Egvetemi doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

AZ ATORVASTATIN KEZELES ES AZ UNCOUPLING
PROTEIN-2 HATASA ES SZEREPE A
ZSIRANYAGCSEREBEN

Dr. Kassai Andrea

DEBRECENI EGYETEM
Egészségtudomanyok Doktori Iskola
Anyagcsere és Endokrin Betegségek Program

Debrecen, 2010



Egvyetemi doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

AZ ATORVASTATIN KEZELES ES AZ UNCOUPLING
PROTEIN-2 HATASA ES SZEREPE A
ZSIRANYAGCSEREBEN

Dr. Kassai Andrea

Témavezetok:
Prof. Dr. Paragh Gyorgy
Dr. Seres Ildik6

DEBRECENI EGYETEM
Egészségtudomanyok Doktori Iskola
Anyagcsere és Endokrin Betegségek Program

Debrecen, 2010



Az értekezés cime:
Az atorvastatin kezelés €s az uncoupling protein-2 hatédsa és szerepe a
zsiranyagcserében

Doktori Iskola:
Egészségtudomanyok Doktori Iskola, Anyagcsere és Endokrin Betegségek
Program

Témavezetok:
Prof. Dr. Paragh Gyorgy, az MTA doktora
Dr. Seres Ildik6, Ph.D.

A doktori szigorlati bizottsdg:

Elnoke: Prof. Dr. Adény R6za, az MTA doktora
Tagok: Prof. Dr. Ilyés Istvan, Ph.D
Dr. Reiber Istvan, Ph.D

A birdlo bizottsdg:

Elnoke: Prof. Dr. Adény R6za, az MTA doktora
Opponensek:  Prof. Dr. Bodolay Edit, az MTA doktora
Prof. Dr. Somogyi Aniké, az MTA doktora
Tagok: Prof. Dr. Ilyés Istvan, Ph.D
Dr. Reiber Istvan, Ph.D

Az értekezés védésének idopontja és helye:
2010. majus 11. 13:00, az L.sz. Belgyogyaszati Klinika Tanterme



I. BEVEZETES

1.1 A HDL

Az érelmeszesedés kovetkeztében kialakulé kardiovaszkularis
megbetegedés jelenti a vezetd haldlokot a fejlett orszagokban. Az elmult
30 év soran a kardiovaszkuldris betegség szdmos filiggetlen riziké 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) jétszik
kiemelkedden fontos szerepet az érelmeszesedés kialakuldsaban. A HDL
védo hatdsdnak a hétterében harom f6 mechanizmust feltételeznek: i.) a
reverz koleszterin transzportot, ii.) direkt endothel hatist és iii.) az
antioxidédns hatast.

Jelenleg az a kialakult vélemény, hogy a HDL funkcigjat és
antiatherogén aktivitdsit a HDL ,min0sége”, nem pedig a HDL
mennyisége hatdrozza meg. A HDL ,,mindségének” és a reverz koleszterin
transzportnak a megértéséhez fontos tudni, hogy a HDL frakcié igen
heterogén. Ez a heterogenitds a HDL funkcidjan keresztiil a teljes HDL

frakci6 kardiovaszkularis véd6 hatdsat befolydsolhatja.

1.2 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 méjba
szallitja az epével torténd kivalasztisra. Ebben a folyamatban foglal helyet
a HDL remodelling, mely sordn a méjban és vékonybélben termelt, kicsi,
korong alaku pre-f vagy naszcens HDL érett, gomb formaji HDL-¢é, azaz
HDL3-mé4 alakul. A reverz koleszterin transzport els6 lépéseként a

lipidben szegény, foleg apoA-I-et tartalmazé pre-p HDL felveszi a
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feleslegben 1év szabad koleszterint a periférids sejtektdl. Ezutdin a HDL
felszinén 1évé szabad koleszterint a lecitin-koleszterin-acil-transzferaz
(LCAT) koleszterin észterré alakitja, melynek kovetkeztében a koleszterin
észter a HDL magjaba vandorol 1étrehozva a gomb alakd, érett HDL3-t. A
HDL-ben 1évd koleszterin észtert a mdj, valamint a szteroid szintézisben
szerepld mellékvese és a gonddok a HDL receptoron, azaz a scavenger
receptor-B1-en (SR-B1) keresztiil veszik fel. A masik lehetdség az, hogy a
koleszterin-észter-transzfer-protein ~ (CETP) a  koleszterin  észtert
apolipoprotein B-t tartalmazé részecskékre (VLDL, IDL, LDL) szdllitja, és
cserébe trigliceridet helyez a HDL-re, amely eziton HDL2-vé alakul. gy
az apolipoprotein B-t tartalmazé részecskékre keriilt koleszterin LDL-
receptoron keresztiil jut a mdjba. A m4j 4ltal felvett koleszterin észter
visszaalakul szabad koleszterinné, amely vagy epesavva alakul, vagy
direkt tdvozik az epével. A HDL folyamatos és kiterjedt remodellingje
szabdlyozza a HDL alakjat, méretét, Osszetételét, és felel a HDL

heterogenitasaért.

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

A CETP a reverz koleszterin transzport és a HDL remodelling
egyik kulcsfontossdgi enzime, amely ezéltal kozponti szerepet tolt be a
HDL szintjének, méretének és alakjanak szabalyozdsiban. A CETP egy
HDL-hez kotott glycoprotein, amely a majban termelédik. A CETP a HDL
és az apolipoprotein B-t tartalmazé részecskék kozott hozza 1étre a
koleszterin észter és triglicerid cserét. A mai napig nem eldontott, hogy a
CETP proatherogén vagy antiatherogén. A CETP-et sokan
proatherogénnek tekintik, hiszen koleszterin észtert szallit az antiatherogén

HDL-rdl a potencidlisan atherogén VLDL-re és LDL-re. Ha a CETP 4ltal a
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VLDL-re és az LDL-re szillitott 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 a HDL szint emelése céljab6l a nemrégiben

kifejlesztett CETP inhibitorok a proatherogén hatdst tdimasztjak ala.

1.4 A lecitin-koleszterin-acil-transzferaz (LCAT)

Az LCAT a reverz koleszterin transzport masik kulcsfontossagu
enzime, amely szintén befolydssal van a HDL tulajdonsdgaira. A
keringésbe keriilve a HDL-hez kotddik. A reverz koleszterin transzport
sordin az LCAT a kofaktora, az apolipoprotein A-I segitségével
koleszterinbdl koleszterin észtert formdl ugy, hogy az a lecitin sn-2
pozicigjaban levd zsirsavat a koleszterin OH-csoprtjara széllitja. Az LCAT
megitélése az érelmeszesedés kialakuldsa szempontjabdl szinte
egyértelmlien antiatherogén, ugyanis a szabad koleszterin koleszterin
észterré alakitdsdval a HDL felszinén szabad helyet biztosit a tovadbbi
koleszterin felvételéhez, eziltal fokozva a reverz koleszterin transzportot.
Igy az LCAT kedvezden befolyasolja a plazma lipid osszetételét, azéltal,
hogy emeli a HDL szintet és csokkenti az LDL szintet.

