszterin transzportra €s az antioxidans
hatdsra. Az antioxiddns hatds kivdltasdban jelentds szerepet jitszik a HDL-hez kotott
paraoxondz, mely gitolja az LDL oxidécigjat azaltal, hogy az oxidélt foszfolipideket
hidrolizalja[110]. Ezen enzim aktivitds valtozdsa az egyik korai markere is lehet a
remodellingben résztvevd LCAT és CETP HDL-re gyakorolt hatdsdnak. Kordbbi
vizsgalatunk sorédn azt taldltuk, hogy az atorvastatin fokozta a paraoxondz aktivitasat[86],
jelen vizsgélatunk a kordbbi vizsgédlatunkat megerdsiti. Szignifikdnsan nott a paraoxonaz
aktivitds 20 mg atorvastatin kezelés mellett. Részben ez is hozzdjarulhatott ahhoz, hogy
szignifikdnsan csokkent az oxidalt LDL ardnya az atorvastatin kezelés utdn. A csokkent
oxiddlt LDL szintet az is magyardzhatja, hogy a sztatinok elsddlegesen a m4j
intracellularis koleszterin szintézisét gatoljak, igy a csokkend intracelluldris koleszterin
tartalom hatdsdra fokozodik a mdj LDL receptorainak expresszidja. Az atorvastatin
hatdsdra nagymértékben csokkent keringd LDL partikulum szdm miatt az LDL-nek
kisebb az esélye az oxidaciora, hiszen kisebb szdmban van jelen a plazméban.

Annak ellenére, hogy az LCAT és CETP aktivitdsaban bekovetkezd véltozasok
hatdsara a HDL szintnek emelkednie kellett volna, mi nem taldltunk szignifikdns
valtozast a HDL és az apo A-I szintjében atorvastatin kezelést kvetéen. A korlatozottan
rendelkezésre 4116 betegek miatt alacsony minta szdm magyardzhatja, hogy nem lattunk
semmilyen hatdst a HDL és apo A-I szintjére.

Osszefoglaldsképp elmondhatjuk, hogy a vizsgalati eredményiink arra hivja fel a
figyelmet, hogy az atorvastatin nemcsak csokkenti az LDL szintjét, hanem emeli az

antioxiddns enzim, a paraoxondz aktivitasat, amely hatdsok egyiitt az atheroszkler6zis
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kialakuldsdban fontos szerepet jatsz6 oxidalt LDL szintjének jelentds csokkenéséhez
vezetnek. Mindebbdl kovetkezik, hogy az atorvastatin hozzdjarul az atheroszklerdzis
progresszidjanak gatlasdhoz.

A lipid anyagcsere zavara €s a korai atheroszklerézis egyéb betegségekhez
tarsulva, masodlagosan is kialakulhat. Erre az egyik legismertebb példa a diabetes
mellitus és a hozzad tarsuld szovodmény, a diabeteses dyslipidemia. A diabeteses
dyslipidemia kovetkeztében kialakul6 korai atheroszklerdzis jelentOségét hangsulyozza,
hogy az NCEP meglévd korondria betegséggel egyenrangi rizikoként kezeli a diabetes
mellitust. Sajndlatos médon a diabetes egyre tobb embert érint napjainkban.

A fejlett orszdgokban az obezitis és a 2-es tipusi diabetes egyre novekvo
prevalencidjanak hétterében all6 molekuldris mechanizmus megértése céljabol jelentds
torekvések vannak[111]. Egyik elképzelés szerint az obezitds és a diabetes ilyen
nagymértékii terjedésének hatterében a kornyezeti véltozashoz valé adaptacié hibdja 4ll,
hiszen a vaddsz6-gytlijtogetd Oseink esetében a hatékony energiatdrolds céljabol kialakult
takarékos jelleg nem képes 1épést tartani a napjaink bdséges, folyamatos élelmiszer
ellitdsaval és az 1l0 életmoddal[112;113]. Ebben a folyamatban szerepet jatszo
molekuldk azonositdsat teheti lehetévé, ha jobban megértjiik, hogyan zajlik az éhezésre
adott metabolikus vélasz szabalyozasa fizioldgids koriilmények kozott.

Jelen munkdmban igazolddott, hogy egerekben az UCP2 befolydssal van az
éhezés hatdsdra a zsiranyagcserében bekovetkezd véltozasokra, ugyanis az UCP2
hidnydban zavart a m4j komplex biokémiai vdlasza, amely magaba foglalja a zsirsavak
hatékony lebontésat, atalakitdsat és ujra eloszldsat. Biokémiai paraméterek és a fobb
zsiranyagcserét szabdlyoz6 enzimek és transzkripcids faktorok vizsgdlata alapjan az
ucp2” egerekben az éheztetés hatdsira a periféridgs lipolizisben és a mdj zsir
felhaszndldsdban 1étrejovo véltozasok enyhébbnek tlinnek (14. dbra).

