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2. Bevezetés

Az atherosclerosisnak és az inzulinrezisztencianak, valamint ezek
szbvédmeényeinek egyre nbvekvd jelentbésége van id6sddé
tarsadalmunkban. A két jelenséget részleteiben vizsgalva lathatd,
hogy rizikofaktoraik egymassal jelentés mértékben atfednek, a két
betegség evollcidjaban szerepet jatszé patomechanizmusok pedig
tdbb ponton talalkoznak. Az egyik ilyen jelentés csomépontot az
endothelium altal termelt nitrogén-monoxid (NO) képezi. Az NO a
rezisztenciaereken kifejtett vasodilatatio mellett szamos egyéb
kedvezd hatassal rendelkezik, kvazi endogén antiatheroscleroticus
molekulaként viselkedik. Az endogén NO emellett 6sszefliggésben all
az inzulinérzékenységgel is. Az NO tehat potencidlis kapocs az
atherosclerosis és az inzulinérzékenység kozétt, igy érthetd, hogy az
NO biolégiai hozzaférhet6ségeét csdkkentdé anyagok e metabolikus
elvaltozasok kialakulasaban jelentds szerepet jatszhatnak.

Egy potencialis uj cardiovascularis rizikofaktor: az aszimmetrikus
dimetilarginin (ADMA)

A cardiovascularis és cerebrovascularis betegségek klasszikus
rizik6faktorai, a hypercholesterinaemia, a hypertonia, a dohanyzas és
a cukorbetegség az ischaemias elvaltozasok kockazatanak csak 20-
40%-at magyarazzak, igy napjainkban fontos kutatasi tertlet tovabbi
flggetlen vascularis rizik6faktorok keresése.

Masfél évtizede kronikus veseelégtelenségben szenvedé betegekben
egy endogén anyag, az aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA)



szintjenek megemelkedését irtak le. A késébbiekben kimutattak, hogy
az ADMA plazmakoncentraciéja bizonyos betegségekben olyan
magasra (3-15 ymol/L) emelkedik, amely elegendd a nitrogén-monoxid
szintetaz (NOS) hatékony gatlasahoz. Kimutattdk azt is, hogy ebben a
betegcsoportban a plazma ADMA-szint 2 umol/L-es névekedése 37%-
kal ndveli a fatadlis és a nem fatélis cardiovascularis események
kialakulasanak kockazatat, valamint azt, hogy mind a cardiovascularis,
mind az Osszmortalitds magasabb plazma ADMA koncentracioval

tarsul.

Ismertté valt az is, hogy az ADMA-szint és a vascularis intima-media
vastagsag (IMT) kozott szoros korrelacié all fenn, az ADMA az
intimalis laesiok kialakulasa szempontjabdl fuggetlen prediktornak
bizonyult. Ehhez hasonldéan, egy 225 haemodialysisben részesulé
beteg bevonasaval végzett prospektiv vizsgalatban az ADMA és a
betegek életkora mutatkozott a legjelentésebb prediktornak a

cardiovascularis események és az ésszmortalitas viszonylataban.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy az ADMA feltehetéen fontos
diagnosztikus markerré valhat a cardiovascularis rizikd6 szempontjabal,

azonban tovabbi vizsgalatokra van szikség.

A metilargininek keletkezése

A metilalt arginin-szarmazékok - az ADMA, a szimmetrikus
dimetilarginin (SDMA) és az L-N-monometilarginin (L-NMMA) - a
poszttranszlacios metildlason atesett fehérjek proteolysise soran
keletkeznek a normal fehérje-turnover soran. Az aszimmetrikusan
metilalt szarmazekok (ADMA, L-NMMA) a NOS kompetitiv gatloi, mig



a szimmetrikusan metilalt SDMA ilyen direkt gatlé hatadssal nem bir.
Mivel azonban az ADMA plazmakoncentracioja mintegy tizszerese az
L-NMMA-énak, az ADMA-nak jelentésebb befolyasa van az
endothelialis NO termel6désére.

Az arginin-oldalldnc nitrogén atomjan az aszimmetrikus mono- és
dimetilalast a protein-arginin-metiltranszferaz-l. végzi. A protein-
arginin-metiltranszferaz-1l aszimmetrikus mono- és szimmetrikus
dimetilalast végez. Szubsztratjaik elsésorban RNS koété fehérjék,
melyek metilacidja minden sejtben végbemegy. A metilcsoport donora
az S-adenozil-metionin, a metilaci6 melléktermékeként S-adenozil-
homocisztein, majd homocisztein keletkezik. A szokasos turnover
soran kerll sor ezen metilalt fehérjék proteolysisére, melyet kdvetben
az ADMA, az L-NMMA, valamint a SDMA a cytoplasmaba, majd a
szisztémas Kkeringésbe kerll. Az extracellularis térbdl az endothel
sejtbe a metilargininek egy koncentrativ kationos aminosav carrieren,
az ugynevezett y* transporteren keresztiil 1épnek be, amely az NO
prekurzorat, az arginint is szallitja. gy, noha a NOS-t kdzvetlenill csak
az ADMA és az L-NMMA gatolja, kézvetve minden metilalt arginin
akadalyozza az endotheliumban zajlé NO szintézist az arginin sejtbe
jutasanak kompetitiv gatlasaval.

Az ADMA eliminacidja

Az ADMA két uton eliminalddik a szervezetbdl. Egyfelél a plazmaba
kertlt ADMA a vesetubulusokban excretalédik (ugyanott az y*
transporteren keresztil az L-argininnel kompeticioban részben
visszaszivodik), masfeldl intracellularisan  a  dimetilarginin
dimetilaminohidrolaz dimetilaminra és citrullinra bontja. A dimetilarginin

dimetilaminohidrolaz nagyfoku érzékenységet mutat az oxidativ



stresszel szemben, ami nagy valdsziniséggel felelés az ADMA-szint
hyperglycaemiaban, hypercholesterinaemiaban és
hyperhomocysteinaemidban vald megemelkedéséért. A szisztémas
keringésben megjelen6 ADMA metabolizmusaban kiemelt szerepet
jatszik a maj, mind az y* transporter, mind a dimetilarginin

dimetilaminohidrolaz nagymértékben expresszalddik hepatocytakban.