1.5 A HDL antioxidans hatasa és a paraoxonaz (PON1)

A reverz koleszterin transzport mellett a madsik feltételezett
mechanizmus, amely a HDL atheroprotektiv hatdsdt tdmaszthatja ald, a
HDL LDL oxid4ciét gatld képessége. A HDL ezen antioxiddns hatdsa
szamos, a HDL-hez kotott molekulanak koszonhetd, ezek koziil az

apolipoprotein A-I, a platelet-activating factor acetylhydrolase (PAFAH)
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és a paraoxondz a legjelentdsebb. A paraoxoniz egy HDL-hez kotott
enzim, amely az LDL-en és a HDL-en 1év6é oxidalt foszfolipideket és
koleszterin észtereket hidrolizdlja, és megakadédlyozza az LDL-en t6rténd
felhalmozodasukat. Az oxiddlt LDL kialakuldsa ellen védé hatds
jelentéségét hangsiilyozza a régdta elismert tény, hogy az LDL
oxidacionak kozponti szerepe van az érelmeszesedés kialakuldsaba.
Emellett a HDL-t is védi az oxidaciétol, és ezdltal javitja a HDL
hatékonysagat a reverz koleszterin transzportban. A paraoxoniz a mdjban
termelddik, majd innen a vérbe szekretdlddik, ahol a HDL-hez k&tédik. A
paraoxondz szérum szintje viszonylag konstans egy adott emberben,
ugyanakkor az egyének kozotti eltérés nagy. Ezért az egyének kozotti nagy

aktivitdsbeli kiillonbségért a génjének a polimorfizmusa felel.

1.6 Az atorvastatin

A 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzim A (HMG-CoA) reduktaz az
intracelluldris koleszterin szintézis kulcsenzime, és annak elsd, sebesség
meghatarozé 1épését katalizélja, amely sordan a HMG-CoA-t mevalonattd
alakitja. Ezt az enzimet gitoljadk a sztatinok, mds néven a HMG-CoA
inhibitorok, melynek az egyik leggyakrabban hasznalt tagja az atorvastatin.
A sztatinok elsddlegesen a mdjban hatva gitoljdk a de novo koleszterin
szintézist, ami a hepatocytdk koleszterin raktdranak csokkenéséhez vezet.
Ennek egyrészt az lesz a kovetkezménye, hogy a mij LDL-receptor
expresszidja fokozddik, amelyen keresztiil fokozddik az LDL és a VLDL
eltavolitdsa a plazmdbdl, mésrészt erdsen csokken a mdj VLDL termelése.
Mindezen folyamatoknak koszonhetfen lecsokken a plazmdban keringd

apo B100-at tartalmaz6 részecskék szdma.



A tobbi sztatinhoz hasonléan az atorvastatin  primer
hypercholesterolemidban ddzisfiiggd mddon jelentdsen csokkenti a plazma
koleszterin és LDL-koleszterin szintjét, valamint szignifikdnsan csokkenti
a plazma triglicerid szintjét mind primer hypercholesterolémidban, mind

pedig primer hypertrigliceridémidban.

1.7 Az Uncoupling protein-2 (UCP-2)

A korondria betegség egyik f6 rizik6é faktora az alacsony HDL
szint, mig rizikd szempontjdbol a meglévd korondria betegséggel
egyenrangl rizikét jelent a diabetes mellitus és az ezzel egyiitt jar6
diabeteses dyslipidemia (az NCEP ATP III ajanldsa szerint). Az
uncoupling protein-2 (UCP-2) jelent6s szerepet jatszik a [-sejtek
miikddésében és fontos szerepe van az inzulin szekrécidjdban.

Az uncoupling proteinek a mitokondrium bels6 membranjidban
taldlhatd transzporterek. A mitokondrium kiils6 membranja atjarhat6 a
kisebb metabolitok szdmara, mig a belsé membran permeabilitidsa szorosan
szabdlyozott, amely a magas elektrokémiai gradiens fenntartisdhoz
sziikséges. Ez a gradiens, amelyet a mitokondrium elektron transzport
lanca hoz 1étre, az energia megdrzéséhez és az ATP szintézishez
sziikséges. A kiilonbozd energia forrdsok, ugy mint glikéz, zsir, és
aminosavak oxidacidja sordn elektronok termelddnek NADH és FADH,
formdjaban. A NADH és a FADH, elektronokat ad 4t a mitokondrium
belsé membranjdban 1évo elektron transzport lancnak. Amint az elektronok
végighaladnak az elektron transzport ldncon, proton pumpdlédik a
mitokondrium matrixabdl a membran kozti térbe, ezaltal 1étrehozva a belso

membrénon keresztiil kialakul6 proton gradienst.



A proton gradiens formdjdban kialakult és megdrzott energiat az
V-6s komplex, azaz az ATP szintdz hasznélja fel, és ATP szintetizalodik.
A protonok az ATP szintdzon kivill egy mdsik mddon is vissza tudnak
jutni a mitokondrium maétrixaba, ez pedig a proton visszacsorgds. Mitchell
tedridja szerint az ATP szintézissel nem kapcsolt proton visszacsorgas
hétermelésre hasznalodik fel. Igy keriilt felfedezésre a barna zsirszovetben
taldlhaté uncoupling protein, amely nélkiilozhetetlen a hideghez valé
adaptacidban, a thermogenesisben.

A barna zsirszovetben taldlhat6 UCP1 kl6nozdssal nyert
homolégjait UCP2-nak és UCP3-nek nevezték el. Mivel az UCP2 és UCP3
pontos funkciéja még a mai napig sem teljesen tisztazott, tobb lehetséges
szerep is felmeriilt. Az egyik lehetdség, hogy az UCP2 és UCP3 csokkenti
a reaktiv oxigéngyokok képzddését. Az UCP2 masik lehetséges funkcidja

az inzulin szekrécid szabalyozdsa.

1.8 Az inzulin szekrécio folyamata

A tdpanyagok kozil a glikéz metabolizmusdbdl szarmazé
intracelluldris szigndlok képezik az inzulin szekréci6 legerdsebb
stimulusat. A gliik6z a nagy kapacitdsi glucose transporter-type 2-n
(GLUT-2) keresztiil jut be a B-sejtekbe. A gliikdz végigmegy a glikolizis, a
Krebs-ciklus és az oxidativ foszforilicié folyamatdn, amely ATP
termelddéshez vezet. Az ATP szint emelkedése miatt kialakulé ATP/ADP
hanyados hirtelen véltozédsai az ATP-szenzitiv K'-csatorna bezdréddsahoz
vezetnek. A depolarizalédé B-sejten 16vé fesziiltség-fiiggd L-tipusi Ca™'-
csatorndk kinyitnak, a citoplazmatikus szabad Ca*-koncentracié [Ca2+]i
megemelkedik, amely az inzulint tartalmazé vezikuldk exocitézisdhoz

vezet. Mindez felhivja a figyelmet arra, hogy az elektron transzport és az
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ATP szintézis szoros kapcsolata milyen jelentséggel bir a [-sejtek
mitokondriumdban, hiszen a citoplazma ATP/ADP hanyadosa a kdzponti

szigndlja a gliik6z stimulalt inzulin szekrécidnak.