A zsirsav oxidaciéban kisebb szerepet betoltd peroxiszomadlis B-oxidacié és
mikroszémadlis ®-oxidacié [114] jelentdssé valik kdrosodott mitokondridlis B-oxidacid
esetén, vagy amikor nagyobb mennyiségben szdllitodik zsirsav a mdjba, mint példaul
éhezéskor[93]. Ez a mechanizmus nemrég Kkeriilt leirdsra nem-alkoholos zsirmdj
betegségben szenveddk majaban[115]. Az UCP2 hidnyaban a mitokondrium elégtelen [3-

oxid4cidés kapacitdsa elméletileg a zsirsav lebontast atterelheti a peroxiszomdba és a
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mikroszémadba, viszont erre utald jelet nem taldltunk. Az éheztetett ucp2” egerekben 16v4
alacsony AOX és CYP2E1 gének expresszidja arra utal, hogy a nem mitokondridlis

zsirsav lebontds ebben az allatmodellben elfojtott marad.
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A B-sejtekbdl hianyzé UCP2 hatasa a maj zsir anyagcseréjére éhezés soran

Az éhezés hatdsa a lipid anyagcserét szabdlyozd transzkripcids faktorokra jol
ismert. Kordbbi vizsgélatokbdl ismert, hogy a periférids lipolizis és a mdjba torténd
fokozott zsirsav szdllitds eredményeként az éheztetés fokozza a mdj PPAR-a[116] és
PPAR-y[96] expresszidjat. Ugyanakkor a PPAR-a és a PPAR-y hatdsa a m4j lipid
metabolizmusdra kiilonbozik. Mig a PPAR-y overexpresszigja egerek mdjdban lipid
felhalmozddast okoz[98], addig a PPAR-a a lipid felhaszndldst fokozza. Ez utdbbit
éheztetett PPAR-a knockout egereken mutattdk ki, amelyekben fokozott hepatikus
szteatdzist és csokkent zsirsav oxidaciot és ketogenezist taldltak[76;117]. Vizsgélataink

soran a vad tipusu egerekben 24 oras éheztetést kovetden a maj PPAR-a és PPAR-y
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expressziéja emelkedett, mig ez a valasz kdrosodott volt az ucp2”” egerek méjaban (13/C
dbra). Az dllatmodelliinkben az éheztetés hatdsara létrejott valtozds a SREBP-1c
expresszidjaban nem korreldlt a szteatdzis mértékével. A vad tipusu egerekben a 24 6ras
éhezés a mdj csokkent SREBP-lc szintjéhez vezetett, viszont az ucp2” egerekben
valtozatlan maradt (13/C 4bra), mig az éhezés alatt a szteatézisban bekoOvetkezett
valtozdsok ellentétes médon alakultak a két allatcsoportban. Egyiitt véve az SREBP-1c
altal befolyasolt ACC-a, FAS és SCD-1 gének SREBP-1c-hez hasonléan disszondns
expresszidjat (13/B dbra), arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SREBP-1c kevéssé
jatszik kozre az UCP2 hidnya miatt fellépd metabolikus valtozdsokra az éheztetett
madjban.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a vad tipusi és az ucp2” egerek
anyagcseréjében fellép6 kiilonbségek egyre feltinObbé valtak az éheztetés
eldrehaladtaval. 72 6ras éhezés utdn az UCP2 hidnydban a szérum zsirsav és f-OHB
szintje (11. dbra), valamint a zsirsav oxiddciéért, ketogenezisért €s VLDL exportért
felelds gének expresszidja a mdjban egyre rendellenesebbé valt (13. 4bra). Annak
ellenére, hogy az ucp2” egerek méjaban éheztetés hatdsdra kialakuld zsir akkumuléci6
késObb jelenik meg, 72 6ra utdn sokkal stlyosabba vélik, amikorra viszont a vad tipusu
egerekben a szteatézis mdr helyre 4ll (10. dbra). Elképzelhetd, hogy az éheztetett ucp2”
egerekben az elégtelen lipolizis miatt kezdetben kevesebb zsirsav képzddik és keriil
felvételre a majba, igy a szteat6zis mértéke kisebb lesz, €s a zsirsavak kisebb hatédssal
lesznek az anyagcsere szabdlyozasra. Amikor az éhezés tovabb folytatddik, a szteatdzis
gyorsan helyre all, amint a médjsejtek az elégtelen gliikkéz ellitds miatt a zsirsavakat
haszndljdk fel energiatermelés céljab6l[90;91]. Ezzel ellentétben az ucp2” egerek
késleltetett szteatozisaért tigy tlinik, hogy a m4j kdrosodott zsir felhasznél4sa felel.