Az ADMA és a homocisztein kapcsolata

A hyperhomocysteinaemia kapcsolata az atherosclerosissal mar
mintegy 30 éve felmertlt. A plazma homocisztein-szintjének a
referenciatartomany f6lé emelkedése a myocardialis infarctus és a
mortalitas relativ kockazatat haromszorosra néveli. Szamos tanulmany
igazolja tovabba, hogy hyperhomocysteinaemiaban a fokozott aramlas
kivaltotta endothelium-dependens vazodilatacié karosodik, azaz
vélhetbleg az endothelialis NO termelés csbkken. Mivel a
metilargininek szintézise soran ekvimolarisan homocisztein keletkezik,
az ADMA és a homocisztein hatasai nem vizsgalhaték egymastol
fuggetlendl.

A mentylargininek farmakodinamias hatasai

Az endogén NO-t a NOS szintetizalja. Az enzimnek harom izoformaja
ismeretes: az endothelialis (eNOS), a neuronalis (nNOS) és az
indukélhaté (iNOS). Az ADMA ICs, értéke az eNOS-on 3,9 umol/L
endothelialis sejtkulturakban. Az ADMA neuronalis koncentracidja az
NNOS tébb mint 50%-0s gatlasat eredményezi, tehat az ADMA a
NNOS mikédését is modulalja fizioldgias koérliimények kdzott.
Ugyanakkor mar 1 pmol/L ADMA képes az iINOS-t majdnem teljesen



gatolni, tehat mar a normal ADMA koncentracio-tartomany (0,35 és 1,0
umol/L) felsé részébe esé illetve azt minimalisan meghaladd (1 és 2
umol/L kézotti) ADMA-szintek elegendbéek ahhoz, hogy az iNOS-t
csaknem teljesen gatoljak. A harom NOS izoforma eltér6, sokszor
ellentétes hatasokat kdzvetit, ezzel magyarazhaté, hogy az eNOS
gatlasa atherosclerosist, az nNOS-¢€ inzulinrezisztenciat indukalhat,
mig az INOS gatlasanak antiatherogén hatasu. Vagyis, az ADMA, mint
a NOS f6 endogén gatldja, protektiv és karos hatdsokat egyarant
kifejthet.

Az ADMA direkt NOS inhibitor hatasan tul kimutattak, hogy gatolja az
NO termelédését azaltal is, hogy csékkenti az arginin hozzaférését az
y* transporterhez, mely az arginin sejtbe juttatasaért felelés. Noha a
SDMA kozvetlentl nem gatolja a NOS-t, csdkkenti az NO szintézisét
azaltal, hogy a SDMA is verseng az argininnel az y* transporteren.
Masrészt viszont az ADMA cellularis felvételét is akadalyozza, ami
viszont protektiv hatdsu. Bar néhany elemzés nem talalt korrelaciét a
SDMA-szint és az dsszmortalitas, valamint a SDMA koncentracio és
egyes cardiovascularis események kdz6tt, a kimondottan a SDMA-ra
fokuszald vizsgalatok megallapitottak, hogy az emelkedett SDMA-szint
néveli a cardiovascularis kockazatot. Tovabba, a multicentrikus
CARDIAC vizsgalat szerint kdzel normélis (1,75 umol/L alattiy ADMA
szinttel rendelkezd betegeknél a coronaria betegségek kockazatat az
SDMA-szint szignifikdnsan befolyasolta.



Atherosclerosis és inzulinrezisztencia

Kordbbi kutatdsok eredményei alapjan felmerilt, hogy az
inzulinérzékenység eléfeltétele az endothelialis NO termelésének, ami
alapvetd meghatarozoja az intakt endothelfunkciénak. Az endothelialis
dysfunctiot (az NO medialta vasodilatatio karosodasat) az
atheroscleroticus folyamatok korai fazisaban megjelené jelenségnek
tartjak, azonban jelenlétét leirtak mar az inzulinrezisztencia kapcsan
is. A véraramlas fokozddasa fizioldgiasan tagitja a vazizom artériakat,
azonban ez a hatdsa elmarad inzulinrezisztens allapotban. Az
endothelialis dysfunctio és az inzulinrezisztencia kapcsolatat leirtak
obes betegekben is. Inzulinérzékenyité szer, példaul a metformin és a
roziglitason alkalmazasat kovetéen az inzulinrezisztencia és az
endothelialis dysfunctio parhuzamos javuldsa szintén oksagi
kapcsolatot feltételez. Sét, az emelkedett plazma ADMA-szint
inzulinrezisztenciat és ezzel egyidejlileg endothel dysfunctiot okoz
nem diabeteses egészséges dnkéntesekben is.

Osszegezve: korabbi megfigyelések alapjan az endothel dysfunctio és
az inzulinrezisztencia kdzti kapcsolat hatterében az ADMA eNOS gatlo
hatasa allhat.



Célkitilizések

Inzulinrezisztencia  |étrejéttében  szerepe lehet az  ADMA
felszaporodasanak, amely gatolva az nNOS-t karositia az
inzulinérzékenyseéget. Masfeldl, az eNOS gatlasa atherogen faktor.
Fontos azt is megjegyezni, hogy az inzulinrezisztencia altal okozott
metabolicus eltérések tovdbb emelik a szisztémas ADMA
koncentraciot, tehat gyorsitjdk mind az inzulinrezisztencia, mind az
atherosclerosis  progressziojat. Kutatasi hipotézistiinkben tehat
felvetettik, hogy az ADMA azaltal, hogy gatolja a NOS neuronalis és
endothelialis isoformajat, inzulinrezisztenciat és atherosclerosist
eredmeényez, vagyis az ADMA olyan molekula, mely felelés a két
allapot parhuzamos kialakulaséért.

Az INOS gyulladasos Aallapotokban upregulalédva elhuzéddé NO
felszabadulashoz vezet és az NO-bol képz6d6 peroxinitritek atherogen
hatasukkal sulyosbitjdk az allapotot. Az iINOS ugyanakkor sokkal
érzekenyebb az ADMA altali gatlasra, mint az nNOS és az eNOS.