1.9 Fiziolégias valtozasok éhezés soran

Az evolucid sordn az éldlényeknek alkalmazkodniuk kellett a
folyamatosan véltozé taplalékelldtdshoz. Az éhezésre adott vdlasz szoros
hormondlis kontroll alatt 4ll, amelynek kézpontjdban az inzulin hatdsdnak
gétlédsa 4ll. Ilyenkor ugyanis a szénhidraton alapul6 energiaelldtdsrdl 4t kell
véltani az elsdsorban zsir oxid4ciébdl szarmazé ellatasra.

Ehezéskor a zsirszovetben tdrolt trigliceridek szabad zsirsavakka
hidrolizdlédnak, majd a keringésbe keriilnek, hogy mds szdveteket
lassanak el energidval. Az egyik triglicerid hidrolizisben szerepld enzim a
hormon-szenzitiv lipdz (HSL). Az HSL egyik f6 szabdlyzdja az inzulin,
amely gatolja az HSL-t. Koriilbelil 24 6ras éhezést kovetden
megemelkedik a szérum szabad zsirsav szintje, amely a lipolizis
aktivalodasat jelzi. A keringésbol a mdjba felvett szabad zsirsavak a
mdjsejtekben felhalmozddnak, és a mitokondriumban acetyl-CoA-va
oxiddlédnak (B-oxidacid). Az acetyl-CoA nagy része ketontest (f3-
hidroxibutirat, aceton, acetoacetdt) képzOdésre hasznalédik fel, vagy a
legtobb szovethez hasonléan az acetyl-CoA belép a Krebs-ciklusba, és

ATP képzddik beldle.
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1.10 Az UCP2 szerepe a B-sejtekben és éhezéskor

Az el6z0 pontban leirtaknak megfeleléen a B-sejtekben az ATP
szint emelkedésének kiemelt szerepe van az inzulin szekréciéban. Az
UCP2 protoncsorgés révén csokkenti a proton gradienst, ezaltal az ATP
szintézist, végiil az alacsonyabb ATP szint csokkent inzulin szekréciéhoz
vezet. Mindezekbdl kovetkezik az UCP2 negativ hatdsa a gliik6z stimuléalt
inzulin szekréciéra. Meggy6zd bizonyitékaul szolgdltak ennek a
feltételezésnek az UCP2 knockout egereken végzett kisérletek. Az ucp2-/-
egerek szérumdnak inzulin koncentricidja magasabb, mig a szérum gliik6z
szintje alacsonyabb volt, valamint ezek az egerek in vivo a vércukor szint
emelkedésre tobb inzulint szekretilnak. A B-sejtekben az UCP2
mitkddésének egyik lehetséges szabdlyozdja a zsirsav oxid4cid, ugyanis a
zsirsavak  B-oxiddcigja sordn  fokozottan  termelddnek — reaktiv
oxigéngyokok, amelyek aktivdljadk az UCP2-t. Ezek alapjan az az
elképzelés alakult ki, hogy a fokozott UCP2 expresszid a B-sejtek funkcid
zavardhoz és 2-es tipust diabetes mellitus kialakuldsahoz vezethet.

Az UCP2 aktivitas fontos szerepet jatszhat a B-sejtek folyamatosan
valtoz6 taplalék ellatasra adott fiziol6gids valaszanak koordindldsdban. Az
UCP2 szerepe jelentds lehet az inzulin szekrécié gatlasdban, mikor a
vércukor szintje alacsony, amely megel6zi a hypoglycaemia kialakuldsat
éhezéskor. Az egyensily fenntartdsahoz finom szabalyozdsra van sziikség,
amely valdszintileg az UCP2 rendkiviil rovid, 30 percnyi féléletidejének

koszonheto.
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II. CELKITUZESEK

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

Mivel az LDL terdpids célértéket napi 20 mg-os atorvastatin
doézissal a betegek nagy részében el tudjuk érni, mi elsdsorban arra voltunk
kivancsiak hogyan véltozik a HDL szintje ugyanezen atorvastatin dozis
hatdsdra. Az atheroszkler6zis elleni védelemben a HDL szintje mellett
kiemelt jelentdsége van a HDL mindségének, amely a HDL antiatherogén
aktivitdsaért felel. A HDL funkcidjat és minOségét elsdsorban a HDL-hez
kapcsol6dé enzimek és proteinek hatdrozzak meg, ezért az apo A-I szintje
mellett arra is kivdncsiak voltunk hogyan vitozik a HDL remodellingben
szerepld LCAT és CETP aktivitdsa és funkcidja 20 mg-os atorvastatin
kezelés hatdsdra. VéEgiil célunk volt még, hogy megvizsgdljuk az
atorvastatin hatdsat a szérum paraoxondz-1 koncentricidra és aktivitdsra,

amelyet az atorvastatin a HDL remodellingben szerepet jitsz6 enzimek

aktivitasdra hatva befolydsolhat.

2.2 Az UCP2 hatasa a zsiranyagcserére éhezéskor

Korabbi vizsgalatok arra hivtak fel a figyelmet, hogy az UCP2 a B-
sejtekben szerepet jatszhat azok karosodott inzulin szekrécidjdban és
ezaltal a 2-es tipusu diabetes kialakuldsdban. Jelen munkdmban azt az
elképzelést vizsgaltuk, hogy éhezéskor a B-sejtekben megemelkedé UCP2
a glikéz stimuldlt inzulin szekrécié csokkentésére irdnyuld fizioldgids
vdlasz, amely ezdltal serkenti a periférids lipolizist és a mdj lipid

felhasznaldsat, azaz az UCP2 inzulin szekrécidt befolydsolé hatdsa
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sziikséges ahhoz, hogy éhezés hatdsara 1étrejojjon a szénhidrat oxidaciordl
a zsirsav oxiddciéra torténd valtds. Az elképzelésiinket ucp2” és vad
tipusd egereken vizsgaltuk, és kivancsiak voltunk arra, hogy az UCP2
hidnya 24 és 72 6rds éhezés hatdsara milyen valtozdsokat idéz eld a

zsiranyagcserében.
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III. MODSZEREK

3.1 Betegek

Az atorvastatin kezelés hatdsat 33 II. a és II. b tipusd 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 gyégyszer
kitiritd periddust kovetden keriiltek a vizsgélatba bevondsra. Ez alatt az
NCEP Stepl-es diétajat kellett tartaniuk, amely szerint a napi koleszterin
bevitelnek 300 mg-nidl kevesebbnek kellett lennie, és a zsiradékbodl
szdrmazd energia a napi kaldria bevitel 30%-at nem haladhatta meg, és
ennek <10%-a lehetett telitett zsir. Ezt kdovetéen 3 hénapig napi 20 mg
atorvastatin kezelésben részesiiltek a betegek a standard diéta mellett.

A betegek mds gyogyszeres kezelésben nem részesiiltek, és nem
volt més definitiv betegségiik. A vizsgalatba 21 és 70 éves kor kozotti,
kordbban nem kezelt II. a és II. b tipusd hyperlipidémids betegek keriiltek
bevélasztdsra. A II. a és II. b tipusi hyperlipidémia diagnosztikai
kritériuma volt: LDL koleszterin > 4.2 mmol/l + triglicerid > 2.2 mmol/I.
A betegek vizsgalatba torténd bevalasztdsakor kizaré kritérium volt: a
diabetes mellitus, a hypertensio, korondria betegség, myocardialis
infarctus, madjbetegség, az epekovesség, dohdnyzds, alkoholizmus,
antikoaguldns vagy kortikoszteroid vagy kordbbi lipid csokkentd kezelés,
malignus alapbetegség, microalbuminuria, terhesség, szoptatds és 130
umol/L feletti szérum kreatinin szint.