Az inzulin kulcsfontossdgi szerepet jatszik a periférids lipolizis €s a mdj zsir
lebontdsdnak gitldsdban éhezéskor. Kordbbi tanulményokbol j6l ismert, hogy az ucp2”
egerekben a gliik6z stimuldlt inzulin szekrécid fokozottabb és hyperinzulinaemia alakul
ki a B-sejtek médosult gliikéz érzékelése miatt[77]. Joseph €s mtsai egy éjszakdn at tartd
(15-18 oras) €hezés hatdsat irta le hagyomédnyos egér eledelen és magas zsirtartalmu
diétdn tartott ucp2” és vad tipusd egereken[118]. A mi munkénkhoz hasonléan az ucp2”

és vad tipust egerek vércukor szintjei kozott nem taléltak kiillonbséget 15-18 6ras éhezést
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kovetden, és a plazma inzulin szintje az ucp2”” egerekben magasabb volt a vad tipushoz
képest. (Ugyanakkor a mi megfigyelésiinktdl eltéréen a szabad zsirsav és triglicerid
szintjében nem taldltak kiilonbséget).

A jelen vizsgélatban a reziduélis szérum inzulin szint magasabb marad az ucp2”
egerekben még a 24 oras éheztetést kovetden is (11/A dbra), mely arra utal, hogy a B-
sejtekben az UCP2 hidnya a mdj zsiranyagcseréjének éhezésre adott valaszat karositja. Ez
az eredmény aldtdmasztja azt a mostandban felvetett elképzelést, miszerint az UCP2-nak
evoliuciés szerepe van a [-sejtek glilkkéz stimuldlt inzulin szekrécidjanak
csokkentésében[119;120], és arra utal, hogy az inzulin szekréci6 elégtelen csokkentése a
zsiranyagcsere éhezésre adott valaszdt megzavarja az ucp2” egerekben. Vizsgélatunk
sordn 24 6ras éhezést kovetéen az ucp2” egerek szérum inzulin szintje hasonlé volt a vad
tipusu egerek éheztetés eldtti kiinduldsi szintjéhez, és néhany metabolikus véltozds 72
oras éhezés utdn volt a legszembetlin6bb, amikor az inzulin szintek a vad tipusui és az
ucp2”” egerekben mar nem kiilonboztek. Annak ellenére, hogy a korabbi munkank inzulin
tolerancia tesztje nem mutatott valtozdst az wucp2” egerek periférids inzulin
érzékenységében[77], nemrég az UCP2 ellenes antiszensz oligonukleaotiddal kezelt
egerek zsirszovetében fokozott inzulin jelatvitelt irtak le[121]. Ez arra utal, hogy az
éheztetett ucp2”” egerek mdjdban latott valtozdsokban a médosult periférids inzulin hatés
szerepet jatszhat.

Osszefoglaldsként elmondhat, hogy egerekben az UCP2 jelenléte kedvezd
hatdssal van a zsiranyagcserében az ¢éhezés hatdsdra bekovetkezd véltozdsokra.
Eredményeink aldtdmasztjdk azt az elképzelést, hogy az UCP2 upreguliciéja a B-
sejtekben fizioldgidsan fontos az €hezésre adott valaszban[119;120]. A ndvekvé UCP2
szint csokkenti a B-sejtek inzulin termelését, ezéltal fokozza a periférids lipolizist és a m4j
zsir felhaszndldsat éhezéskor. Kovetkezésképpen az UCP2 fokozott jelenléte elonyosnek
tinik ezen koriilmények kozott. Az UCP2 fokozott expresszidja és aktivacidja a f-
sejtekben magdba foglalhat egy amplifikdciés hurkot, amelyet az éhezés kezdeti
fazisdban a periféridan felszabaditott zsirsavak hajtanak. Ugyanakkor ez a szabdlyozo
mechanizmus rosszul irdnyitott 2-es tipusu diabetesben, ahol az UCP2 dlland6 bdsége [3-
sejt funkci6zavardhoz vezet, igy jarulva hozza az anyagcsere zavardhoz. Emellett a 2-es

tipust diabetesre jellemz6 tartés hyperglycaemia és magas zsirsav szint a [-sejtekben
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oxidativ  stresszt indukdl, 1igy folyamatosan aktivdlja a szabadgyok-UCP2
utvonalat[62;78]. Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald azt, hogy az UCP2 gatlasa
genetikai abldcidval[77], antiszensz oligonukleotiddal[121], interferens RNS-sel[122],
vagy a novényi kivonattal, a genipinnel helyre 4llithatja a B-sejtek inzulin szekretdld

képességét €s javitja a 2-es tipusu diabetest.
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