A fentiekbdl kiindulva felvethetd, hogy az ADMA normal vagy kevéssel
ef6lotti koncentracidja védd hatast fejthet ki olyan betegségekben,
melyekben az iINOS aktiv (pl. atherosclerosis), azaltal, hogy relative
szelektiven csak ezt az izoformat gatolja. Ezt megerdsiteni latszanak
azok a korabbi preklinikai vizsgalatok, melyek kimutattak, hogy egyes
NOS gatlok gyulladascs6kkenté hatdssal rendelkeznek. E
megfontolasokbdl kifolydlag kutatdsaink soran megvizsgaltuk, hogy
kimutathat6-e az ADMA protektiv hatasa az altalunk elemzett
populacidban.



4. Anyagok és modszerek

Vizsgalatok korai carotis stenosisban és occlusioban

A jelen vizsgalatokat jovahagyta a Debreceni Egyetem Etikai
Bizottsaga, tovabba minden résztvevé tajékozott beleegyezését adta a
vizsgalatban térténd részveételhez. A vizsgalat megfelelt a Helsinki
Deklaraciéban lefektetett elveknek.

1999. szeptember és 2001. november koz6tt 12 ezer beteget
vizsgaltak a DOTE/DEOEC Neuroldgiai Klinika Neurosonoldgiai
Laboratériumaban. A vizsgéalatba bevonhatd 55 évnél fiatalabb, az a.
carotisok occlusiv betegségében szenved6 beteg kdzll a. carotis
interna occlusidja 20 betegnek volt (atlagéletkor: 48,2+4,8 év,
férfi/nd:18/2), 30%-nal sulyosabb arteria carotis interna stenosisa
pedig 45 betegnek (atlagéletkor: 48,2+42 eév, ferfi/né: 23/22).
Kontrollként 35 olyan hasonlé koru és nemd személy szerepelt
(atlagéletkor: 47,515,6 év, ferfi/nd: 17/18), akiknél a nyaki nagyereken
sem szlkllet, sem plaque nem volt detektalhaté carotis duplex
ultrahanggal.

A carotis ultrahang napjan részletes kérddivet toltéttink ki a
cardiovascularis rizikbfaktorokra vonatkozéan, valamint éhgyomri
vérvetel tortént laboratériumi  vizsgalatok (vérkép, fibrinogén,
homocisztein, lipidek, ADMA, SDMA, arginin, inzulin) elvégzése
céljabol. Minden beteg esetében carotis duplex vizsgalat tértént online
és offline IMT analizissel.



Vizsgalataink soran az egyik f6 kimeneti valtozé az IMT volt, melyet
napjainkban mar altalanosan elfogadnak, mint az atheroscleroticus
vascularis betegségek validalt helyettesité (surrogate) markerét. A
masik f6 kimeneteli valtoz6 az inzulinrezisztencia mertékét jellemzd
HOMA index volt. A betegeket akkor tekintettiik inzulinrezisztensnek,
ha a HOMA indexik meghaladta a 4,4-et.

A vizsgéalatok napjan éhgyomorra és a reggeli gyogyszerek bevétele
el6tt reggel fél 8 és 8 oOra kozott vérvétel tértént. A fibrinogént
plazmabdl hataroztuk meg, a szérum mintakat a levételt kdvetd 60
percen belll fagyasztottuk és -70 fokon taroltuk a laboratoriumi
mérések elvégzéséig. A haematologiai vizsgalatokat a korabban
leirtaknak megfeleléen végeztik.

A gliko6z-szintet parhuzamos vizsgalatokban hataroztuk meg a glikéz
oxidaciés mobdszer segitségével (Beckman). Az elemzésekhez ezek
szamtani atlagat haszndltuk. Az inzulin-szintet az Insulin-CP (MP
Diomedicals, Ny, USA) kit segitségével hataroztuk meg a gyart6 altal
mellékelt utasitdsoknak megfeleléen.

Az ADMA, SDMA és arginin  koncentraciok
meghatarozasa

Szilard fazisu extrakcio

A szilard fazisu extrakciét megel6z6en az SPE kolonnakat 0,1 ml borat
puffer I-gyel (50 mmol/L borsav; pH 9,00+0,05) kondicionaltuk. Ezt
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kévetéen hozzaadtunk 250 uL szérumhoz belsé standardként 50 pL
1000 ymol/L-es homoarginin-t (HARG), majd 700 ul boréat puffer I-gyel
O0sszekevertiink. Az igy kapott oldatot keresztilfuttattuk az ILMVAK
MPC 101 Z vakum pumpaval és ILMVAK VCZ 324 kontroll dobozzal
(750 mbar) felszerelt BAKER SPE 12 G minta preparalé manifoldon
(12 kolonna, J.T. Baker). A mintafelvitel (1ml) utdn a kolonndkat 1 mi
borat puffer I-gyel, 3 ml ionmentes vizzel, végil 1 ml metanollal
mostuk. Ezutan az arginin szarmazékokat koncentralt ammonia, viz és
metanol (10/40/50/v/v/v) oldattal elualtuk. Az alkalmazott vakuum 750
mbar volt. Az igy kapott oldatot 60 °C-os vizfardén, nitrogén
atmoszféra alatt, vakuum alkalmazésaval szarazra paroltuk, ezutan a

szaraz extraktumot 200 ul ionmentes vizben oldottuk.

Szarmazékképzés

A 200 pl vizben oldott mintainkat 63 pl reagens oldat hozzaadasa utan
22 °C-on 10 percig allni hagytuk, majd a készilék 5 °C- os
mintatartéjaba helyeztik. A szarmazékképzét mindig 22 °C-ra vald
felmelegedés utan hasznaltuk.

Kromatografias koriilmények

A mintakbol 20 pl-t injektaltunk. A kolonnatér hémérséklete a mérés
teljes ideje alatt 35 °C volt. Waters Symmetry C-18 (4,6 mm x 150 mm
x 3,5 ym ) kolonnat hasznaltunk.