A vizsgédlatot a DE OEC etikai bizottsdga engedélyezte, a betegek

felvildgositas utdn frdsos beleegyezésiiket adtdk a vizsgélatba.
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3.2 Lipid paraméterek meghatarozasa

A vérmintdk (5 ml vénas vér) levétele legalabb 12 6ra éhezés utdn
tortént. A kezelés megkezdése elétt, 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 meghatdrozdsok a DE OEC KBMPI-ben Cobas Integra 700
Analyser (Roche, Basel, Svdjc) késziiléken validalt analitikai
modszerekkel torténtek. Az LDL koleszterin értékét a Friedewald egyenlet
segitségével, indirekt médon hatdroztuk meg (4,5 mmol/L triglicerid szint
alatt). Az apolipoproteinek vizsgdlata immun-nephelometrids mddszerrel
tortént (Orion Diagnostica kit).

Az ox-LDL-t szendvics ELISA mdédszerrel mértiik. A mérés sordn
az ox-LDL ellenes antitestet hatiroztuk meg Wak-Chem-Med (Berlin,
Németorszag) kittel. A plazmdban 1évé ox-LDL az inkubéci6 soran reagal
az egérben termeltetett, monoklondlis, ox-LDL ellenes antitesttel. A szilard
fazishoz kotott ox-LDL-t peroxiddzzal konjugalt, apolipoprotein B ellenes
antitest ismeri fel. A kotott konjugdtumot tetrametil benzidin reakcidval
detektaljuk, és spektrofotometridsan mérjiik. Az intra- €s inter-assay

koefficiens 5.4% és 8.3 volt.

3.3 Az LCAT aktivitas meghatarozasa

Az LCAT aktivitdst kereskedelmi forgalomban 1évd Kkittel
hatdroztuk meg (Roar Biomedical Inc.). A plazmit a fluoreszcens
szubsztrattal inkubdltuk, majd az intakt szubsztrat fluoreszcens intenzitdsit

470nm-en Hitachi F-4500 Fluorescence Spectrophotometer-rel mértiik
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meg. Az LCAT aktivitast a 470 nm-en és 390 nm-en mért emisszid
intezitdsdnak valtozasabol szamoltuk ki. Az intra- és inter-asay koefficiens

<5 % volt.

34 A CETP aktivitas meghatarozasa

A CETP aktivitdst szintén egy kittel] mértiink (Roar Biomedical
Inc.). A kit donor (szintetikus foszfolipid és koleszterin észter) és akceptor
(VLDL) partikulét tartalmaz. A méréshez haszndlt puffert 150 mM NaCl,
10 mM Tris és 2 mM EDTA felhasznalasaval allitottuk 6ssze, a pH-jat 7,4-
re allitottuk be. 6 ul plazmat 20 pl donor és akceptor eleggyel és 1000 pl
pufferrel kevertiik 6ssze. A CETP 4ltal mediélt koleszetrin észter transzfert
a donorrél az akceptor molekuldra a fluoreszcens koleszterin-linoleat
fluoreszcencia  novekedésébdl hatdroztuk meg Hitachi F-4500
Fluorescence Spectrophotometer segitségével. Az excitacié 465 nm-en, az

emisszid 535 nm-en tortént. Az intra- és inter-assay koefficiens <3 % volt.

3.5 A paraoxonaz aktivitas és koncentracio meghatarozasa

A szérum paraoxoniz aktivitas meghatarozasa
spektrofotometridsan  tortént paraoxon szubsztrit (O,O-dietil-O-p-
nitrofenilfoszfat; Sigma) felhasznaldsaval. 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 hatdsdra paraoxonbdl képz6do
4-nitrofenol keletkezésének sebességét 412 nm-en és 25°C-on hatdroztuk
meg Hewlett-Packard 8453 UV-Visible spektrofotométerrel. Az enzim
aktivitast a moldris extinkciés koefficiens (17100 M cm™) segitségével

szdmoltuk ki. A paraoxondz aktivitds 1 unitja megfelel percenként 1 nmol
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4-nitrofenol keletkezésének. A PON/HDL ardnyt igy szamoltuk ki, hogy a
PON aktivitast elosztottuk a HDL-koleszterin koncentracidjaval.

A szérum PON koncentricidjat ELISA-val hatdroztuk meg
(WAK-Chemie Medical GmbH). A szérum Koncentracidt tisztitott
paraoxonaz segitségével készitett standard gorbével hatdroztuk meg. Az
mérés egyenes szakasza 0.17 és 1.36 pg PON/ml koz€ esett. Az intra-assay
koefficiens 3.2 % volt.

A PON specifikus aktivitdst ugy szdmoltuk ki, hogy a PON
aktivitast elosztottuk a PON koncentriciéval, és nmol min"' pg'-ben

fejeztiik ki.

3.6 Az allatok kezelése

Az ucp2 génre heterozigéta (ucp2*") egereket Dr. Bradford B.
Lowelltdl (Harvard Medical School, Boston, MA) kaptuk. Az ucp2
knockout (ucp2™) egereket a heterozigéta egerek keresztezésével nyertiik.

A kisérletiinkhdz 12-14 hetes him ucp2-t nem expresszalé (ucp2™)
egereket valamint vad tipusu tarsaikat hasznaltuk. Az éllatokat 24 vagy 72
oran at éheztettiik, mig a kontroll csoportba tartozd egerek korlatlanul
fogyaszthattdk a hagyomdnyos egér eledelt. Az dllatok mindkét csoportban
korlatlan mennyiségli vizet ihattak. A 24 vagy 72 6rds éheztetés utdn az
egereket leoltiik. A testsilyukat megmértiik, a vércukor szinteket a farok
véndbdl nyert vérbdl meghataroztuk. Tovabbi biokémiai vizsgilatokhoz
sziv punkcidval nyertiink vért. Az egerek mijat €s az epididymis koriili
zsirszovetét eltdvolitottuk, sdlyukat megmértiik, végiil vagy folyékony
nitrogénben azonnal lefagyasztottuk vagy szdvettani vizsgélatra készitettiik
eld. Az éllatokon végzett Osszes kisérletet a Rhode Island Hospital etikai

bizottsdga jovahagyta.
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3.7 Biokémiai mérések

A nem észterifikalt zsirsav (Wako, Richmond, VA), a triglicerid és
a  P-hidroxibutirdt (Stanbio, Boerne, TX) plazma szintjének
meghatarozasahoz kereskedelmi forgalomban 1évd kitet haszndltunk. A
plazma inzulin szintjét ELISA-val mértiikk meg (Linco, St. Charles, MO).
A teljes mdj szovet lipid tartalmdt kloroform-metanol-os extrakcidval
hatdroztuk meg. A kovetkezd egyenlet alapjan szdmoltuk ki a teljes lipid
tartalmat: (a lipid sdlya az adott alikvotban x a kloroform réteg

térfogata)/alikvot térfogata.

3.8 Szovettani vizsgalatok

A mijak szoOvettani vizsgélatra szdnt darabjat Tissue-Tek
mediumba (Sakura, Torrance, CA) d&gyaztuk be, majd abban
lefagyasztottuk. A metszetek elkészitéséhez bedgyazott mdj szdvetekbdl 4
pm vastagsagud szekcidk késziiltek. A mdjban torténd lipid akkumulécid
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 rogzitettiik Image Pro Plus 5.1 szoftver
segitségével (MediaCybernetics, Silver Spring, MD), hogy ki tudjuk
szdmolni azt, hogy a teriilet hany szdzaléka festddott pozitivan Oil red O-
val. Az alland6 optikai koriilményeket az egész morfoldgiai vizsgalat alatt

megtartottuk.

3.9 Western blot
A méjdarabokat az aldbbi pufferben emésztettiik meg: 50 mM

HEPES (pH 7.5), 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2.5 mM EGTA, 1 mM
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DTT, 0.1 % Tween-20, 10 % glycerol, 0.1 mM Na-ortovanadat, 1 mM
NaF, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 5 pg/ml apoprotinin, és 1 mM B-
glicerofoszfat. A kapott lizditumok fehérjekoncentriciéjait BCA Protein
Assay Reagent Kit-tel (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) mértiik meg.
Az azonos mennyiségben betoltott fehérjéket 10%-os SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel  vdlasztottuk szét, majd PVDF membrinra
(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 poliklondlis nyul
antitestekkel kezeltilk. Mdsodlagos antitestként szamdrban termeltetett,
tormaperoxiddzzal jelolt antitestet (Santa Cruz) hasznaltunk. A blotokat
kemilumineszcencids (ECL, PerkinElmer) mddszerrel hivtuk eld. Az

egyenletes toltést B-actinnal igazoltuk.

3.10  Real-time PCR

Az RNS-t TRIzol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA) vontuk ki
a folyékony nitrogénben lefagyasztott mdj mintakbdl. Ezutan kovetkezett a
reverz transzkripcid a first-strand cDNA synthesis kit-tel (Roche). A PCR-
okat iCycler iQ Multi-Color Real Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Hercules, CA) és SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA) segitségével végeztiik. Referencia génként aTATA box-
binding proteint (TBP) hasznéltuk. A teljes hosszisidgi egér TBP gént
(957 bazispar) amplifikéltuk, és pCR2.1 vektorba klénoztuk, majd ebbdl
higitdsi sort készitettiink, amely a standard gorbe feléllitdsdhoz volt

sziikséges. A mintdk 5 ng RNS-nek megfeleld6 mennyiségli cDNS-ét
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hasznéltuk templatként a gén specifikus primerekkel. Minden egyes mintat
a sajait TBP mRNS tartalmira normalizaltuk. Az adatokat az etetett

kontrolhoz hasonlitott relativ bdségben adtuk meg.

3.11 Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez az SAS for Windows 6.11 szamit6gépes
programot haszndltuk. Eredményeink bemutatisihoz leiré analizist (4tlag
+ standard deviacid), értékeléséhez pedig pdrositott Student’s t-probat
hasznéltunk. Az eredmények eloszldsdnak normalitdsit Kolmogorov-
Smirnov teszttel ellendriztik. A nem normdlis eloszldsu paramétereket
logaritmusosan 4talakitottuk, hogy kijavitsuk a torzuldsokat. A p<0,05
valdszinliséget tekintettiik a szignifikancia szintjének.

Az egereken végzett kisérletek eredményeit A4tlagértékként és
annak kozepes hibdjaként (atlag + SEM) adtuk meg. Az adatok statisztikai
Osszehasonlitdsdt nem pdrositott Student’s ¢-probdval, az Osszetett
Osszehasonlitisokat ANOVA segitségével végeztilk. Az Osszefiiggéseket
Fisher-féle valészintiségszamitassal, Mann-Whitney-féle U-teszttel, és
binomidlis szdmitdssal vizsgdltuk. A p<0.05 értéket tekintettiik

szignifikdnsnak.
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IV. EREDMENYEK

4.1 A lipid paraméterek, LCAT, CETP és paraoxonaz-1
aktivitasok valtozasai

Vizsgalataink sordn el6szor a lipid paraméterek valtozdsaira
voltunk kivancsiak atorvastatin kezelést kovetden. Megallapithatjuk, hogy
eredményeink szerint az atorvastatin kedvezd hatdst fejtett ki a lipid
paraméterekre.

A kiinduldsi 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-r6l 1,20 £ 0,31 mmol/l-re; p<0,001) szintjét szignifikdnsan
csokkentette. Emellett szignifikdns csokkenést taldltunk az LDL
koleszterin (4,39 + 0,50-r61 2,65 = 0,54 mmol/l-re; p<0,001) és az LDL {6
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-r6l
1,43 £+ 0,31 mmol/l-re) és a HDL 6 apolipoproteinje, az apo A-I (1,649 +
0,24-r61 1,647 £ 0,21 g/l-re) szintjét szignifikansan nem véltoztatta meg.

Az oxidalt LDL véltozdsat is vizsgaltuk a kezelést kovetden, és
szignifikdns csokkenést taldltunk (60,49 + 15,94-r6l 32,65 + 9,43 U/l-re;
p<0,001).

Mivel a HDL atheroszklerézis ellen védd hatdsa nem csak a HDL
plazma koncentraci6jatél, hanem a HDL funkciéjatdl is fiigg, kivancsiak
voltunk arra, hogy ez utébbi hogyan véltozik atorvastatin kezelés hatdsara.
A HDL egyik antiatherogén funkciéja a HDL antioxid4ns hatdsa, amely

részben a HDL-en 1évd paraoxondznak koszonhetd, ezért az is érdekelt
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minket, hogy milyen hatdssal van az atorvastatin kezelés a paraoxondzra.
Az atorvastatin kezelés kedvezden hatott a HDL-hez kotott paraoxondz-1
aktivitdsdra is, ami szignifikdnsan emelkedett (120,43 + 84,12-r61 145,93 £
102,26 U/l; p<0,001), ugyanakkor a paraoxondz-1 koncentricié nem
véaltozott szignifikdnsan (45.4 + 2.8-r6l 46.8 = 3.1 pg/ml-re). A
paraoxondz-1 aktivitdsdbdl és koncentricidjdbol szdmitott paraoxondz-1
specifikus aktivitds szignifikdnsan emelkedett atorvastatin kezelést
kovetéen (2.65 + 0.4-r61 3.11 + 0.35 nmol min"' pg'-re; p<0.01).
Kivéancsiak voltunk arra is, hogy ennek megfelelden hogyan mdédosult a
PON/HDL ardny, és azt taldltuk, hogy szignifikdnsan emelkedett (84 +
57,9-r61 109,83 £ 80,43-ra; p<0.01).