Az eluens aramlasi sebessége 1,00 ml/perc volt. Az analizis soran a
detektor gerjesztési hullamhossza (A) 337 nm, emisszids
hullamhossza (Aem) 520 nm volt az arginin és a homoarginin

detektalasaig,. ezutan az emissziés hullamhossz 454 nm-re valtott,
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ezen a hullamhosszon detektaltuk az ADMA-t ill. a SDMA-t. A mérést
és kiértékelést Waters Empower szoftverrel végeztik.

Az 1 ml-es minta a kdvetkezOképpen készllt: szamitott térfogatu
standard oldatokhoz (1000 uM Arg, 100-100 uM ADMA ill. SDMA),
200 ul belsd standard kiegészitve borat puffer I-gyel. Ehhez 315 i
szarmazekképz6t adtunk.

A mintael6készitést a standard addiciés mbdszerrel végzett
visszanyerés segitségével vizsgaltuk. Azonos szérum mintakhoz

eltérd mennyiségben adtunk térzsoldatot és belsé standardot.

Ultrahang vizsgalat

Szinkodolt carotis duplex vizsgalat

A nyaki nagyereket 7,5 MHz-es linearis szondaval, Sonos 2000 color
duplex ultrahang készulékkel (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA)
vizsgaltuk. A duplex ultrahang soran a vizsgalt erekrdl longitudinalis és
transzverzalis B-mod felvételeket készitettlink, valamint az arteria
carotis communisban, a maximalis stenosis helyén és az arteria
carotis internaban systolés csucssebességet és végdiastolés
sebességet mértink. A vizsgalatrél minden esetben videofelvételt
készitettlink. A stenosis mértékét 10%-os kategoriakban irtuk le a
nemzetkdzileg elfogadott kritériumok alapjan. A kevesebb, mint 50% -
os stenosist okoz6 szikuiletek klasszifikalasat a B-modu képen mert
lumenredukcidé alapjan végeztik. 50%-0s stenosisnak a maximalis
stenosis helyén mért 120 cm/s-os systolés cslUcssebességet

tekintettik. Indirekt hemodinamikai jelek (a stenosis maximuman az
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aramlasi spektrumban turbulens aramilas, poststenotikusan csdkkent
aramlasi sebesség) jelenléte esetén 80%-osnal sulyosabb stenosist
irtunk le. Occlusiot akkor diagnosztizaltunk, amikor a vizsgalt érben a
stenosistol distalisan nem volt detektalhatd aramlas, valamint jelen
voltak az occlusiéra jellemzé indirekt hemodinamikai kritériumok

(forditott aramlas az a. ophthalmicaban).

IMT mérés

Az a. carotis communis IMT online mérését a carotis duplex vizsgalat
soran, Sonos 2000 color duplex ultrahang készllékkel (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, USA), kétszeresére nagyitott, kimerevitett B-
madd képeken végeztik az a. carotis bulbustdl proximalisan 10 mm-re.
Minden mérés a szonda medio-lateralis poziciéjaban, a szondatdl
tavol esé érfalon, end-diastoléban tértént. A carotis duplex vizsgalatrol
minden esetben video felvételt készitettiink. Az a. carotis communis
IMT offline analizisét az Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)
protokoll alapjan végeztik. A carotis bulbustél proximalisan 1 cm-es
szakaszon milliméterenként 1-1 mérést végeztiink, azaz carotisonként
11, betegenként 22 érteket kaptunk. Minden beteg esetében a 22
érték atlagat (atlag offline IMT) hasznaltuk a statisztikai elemzéshez. A
vizsgalatunkban az offline IMT analizist egy fliggetlen vizsgélo
végezte. Az offline analizis ,vakon” tértént, azaz a vizsgalé nem tudta,

hogy a videofelvétel melyik betegcsoportba tartozé személyrél készlilt.
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Az inzulinrezisztencia meghatarozasa

Az egyik altalunk vizsgalt f6 kimeneti valtoz6 a HOMA index volt. A
HOMA index az inzulinrezisztencia jellemzésének egyszeri és
biztonsagos moddja, amely j6l korreldl a telles test
inzulinérzékenységének kvantifikalasara elfogadott aranystandard
eljaras, a hyperinsulinaemias euglycaemias glikéz clamp Aaltal
szolgaltatott eredményekkel, ugyanakkor rutin klinikai kdérdlmeények
k6z6tt is kbnnyen meghatarozhaté. A HOMA indexet az éhgyomri

vércukor- és inzulin-szintbdl az aldbbi képlet alapjan szamoltuk:

plazmagliikéz(mmol 1 1)* plazmainzulin(uU / mi)
22,5

HOMA =

A statisztikai elemzés soran, ahol modszer azt kivanta meg, a HOMA
indexet  folytonos  valtozoként  hasznaltuk, mashol pedig
dichotomisalast kdvetéen, amikor is a beteget inzulinrezisztensnek
mindsitettik 4,4 vagy nagyobb HOMA index mellett és
inzulinérzékenynek 4,4 alatti HOMA index esetén.

Statisztikai elemzés

Az eseteket és a kontrollokat alapvet6 tulajdonsagaik és a rizik6faktor-
profilok alapjan hasonlitottuk 6ssze. A mintaatlagokat illetve az
el6forduldsi gyakorisagokat mind az atherosclerosis, mind az
inzulinérzékenység alapjan kettéosztott mintaban meghataroztuk. A
folytonos valtozok normalitasat a Shapiro-Wilk teszt segitségével
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vizsgaltuk. Normal elosztds esetén Student t-teszt segitségével
végeztiik a dsszehasonlitast, a gyakorisagokat pedig a Pearson ¥
teszttel hasonlitottuk 6ssze. Nem normalis eloszlas esetén a Kruskal-
Wallis tesztet alkalmaztuk.