Végiil tanulmédnyunk céljit képezte még a HDL remodelling két
kulcsenzimének aktivitds véltozasdnak vizsgalata is. Az atorvastatin
kezelés hatdsara az LCAT aktivitds szignifikdns novekedést (36,78 +
18,31-r61 44,76 + 17,43 nmol/ml/h-ra; p<0,05), mig a CETP aktivits
(151,29 + 11,35-r681 143,59 + 9,40 pmol/ml/h-ra; p<0,001) szignifikdns
csokkenést mutatott. Jelenleg elfogadott dllaspont szerint mind az LCAT
aktivitds emelkedés, mind a CETP aktivitds csokkenés antiatherogénnek
tekinthetd, amely vaéltozdsok hozzdjarulnak az atorvastatin kedvezd,
atheroszklerézis ellenes hatdsdhoz. Ez arra utalhat, hogy az atorvastatin
nem csak a sztatin csalddra jellemzé LDL koleszterin csokkentés révén,
hanem egyéb hatdsokkal is hozzdjarul az atheroszkler6zis elleni

védelemhez.
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4.2 A biokémiai markerek valtozasai éheztetést kovetéen

Az ucp2” és vad tipusi egereket 72 6rdn 4t éheztettiik, hogy
vizsgilhassuk az UCP2 hidnydnak a hatdsit az éheztetésre adott
metabolikus valaszra.

Megfigyeléseink szerint az etetett ucp2” egerekben a szérum
inzulin szintje hdromszor magasabb volt a vad tipusi egerekhez képest. A
szérum inzulin szintje magasabb maradt az wucp2” egerekben 24 6ris
éheztetést kovetden, ugyanakkor ez a kiilonbség eltlint a 72 6rdn at tartd
éheztetéskor.

Annak ellenére, hogy a kezdeti vércukor szint és az éheztetést
kovetd hypoglycaemia szignifikinsan nem kiilonbozott az ucp2” és a vad
tipusi egerekben, 72 6ras éheztetés utan az ucp2” egerek vércukor szintje
alacsonyabb volt a vad tipusu kontrol egerekhez képest.

24 6rés éhezést kovetden a szérum zsirsav szintje emelkedett a vad
tipusi egerekben, mig az wucp2” egerekben ezen emelkedés csak
kismértékii volt. Ez a kiilonbség még szembetiindbb volt 72 6rds éheztetést
kovetden, amikor az ucp2” egerek zsirsav szintje az éheztetés el6tti érték
ala esett. 24 6ras éheztetést kdvetden a foszforilalt HSL szint jelentdsen
emelkedett a vad tipusu egerekben, amely az inzulin altal kifejtett gatlas
hidnyéra utal, mig az ucp2” egerekben az HSL viltozdsa csak kismértékii
volt. Ebbdl kovetkezik, hogy az éheztetés hatdsara kialakul6 lipolizis
csokkent az ucp2” egerekben. Genotipustdl fiiggetleniil a 72 6ras éheztetés
olyan nagymértékii lipolizissel jart, hogy a legtdbb dllatban az epidydimis
koriili zsirparna eltiinéséhez vezetett, amely az HSL aktivacié vizsgdlatat
lehetetlenné tette az éheztetés ezen extrém fazisdban. A szérum triglicerid

szintje fokozatosan csokkent a vad tipusi egerekben az éheztetés
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elérehaladtaval. Ezzel szemben az ucp2” egerekben ez a csokkenés késSbb
kovetkezett be hasonléan a zsirsav szintjének valtozdsdhoz. 72 Orés
éheztetést kovetden az ucp2” és vad tipusi egerek szérum triglicerid
szintje egyformdn alacsony volt, amelynek magyarazatdul a periférids
zsirraktarak eltlinése szolgdl. Ezutdn az éhezés 4ltal kivaltott ketogenezis
mértékének meghatirozasahoz a f-OHB szintjét mértiikk meg. Mig a vad
tipusu egerek folyamatosan emelkedé B-OHB szinttel reagéltak az

éheztetésre, addig az ucp2” egerek képtelenek voltak hasonlé valaszra.

4.3 Hepatikus szteatozis

24 6rés éheztetést kovetden a teljes szovet zsir extrakcid és Oil red
O festés csokkent zsir felhalmozédast mutatott az ucp2” egerek majaban.
Meglepd médon viszont a 72 6rds éheztetés utdn a szteatdzis sulyosabbd
valt az ucp2” egerekben, mig a vad tipusi egerek lényeges javuldst
mutattak. Az ucp2” egerek méjanak fokozott zsir felhalmozédasat az
emelkedett mdj suly és testsuly hdnyados is jelezte 72 6rds éheztetést

kovetoen.

4.4 A zsiranyagcsere szabalyozasaban szerepet jatszo
molekulak expressziojanak valtozasa a majban

A mitokondrium zsirsav felvételének sebesség meghatarozd
enzime, a karnitin palmitoyltranszferdiz 1 (CPT 1) gén expresszidja
éheztetés hatdsdra fokozatosan emelkedett a vad tipusd egerekben, mig
nem viltozott az ucp2” egerekben. Hasonléan alakult a gén expresszié a
kozepes lanc-specifikus acyl-CoA dehidrogendz (MCAD), a mitokondrium

B-oxidacié kulcsenzimének esetében is.

24



Ehezéskor a zsirsav oxiddcié maésodlagos ttvonalakon is
bekovetkezhet. Ezért az acyl-CoA oxiddz (AOX) (peroxiszomdlis [-
oxidacid) és a citokrom P-450 2E1 (CYP2E1) (mikroszomalis w-oxidacid)
expresszidjat is vizsgaltuk. Mindkét gén expresszidja alacsonyabb volt az
éheztetett ucp2” egerekben. A mitokondridlis p-hydroxy-p-methylglutaryl-
CoA szintdznak, a ketogenezis kulcsfontossdgi enzimének gén
expresszidja jelentdsen emelkedett az éhezés sordn a vad tipusu egerekben,
viszont nem vatozott az ucp2” egerekben.

A mikroszémadlis triglicerid transzfer protein (MTTP), a
méjsejtekbél VLDL-t exportdlé protein gén expresszidja fokozatosan
csokkent az ucp2” egerekben.

Megmértiikk az acetyl-CoA karboxildz (ACC), a zsirsav szintdz
(FAS) és a stearoyl-CoA deszaturdz (SCD) mRNS szintjét. Az éheztetés
hatdsara mind a harom enzim gén expresszidja jelentdsen csokkent mind a
vad tipusi és az ucp2” egerekben, de az utébbiakban a mRNS szint
csokkenése sokkal kifejezettebb volt. Ugy tinik, hogy a mi
allatmodelliinkben az UCP2 hidnydnak hatdsa elsGsorban a zsir lebontas
zavardban nyilvanul meg.

A méj PPAR-a és PPAR-y szintje a mdjban emelkedett 24 6ras
éheztetést kovetden a vad tipusu egerekben, mig ez a vélasz gyengébb volt
az ucp2” egerekben. A virtnak megfelelden a médj SREBP-1 szintje
csokkent a vad tipusd egerekben 24 6rds €heztetést kovetden, viszont nem
valtozott az ucp2” egerekben. Ugyanakkor 72 éras éhezés utdn mind a vad
tipust, mind az ucp2” egerekben a PPAR-0, a PPAR-y és a SREBP-1
szintje egyformdn alacsony volt, ami az anyagcsere folyamatok
szabdlyozédsdnak 4ltaldnos diszfunkcidjdra utal az éheztetés ezen extrém

fazisaban.
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V. MEGBESZELES

A kordbbi primer prevencids tanulmianyok koziil elszor a
Helsinki Heart Study hivta fel a figyelmet arra, hogy a HDL szint 15%-o0s
novekedése jelentds szereppel birhat a kardiovaszkuldris események
csokkenésében. Ezt kovetden tobb tanulminy metaanalizise alapjan azt
mutattdk ki, hogy 1%-os HDL emelkedés noknél 3%-kal, férfiaknal 2%-
kal csokkenti a kardiovaszkuldris események rizik6jat. Ezek a
tanulmédnyok azt bizonyitottdk, hogy mind a primer, mind a szekunder
prevenciéban a HDL szint emelkedés a klinikai végpontokat kedvezden
befolyésolja. Ez azt mutatja, hogy a lipid csokkentOk alkalmazdsinal az
0ssz koleszterin és az LDL koleszterin csokkentd hatdson kiviil figyelembe
kell venni azok HDL-re gyakorolt hatdsit is.

A GREACE tanulmany azt mutatta, hogy az atorvastatin 20 mg-os
dézisban torténd alkalmazdsa a primer és a szekunder prevencidban
elégséges lehet a betegek nagy részénél a terdpias célértékek eléréséhez.
Jelen vizsgalatunkban a betegek 92%-a érte el a terdpids LDL koleszterin
értéket.

Az LDL-n kivil azonban fontos az atherosclerosis
progresszidjanak megitélése szempontjabdl a HDL-re gyakorolt hatés is.
Vizsgalatunkban a HDL és a HDL f6 apolipoproteinje, az apo A-I nem
véltozott szignifikdnsan. A HDL atheroszkler6zis kialakuldsdval szemben
védd hatdsa nemcsak a HDL mennyiségétdl, hanem az &sszetételétdl is
fligg, amelyet a HDL remodellingben szerepet jatszé enzimek aktivitdsa
befolyasol.

A korabbi irodalmi adatokbdl jol ismert, hogy az LCAT

novekedése a HDL emelését hozza létre, mig a CETP szintje inverz

26



kapcsolatban 4ll a HDL szinttel. Jelen vizsgdlatunkban 20 mg atorvastatin
alkalmazdsa mellett szignifikdnsan, 5%-kal csokkent a CETP aktivitdsa.

Ezen kiviil a HDL szintet és remodellinget jelentds mértékben
meghataroz6 LCAT szignifikdns, 21,7%-os aktivitds emelkedését is
észleltiik. Ezen vizsgélatunk az egyike az els6 tanulmdnyoknak, amelyek
az atorvastatin LCAT aktivitdsra gyakorolt hatdsat vizsgélja. Annak
ellenére, hogy a jelen munkdnkban nem taldltunk szignifikdns véltozést az
apo A-I szintjében, kordbban madr leirtdk, hogy az atorvastatin hatisira
emelkedik az apo A-I plazma szintje, amely valdszinlileg az tdjonnan
képzddott, apo A-I-et tartalmazé HDL partikula emelkedésébdl szarmazik.
Mivel ezen ujonnan képzodott HDL részecskék medidljadk a reverz
koleszterin transzportot, ezaltal a HDL ndvekvd szabad koleszterin
tartalma fokozza az LCAT aktivitasat, ugyanis az LCAT folyamatosan
alakitja 4t a szabad koleszterint koleszterin észterré.

Erdekes az, hogy az LCAT aktivitdis emelkedés és a CETP
aktivitas csokkenés is HDL emel6 hatassal bir, ennek ellenére a
vizsgélatunk sordn szignifikdnsan nem emelkedett a HDL szint. A HDL
mennyiségi valtozasan kiviil fontos lehet annak mindségi valtozasa, melyet
az elébb emlitett enzim és fehérje jelentds mértékben befolydsolhat. A
mindségi valtozds hatdssal lehet a HDL antiatherogén funkcidira, igy az
endothelre gyakorolt direkt hatdsara, a reverz koleszterin transzportra és az
antioxiddns hatdsra. Az antioxiddns hatds kivéltdsaban jelentds szerepet
jatszik a HDL-hez kotott paraoxondz, mely gitolja az LDL oxidacidjat
azdltal, hogy az oxidéalt foszfolipideket hidrolizalja. Ezen enzim aktivitds
véaltozdsa az egyik korai markere is lehet a remodellingben résztvevd
LCAT és CETP HDL-re gyakorolt hatdsdnak. Korabbi vizsgédlatunk sordn

azt taldltuk, hogy az atorvastatin fokozta a paraoxondz aktivitdsat, jelen
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vizsgdlatunk a kordbbi vizsgilatunkat megerdsiti. Szignifikdnsan nétt a
paraoxondz aktivitds 20 mg atorvastatin kezelés mellett. Részben ez is
hozzajarulhatott ahhoz, hogy szignifikdnsan csokkent az oxiddlt LDL
ardnya az atorvastatin kezelés utdn. A csokkent oxidalt LDL szintet az is
magyardzhatja, hogy a sztatinok elsédlegesen a mdj intracelluldris
koleszterin szintézisét gatoljdk, igy a csokkend intracelluldris koleszterin
tartalom hatdsdra fokozddik a mdj LDL receptorainak expresszidja. Az
atorvastatin hatdsara nagymértékben csokkent keringd LDL partikulum
szdm miatt az LDL-nek kisebb az esélye az oxid4cidéra, hiszen kisebb
szdmban van jelen a plazmdban.

Osszefoglalasképp elmondhatjuk, hogy a vizsgélati eredményiink
arra hivja fel a figyelmet, hogy az atorvastatin nemcsak csokkenti az LDL
szintjét, hanem emeli az antioxiddns enzim, a paraoxondz aktivitisat,
amely hatdsok egyiitt az atheroszklerézis kialakuldsdban fontos szerepet
jatsz6 oxidalt LDL szintjének jelentds csokkenéséhez vezetnek.

A lipid anyagcsere zavara é€s a korai atheroszklerézis egyéb
betegségekhez tarsulva, mdsodlagosan is kialakulhat. Erre az egyik
legismertebb példa a diabetes mellitus és a hozzd tarsulé szovédmény, a
diabeteses dyslipidemia. A diabeteses dyslipidemia kovetkeztében
kialakul6 korai atheroszkler6zis jelentdségét hangsulyozza, hogy az NCEP
meglévdé korondria betegséggel egyenrangu rizikdéként kezeli a diabetes
mellitust. A diabetes egyre tobb embert érint napjainkban.

Egyik elképzelés szerint az obezitds és a diabetes ilyen
nagymértékli terjedésének hatterében a kornyezeti véltozdshoz vald
adaptacié hibdja 4ll, hiszen a vaddsz4-gylijtogetd Oseink esetében a
hatékony energiatirolds céljabol kialakult takarékos jelleg nem képes

1épést tartani a napjaink bOséges, folyamatos élelmiszer elldtdsdval és az
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iil6 életmdéddal. Ebben a folyamatban szerepet jatszé molekuldk
azonositasat teheti lehetévé, ha jobban megértjiikk, hogyan zajlik az
éhezésre adott metabolikus valasz szabdlyozdsa fiziol6gids koriilmények
kozott.