A HOMA index altal jellemzett inzulinérzékenység vizsgalata

Exploracios linearis regresszids eljarast végeztink annak érdekében,
hogy a HOMA indexet meghatarozd tényezdket figyelembe vevd
tObbsz6rds linearis regressziés modellt tudjunk alkalmazni és ezen
determindnsok hatasait a modell &ltal megadott koefficiensek
segitségével jellemezhessik. Ennek érdekében el6szdr egyszerl
linearis regresszidt végeztink az inzulinrezisztencia lehetséges
determindnsaival, ide értve a szérum kreatinin-szintet, az életkort, a
nemet, a triglycerid-szintet, a cholesterin-szintet, a HDL-C-szintet, az
LDL-C-szintet, az Apo-A1-szintet, az Apo-B-szintet, az Lp(a) -szintet, a
glikdz-szintet, az inzulin-szintet, a diabetes mellitust, az ischaemias
szivbetegséget, a hypertoniat, a cerebrovascularis megbetegedéseket,
a dohanyzasi szokasokat, az Ujonnan azonositott rizikéfaktorokat
(CRP, fibrinogén, homocisztein) és az altalunk vizsgalni kivant
lehetséges befolyasold tényezéket (szérum ADMA, SDMA, arginin,
valamint az ADMA/SDMA és. az arginin/SDMA arany).

A kiindulasi tébbsz6rds modellt a szakirodalomban fontosnak tartott
meghatarozék, valamint az egyszeri modell altal szignifikdnsnak
jelzett determinansok (a regressziés koefficiens nullatél eltérd értéket
vett fel P<0,05 mellett) egylttes vizsgalataval hoztuk l|étre. Ennek
megfeleléen az aldbbi tényezdket vettlk be a kiindulasi modellbe:
életkor, nem, hypertensio, dohanyzas, diabetes mellitus, kreatinin-szint
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(valamennyien elézetes irodalmi adatok alapjan), tovabba
ADMA/SDMA arany, szérum tritglycerid, HDL-C, Apo-A1-szint és
korabbi cerebrovascularis megbetegedés az anamnesisben (utdbbiak
az egyszerl modellezés alapjan). Hianyzd értekek esetén indikator
kodolast végeztink. A valtozékat egyszerre vittik be a kiindulasi
modellbe, majd a nem szignifikdns determinansokat egyesével
kivettik a modellbél. A végsdé modell tartalmazta az dsszes a priori
(szakirodalmi) valtozot, tovabba az ADMA/SDMA aranyt, a HDL-C és
triglycerid szinteket, valamint a cerebrovascularis betegséget az

anamnesisben.

Az atherosclerosis és az inzulinrezisztencia koz6tti kapcsolat
vizsgalatahoz az adatok elemezését a minta rétegzését kdvetden is
elvégeztik. A rétegképzd valtoz6 az a. carotis atherosclerosisanak
jelenléte vagy hidnya volt, azaz két rétegre bontottuk a mintat, az
atherosclerosistél mentes és az atheroscleroticus rétegre.

Az IMT és az ADMA szint kapcsolatanak vizsgalata

Az IMT és az ADMA kézti korrelaciot Spearman féle korrelacié-
elemzés segitségével hataroztuk meg. Ezen tul egyszer( linearis
regresszidés elemzést is végeztink az IMT lehetséges prediktoraival,
ide értve a tradiciondlis rizikéfaktorokat (életkor, nem, triglycerid,
cholesterin, HDL-C, LDL-C, Apo-A1, Apo-B, Lp(a) szint, diabetes
mellitus, ischaemias szivbetegség, hypertonia, dohanyzas), tovabba
az Ujonnan azonositott rizikofaktorokat (CRP, fibrinogén,
homocisztein) és a szérum ADMA, SDMA és arginin szinteket. Az
egyéb tényezéket (fehérvérsejt szam, thrombocyta szam, szérum

kreatinin-szint, szérum glikdz-szint, valamint thrombocyta aggregatio
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gatldk szedése) szintén figyelembe vettlk. Minden szignifikans
tényez6t egy tObbszords linearis regressziés modellbe vontunk be
annak érdekében, hogy kvantifikaljuk az a. carotis communis IMT és a
szérum ADMA koncentracio koézti kapcsolatot. El6zetes irodalmi
ismereteink alapjan az életkor, a nem, a szérum cholesterin-szint, a
hypertonia és a diabetes mellitus kerllt be a tébbsz6rés modellbe.
Hidanyz6 értékek esetén indikator kddolast végeztink. A valtozdkat
egyszerre vittik be a modellbe, majd ezt kdvetben azon nem
szignifikans valtozokat, melyek nem jarultak hozzd a modellhez,
egyenkent eltavolitottuk. Ennek megfeleléen a végsé modell
tartalmazta az 0Osszes a priori azonositott tényezét, illetve az
atherosclerosis jelenlétét vagy hidnyat, az arginin-szintet, a CRP-
szintet, a fibrinogén-szintet, a HDL-C-szintet, a fehérvérsejt szamot és
a thrombocyta aggregatio gatlé hasznélatat. Mind a Spearman
korrelacio elemzést, mind a t0bbszo6rds linearis regressziét elvégeztik
az adatok rétegzését kovetden is. A rétegképz6 valtozé az a. carotis
interna atherosclerosisanak megléte vagy hianya volt.

Az egyes valtozok kdzotti kapcsolatokat a regresszids koefficiensekkel

(Koeff) és ezek 95%-0s konfidencia intervallumaval (Kl) jellemeztik.
Az elemzést Stata 8.2 (Stata Corporation) szoftverrel végeztik.
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5. Eredmények

A dimetilarginin szint valtozasa inzulinrezisztenciaban és

atherosclerosisban

Az inzulinérzékeny és inzulinrezisztens betegek demografiai

jellemzése és rizikoprofilja

A vizsgdlati mintdban az éatlagéletkor 50,7 év volt , azonban az
inzulinrezisztens betegek valamennyivel fiatalabbak voltak, mint az
inzulinérzékeny csoport betegei (49,73 év, kontra 51,09 év). A férfiak
és a n6k megoszlasdban nem mutatkozott kilénbség, nem volt
kilénbség tovabba az arteria carotisok atherosclerosisdban, a
diabetes, a szivbetegség, a hypertonia, a dohanyzas, a
cardiovascularis megbetegedések és a thrombocyta gatlok
alkalmazasi gyakorisagat illetdleg sem. A cerebrovascularis
megbetegedések gyakoribbak voltak az inzulinrezisztens betegek

anamnesisében, mint a kontrollokéban.

Az atlagos ADMA szint 0,40+0,01 pmol/L volt (95% KI: 0,39; 0,42). Az
inzulinérzékeny csoportban az ADMA szint 0,41+0,09 umol/L (95% KI:
0,39; 0,43), mig az inzulinrezisztens rétegben 0,39+0,09 umol/L (95%
Kl: 0,36; 0,43) volt.

Hasonldképpen az arginin  szint nem mutatott eltérést az
inzulinérzékenyseg flggvenyében, mig a szérum SDMA szint
szignifikdnsan alacsonyabb volt az inzulinrezisztens betegek kérében
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(0,31%0,09 pmol/L 95% KI: 0,27, 0,35), mint az inzulin érzékenyekben
(0,37+0,12 pmol/L 95% KI: 0,34, 0,39). Ennek megfeleléen az
arginin/ADMA illetve az ADMA/ SDMA arany valtozatlan, illetve

szignifikansan alacsonyabb volt.

A szérum kreatinin szint tovabba nem mutatott statisztikailag
szignifikans eltérést az inzulinérzékeny, és az inzulinrezisztens
betegek koézoétt. A lipid homeostasis eltérései gyakoribbak voltak az
inzulinrezisztens csoportban, ezt tikrdozte az, hogy a triglycerid szint
szignifikdnsan magasabb, mig az Apo-A1 és a HDL-C szint

szignifikdnsan alacsonyabb volt az inzulinrezisztens egyénekben.

A HOMA index és a szérum ADMA/SDMA arany quantificalasa
egyszerii és tobbszoros linearis regresszios modell segitségével

Az egyszer( linaris regresszié eredményei alapjan figyelemre mélté az
SDMA és az inzulinrezisztencia k6zoétt fennallé szignifikans negativ
korrelacié B: -0,55, 95% KI: -1,6, -0,44; p=0,033; mely negativ
kapcsolat azonban nem all fenn az ADMA és az inzulinrezisztencia
koz6tt. Ennek megfeleléen a HOMA index, és az ADMA/SDMA arany
k6zott szoros pozitiv korrelacié lathatdé, mely kapcsolat az dsszes
szignifikans prediktor és a priori azonositott zavaré tényez6kkel
térténd korrigalast kévetden is szignifikdns maradt (B: 6,76, 95% KI:
2,13, 11,39; p=0,005). Erdekes moédon ez a kapcsolat még
kifejezettebbé valt, amikor az atheroscleroticus réteg adatait énalléan
elemeztik ( B: 8,29, 95% KI: 1,43, 15,15; p=0,019), tovabba nem
talaltunk szignifikdns kapcsolatot az arteria carotison talalhato
atherosclerosistél mentes egyének csoportjara korlatozva a vizsgalatot
(B: 1,39, 95% KI: -5,46, 8,26; p=0,671).
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A kézel normal szérum ADMA-szint hatasanak vizsgalata
az IMT altal jellemzett cardiovascularis morbiditasra

Az arteria carotis atherosclerosisaval rendelkezé egyének és a
korcsoport-azonos kontrollok demografiai jellegzetességei és
rizik6faktorai

A teljes vizsgalati mintaban az atlagéletkor 50,7 év volt. Az életkor
viszonylatdban nem volt szignifikdns kilénbség az esetek és a
kontrollok kdz6tt. A nemi eloszlas nem kalénbdzoétt, illetve nem volt
eltérés a diabetes, és a szivbetegség prevarenciajadban, azonban a
hypertonia, a dohanyzés, a cardiovascularis megbetegedések, és a
thrombocyta aggregatio gatlbk hasznalata gyakoribb volt az
atheroscleroticus betegek kérében, mint a kontrollokéban.

Az ADMA-szint és az IMT ko6zé6tti kapcsolat a teljes beteg
populacidban, valamint atherosclerosis jelenlétében illetve
hianyaban

Az atlagos szérum ADMA szint a teljes mintdban 0,403+0,009 pmol/L
(95% KI: 0,385, 0,421), az atheroscleroticus betegek koérében
0,395%0,085 umol/L (95% KI: 0,373, 0,417), a nem atheroscleroticus
csoportban 0,419+0,088 umol/L (95% ClI: 0,386, 0,452) volt. Az IMT és
az ADMA szint kdz6tt negativ korrelaciot talaltunk a teljes adatbazis
adatainak elemzését kdvetben (Spearman korrelacidés koefficiens: -
0,300, p=0,0041) és az atheroscleroticus rétegben (Spearman
korrelacios koefficiens: -0,323, p=0,012). Ezzel szemben nem volt
statisztikailag szignifikans korrelacid az atherosclerosistél mentes
csoportban.

20



Az IMT és a szérum ADMA szint kozti kapcsolat jellemzése
egyszerii és tobbszoros linearis regresszidos maodszerek
segitségével

Tdbbszérds linearis regressziét végeztink az IMT és a szérum ADMA
szintje kézti kapcsolat jellemzésére. A két tényezd kodzti szignifikans
negativ kapcsolat tovabbra is szignifikans maradt az &sszes
szignifikans prediktorral illetve az a priori meghatarozott tényezékkel
tértént korrigalast kévetéen is (B: -0,51, 95% KI: -0,894, -0,127;
p=0,010). Erdekes médon ez a negativ kapcsolat még kifejezettebbé
valt az atheroscleroticus rétegre korlatozva vizsgdlatainkat (B: -0,67,
95% KI. -1,16, -0,18; p=0,008, mig nem talaltunk szignifikans
kapcsolatot az atherosclerosistél mentes betegek vizsgalatakor
t0bbsz6rds linedris regresszids analizist végezve (B: -0,367, CI: -1,31,
0,576; p=0,418). Tovabba azt talaltuk, hogy az ADMA mellett az
atherosclerosis jelenléte is szignifikdnsan hozzajarul az IMT
névekedéséhez (B: 0,094, CI: 0,014, 0,17; p=0,022), mig a szérum
HDL-C szintje védelmet biztosit az altal, hogy az IMT is negativ
korelaciot mutat, azaz csbkkenti (B: -0,081, KI: -0,156, - 0,006;
p=0,035; B: - 0,11, KI: - 0,21, - 0,021; p=0,018) a teljes adatbazis,
illetve az atheroscleroticus rétegben végezve a vizsgalatokat.
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6. Megbeszélés

A jelen vizsgalat legfontosabb megfigyelése, hogy korai kezdeti
atherosclerosisban szenved6 betegekben az ADMA/SDMA arany
pozitiv korrelaciét mutat a HOMA indexszel, az inzulinérzékenységet
és béta-sejt funkcidt 6sszevontan kvantifikaldé mutatoval. Emellett
forditott aranyossagot talaltunk e két paraméter koézott az
atherosclerosistdl mentes egyénekben. Az, hogy a szignifikdns pozitiv
korrelaciét csak az atheroscleroticus rétegben tudtuk kimutatni,
alatamasztja kutatasi hipotézistinket, mely szerint a dimetilalt arginin
szarmazékok az inzulinrezisztencia és az  atherosclerosis

kialakulasaért felelés folyamatok csomopontjaban talalhatok.

Az adatok attekintése soran azt taldltuk, hogy inzulinrezisztencidban
az ADMA/SDMA arany ndvekedése a SDMA-szint csdkkenésébdl
fakad, mikézben az ADMA-szint gyakorlatilag valtozatlan. Ezzel
egyezden az inzulinrezisztencia negativ korrelaciét mutat a SDMA-val,

de nincs szignifikans kapcsolatban az ADMA-val.

Szamos mechanizmus jarulhat hozza a SDMA-szint cstkkenéséhez
inzulinrezisztenciaban, igy példaul a SDMA csokkent cellularis
felvétele vagy fokozott eliminacidja. Korabban beszamoltak arrél, hogy
hyperinsulinaemiaban indukalédik az y* transporterek expresszidja, és
mivel ez a mechanizmus az els6dleges az arginin, az ADMA és a
SDMA cellularis felvételében, ez hozzajarulhat a SDMA koncentracié
csokkenésehez. Mivel e harom szubsztrat mindegyike kompetitive
gatolja a masik két molekula bejutdsat a sejtbe, kordbban felmerilt,
hogy a NOS géatld hatastél mentes SDMA is limitalhatia az NO
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szintézist azaltal, hogy gatola az arginin felvételéet. A SDMA
ugyanakkor gatolja a direkt NOS inhibitor ADMA cellularis felvételét is,
err6l az oldalrdl tehat a SDMA segiti a NOS mikddését. Egyeb adat
hijan (legjobb tudomasunk szerint nem ismert pl. az y* transporterek
ADMA-val és SDMA-val szembeni affinitasa sem) nehéz megmondani,
hogy az alacsonyabb SDMA koncentraci6 és a kisebb
inzulinérzékenyseg kozul melyik az ok és melyik az okozat, esetleg
minek az okozatai mindketten. Kisérleti eredményeink minden esetre
azt a koncepciét tamasztjak ala, mely szerint a SDMA inkabb protektiv
hatdsu az inzulinrezisztenciaval szemben, hiszen a szérum inzulin-
szint negativan korreldl a SDMA-szinttel, ugyanakkor nincs
szignifikans kapcsolat sem az ADMA, sem az arginin esetében.

Az ADMA-szint és az inzulinrezisztencia k&zotti kapcsolat hianya
ellentmond egyes korabbi vizsgalatoknak, amelyekben erételjes
pozitiv korrelaciét mutattak ki a plazma ADMA koncentracié és az
egyensulyi allapotban mért plazma glikdéz koncentracioval jellemzett
inzulinrezisztencia kdzo6tt, mely kapcsolatot fliggetlennek talaltak mas
rizikbfaktoroktol. Ugyanakkor mas munkacsoport is beszamolt arrdl,
hogy nem talaltak szignifikans eltérést az ADMA-szintek kozott ép és
karosodott endothelialis funkcioju coronaridkkal rendelkezd betegeket

O0sszehasonlitasakor.

Kiindulva a sztereoizomer ADMA és SDMA versengésébdl a sejtbe
vald bejutasért az y* transporteren keresztll, tovabba jelen
eredményeinkbdl, felvetjok, hogy az ADMA/SDMA arany jobban
jellemzi a sejtbe bejut6 ADMA mennyiségét, mint az ADMA-szint
6nmagdban. Ebbél kévetkezik, hogy az ADMA/SDMA arany
névekedését az ADMA koncentracio relativ névekedéseként foghatjuk
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fel. Vagyis, a SDMA-szint csdkkenése valtozatlan ADMA-szint mellett
hozzajarulhat mind az inzulinrezisztencia, mind az atherosclerosis
kialakulasahoz, ugyanis gyenglil a SDMA gatlé hatasa az ADMA y*
carrier altali transzportjara. Ennek eredményeként az ADMA sejtbe
térténd fokozott felvétele az eNOS illetve nNOS fokozott gatlasahoz és
ezaltal az atherosclerosis €s az inzulinrezisztencia nagyobb mértéki

indukcidjahoz vezet.

Masodik kisérleti célkitlizéseink kapcsan végzett vizsgalataink
legjelentésebb eredménye az volt, hogy a szérum ADMA koncentracié
fiatal atheroscleroticus betegekben forditottan aranyos az IMT-vel,
mely utdbbit a cardiovascularis betegségek lefolydsanak elemzésében
mint helyettesité végpontot hasznalnak.

Jelenleg az ADMA-t a veseelégtelenségben szenvedé betegeknél mint
nem tradiciondlis cardiovascularis rizikofaktort kezdik figyelembe
venni. Ezen tal az ADMA altalanossagban is az atherosclerosis altal
okozott betegségteher egyik diagnosztikus markerévé valhat, mivel a
felgyllemlé bizonyitékok az eNOS géatlasan keresztll kifejtett
atherogen hatasat mutatjak. Ez utdbbi felvetés azonban elsésorban
végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd betegek adatainak
elemzésére tamaszkodik, akiknek a szérum (vagy plazma) ADMA-
szintje a normal tartomanyt jelentésen meghaladja, azaz 2 és 10
umol/L kdzti értéket vesz fel. A munkacsoportunk altal vizsgalt betegek
vesefunkcidja rendben volt, tovdbba a vizsgalt két csoportban
(atheroscleroticus és ép carotisi) nem volt szignifikans eltérés a

szérum kreatinin-szintekben.

Mialatt az eNOS vizsgalata a kutatasok kézéppontjaba kerult, az iINOS
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vizsgalata a hattérben maradt. Az INOS kilénb6z6 gyulladasos
allapotokban, pl. az atherosclerosis talajan kialakul6 fokozott oxidativ
stresszben upregulaldédik, ami dsszességében karos lehet, mivel az
ilyenkor nagy mennyiségben keletkez6 NO-bdl cytotoxicus és
atherogen peroxinitritek keletkeznek.

A két izoforma gatolhatésaga is eltéré: 3,9 umol/L ADMA az eNOS
félmaximalis gatlasat hozza létre, ugyanakkor 1 pumol/L ADMA az
INOS-t majdnem teljesen gatolja. Ebbél kiindulva felvethet6, hogy az
ADMA a normal koncentracio-tartomanyban (0,35-1,0 umol/L) illetve
minimalisan ef6létt (1-2 umol/L) védd hatasu lehet olyan allapotokban,
melyben az iNOS indukalva van. Ezt latszanak alatdmasztani azok a
preklinikai eredmények, melyek a NOS gatlok gyulladascsdkkentd
hatasarél szamoltak be gyulladasos oedema modellben egereken.

Kutatasi hipotézisiinknek megfeleléen azt talaltuk, hogy a szérum
ADMA-szint negativan korrelal az IMT-vel. Ez a forditott kapcsolat
kifejezettebbé valt, amikor az elemzést csak az atheroscleroticus
rétegre korlatoztuk.

Abbdl kiindulva, hogy a gyulladds és a hyperhomocysteinaemia
6nmagaban is elegendd az iNOS indukalasahoz, tovabba abbdl, hogy
korabban leitak mar az iINOS indukciéjat az a. carotis interna
atherosclerosisaban, feltételezhetd, hogy az iNOS a mi vizsgalatunk
atheroscleroticus betegeiben is indukalva van és kifejti atherogen
aktivitasat.

Tudomasunk van egy, a mi eredménylnknek ellentmondé vizsgalatrol

is, melyben az IMT és az ADMA koézétt pozitiv korrelaciot irtak le
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egészséges (nem atheroscleroticus) egyénekben, , tovabba két masik
vizsgalatrdl, melyek semmilyen jellegl kapcsolatot nem igazoltak e két
parameéter k0zo6tt. Az ellentmondast az eltéré vizsgalati populacidknak
tulajdonitjuk. Mi viszonylag fiatal és atheroscleroticus betegeket
vizsgaltunk kor és nem szerint illesztett kontrolljaikkal 6sszehasonlitva,
a masik harom vizsgalatban azonban a betegek kora (amellyel az IMT
nd) magasabb felsé értékig terjedt ki, és/vagy a betegekben nem
zajlott aktiv gyulladas illetve nem szenvedtek atherosclerosisban.
Szamos olyan vizsgélat is van, ahol veseelégtelenségben szenvedd
betegeknél igazoltdk az ADMA és az IMT kozotti pozitiv kapcsolatot.
Veseelégtelenségben azonban az ADMA koncentracioja
meghaladhatja az eNOS 3,92 és 4,22 umol/L kozoétti 1G5y ertéket, ami
atheroscleroticus folyamatok aktivalasan keresztal jarul hozza az IMT
névekedésehez.

Azon eredménylnk, mely szerint a szérum ADMA koncentracié nem
tért el szignifikansan az atheroscleroticus és a nem atheroscleroticus
csoportban, tébb mas vizsgalat eredményeivel O8sszevag, melyek
coronaria betegek bevonasaval készUltek.

Osszegezve: eredményeink alapjan felvetjiik, hogy az ADMA protektiv
(és nem karositd) hatast fejt ki az INOS indukcidjaval jaré gyulladasos
allapotokban, amennyiben az ADMA koncentracidja abban a
tartomanyban mozog, amelyben az eNOS gatldsa még nem
szamottevé. Ennek értelmében az ADMA-szint csbékkentését célzé
terdpias beavatkozasoknal az ADMA célértéket 1 umol/L kéril lenne
érdemes meghatarozni. A jelen vizsgalat eredményei vélhetbleg akkor
kapnak nagyobb hangsulyt, amikor Uj, specifikusan az ADMA szintjét
csdkkentd terapias stratégiak latnak napvilagot.
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7. Osszefoglalas

Az eNOS csbkkent NO termelését mar régéta az atherosclerosis
el6hirndkének tekintik. Emellett a kbzelmultban kérvonalazodott egy Uj
inzulin szenzitizald mechanizmus, amely nNOS altal termelt NO
mediacioval fokozza a vazizom inzulinérzékenységet. A NOS
harmadik izoformaja az iINOS, melynek tartés aktivacidéja atherogen
peroxinitritek keletkezéséhez vezet. Az ADMA eltér6 kinetikaval gatolja
a harom izoformat.

Eredményeink szerint a SDMA illetve az ADMA/SDMA arany (amely
az interacellularis NOS enzim altal hozzaférhet6 ADMA
mennyiségének, ugy tlnik, jobb mutatdja, mint a szérum ADMA-szint)
pozitiv korrelaciét mutatott az inzulinrezisztencia jellemzésére hasznalt
HOMA indexszel, mely hatas a tébbszdrés lineéris regresszids
elemzés soran a zavard tényezékre tértent korrigalast kbvetden is
megmaradt.

Masfelél kimutattuk, hogy az ADMA szint negativan korrelal az IMT-
vel, a cerebro- és cardiovascularis betegségek kiegészité markerével,
mely negativ korrelacié a tébbszdrds linearis regressziot kdvetden is
szignifikdns maradt. Ez arra utal, hogy a normalis koncentracio-
tartomany felsé részéhez kozel esé szérum ADMA-szint az iINOS
gatlasa révén j6tékony hatasu atheroscleroticus betegekben.
Osszegezve: eredményeink az ADMA kdzponti szerepét tamasztjak
ald az inzulinrezisztencia és az atherosclerosis parhuzamos

kifejlédésében.
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