Jelen munkdmban igazolddott, hogy egerekben az UCP2
befolydssal van az éhezés hatdsdra a zsiranyagcserében bekovetkezd
véltozadsokra, ugyanis az UCP2 hianyaban zavart a m4j komplex biokémiai
valasza, amely magidba foglalja a zsirsavak hatékony lebontdsat,
atalakitasét és djra eloszlasat.

A zsirsav oxiddcioban kisebb szerepet betoltd peroxiszomalis f-
oxidaci6 és mikroszémdlis m-oxidacié jelentdssé valik karosodott
mitokondridlis B-oxidacié esetén, vagy amikor nagyobb mennyiségben
szallitédik zsirsav a mdjba, mint példaul éhezéskor. Az UCP2 hidnydban a
mitokondrium elégtelen B-oxidacidés kapacitisa elméletileg a zsirsav
lebontast atterelheti a peroxiszomdba és a mikroszémdba, viszont erre
utal6 jelet nem taldltunk az éheztetett ucp2” egerekben.

Az éhezés hatdsa a lipid anyagcserét szabdlyozd transzkripcids
faktorokra jol ismert. A periférids lipolizis és a mdjba torténd fokozott
zsirsav szallitds eredményeként az éheztetés fokozza a mdj PPAR-a és
PPAR-y expresszidjat. Vizsgélataink sordn a vad tipusud egerekben 24 6ras
éheztetést kovetéen a mdj PPAR-a és PPAR-y expresszidja emelkedett,
mig ez a vilasz kdrosodott volt az wucp2” egerek mdjiban. Az
allatmodelliinkben az éheztetés hatdsira létrejott valtozds a SREBP-1c
expresszidjdban nem korreldlt a szteatézis mértékével. A vad tipusd
egerekben a 24 6ras éhezés a mdj csokkent SREBP-1c szintjéhez vezetett,
viszont az ucp2” egerekben viltozatlan maradt, mig az éhezés alatt a

szteatozisban bekoOvetkezett valtozasok ellentétes modon alakultak a két
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allatcsoportban. Egyiitt véve az SREBP-1c altal befolydsolt ACC-a, FAS
és SCD-1 gének SREBP-1c-hez hasonl6an disszondns expresszidjat, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az SREBP-1c kevéssé jatszik kozre az
UCP?2 hidnya miatt fellépd metabolikus véltozasokra az éheztetett majban.

Annak ellenére, hogy az ucp2” egerek majiban éheztetés hatdsara
kialakulé zsir akkumuldcié késobb jelenik meg, 72 6ra utdn sokkal
silyosabba vélik, amikorra viszont a vad tipusi egerekben a szteat6zis mar
helyre 4ll. Elképzelhetd, hogy az éheztetett ucp2” egerekben az elégtelen
lipolizis miatt kezdetben kevesebb zsirsav képzddik és keriil felvételre a
mijba, igy a szteatdzis mértéke kisebb lesz, és a zsirsavak kisebb hatdssal
lesznek az anyagcsere szabédlyozdsra. Amikor az éhezés tovabb folytatédik,
a szteatézis gyorsan helyre 4ll, amint a mdjsejtek az elégtelen gliik6z
ellatds miatt a zsirsavakat haszndljdk fel energiatermelés céljabol. Ezzel
ellentétben az ucp2” egerek késleltetett szteatdzisaért tigy tiinik, hogy a
m4j karosodott zsir felhasznalasa felel.

Az inzulin kulcsfontossagu szerepet jatszik a periférids lipolizis és
a mij zsir lebontdsdnak gitldsaban éhezéskor. Korabbi tanulmanyokbdl jol
ismert, hogy az ucp2” egerekben a gliikéz stimuldlt inzulin szekrécié
fokozottabb és hyperinzulinaemia alakul ki a B-sejtek mddosult gliikéz
érzékelése miatt. A jelen vizsgdlatban a rezidudlis szé€rum inzulin szint
magasabb marad az ucp2” egerekben még a 24 6rés éheztetést kovetden is,
mely arra utal, hogy a p-sejtekben az UCP2 hidnya a mjj
zsiranyagcseréjének éhezésre adott vélaszat karositja. Ez az eredmény
alatamasztja azt a mostandban felvetett elképzelést, miszerint az UCP2-nak
evolicids szerepe van a B-sejtek gliikdz stimuldlt inzulin szekréciéjanak
csokkentésében, és arra utal, hogy az inzulin szekrécié -elégtelen

csokkentése a zsiranyagcsere éhezésre adott vilaszat megzavarja az ucp2”
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egerekben. 24 6ras éhezést kovetden az ucp2” egerek szérum inzulin
szintje hasonld a vad tipust egerek éheztetés el6tti kiinduldsi szintjéhez, és
néhdny metabolikus véltozds 72 6rds éhezés utdn a legszembetlindbb,
amikor az inzulin szintek a vad tipusd és az ucp2” egerekben mar nem
kiilonbozik. Nemrég az UCP2 ellenes antiszensz oligonukleaotiddal kezelt
egerek zsirszdvetében fokozott inzulin jeldtvitelt irtak le. Ez arra utal, hogy
az éheztetett ucp2” egerek mdjdban litott véltozdsokban a modosult
periférids inzulin hatds szerepet jatszhat.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy egerekben az UCP2 jelenléte
kedvez6 hatéssal van a zsiranyagcserében az éhezés hatdsara bekovetkezd
véaltozdsokra. Eredményeink aldtdmasztjdk azt az elképzelést, hogy az
UCP2 upregulicidja a B-sejtekben fiziologidsan fontos az éhezésre adott
vélaszban. A novekvé UCP2 szint csokkenti a B-sejtek inzulin termelését,
ezaltal fokozza a periférids lipolizist és a mdj zsir felhaszndldsat éhezéskor.
Ugyanakkor 2-es tipusi diabetesben az UCP2 allandé bdsége B-sejt
funkcidzavarahoz vezet, igy jarulva hozza az anyagcsere zavardhoz. Egyre
tobb bizonyiték tdmasztja ald azt, hogy az UCP2 gatlasa genetikai
ablicidval, antiszensz oligonukleotiddal, interferens RNS-sel, vagy a
novényi kivonattal, a genipinnel helyre Aallithatja a [-sejtek inzulin

szekretdlo képességét és javitja a 2-es tipusu diabetest.

31



VI. OSSZEFOGLALAS

A tanulmdnyunk célja az volt, hogy az atorvastatin lipid
paraméterekre, kiilonos tekintettel a HDL-re, valamint a HDL
remodellingjében szereplé LCAT és CETP aktivitdsara gyakorolt hatdsat
vizsgdljuk, és hogy ezek hogyan befolydsoljdk a HDL-hez kotott
antioxiddns enzim, a paraoxondz aktivitdsat. A vizsgdlatunkba 33 Il.a és
ILb tipusi primer hyperlipoproteinaemids beteg keriilt bevondsra. A
betegek 3 hoénapig napi 20 mg atorvastatin kezelésben részesiiltek. A
kezelés eldtt és utdn a lipid paraméterek mellett megmértiik a szérum
paraoxondz koncentracidjit és aktivitdsat, az oxLDL szintjét, valamint az
LCAT és CETP aktivitdsit. Az atorvastatin kezelés szignifikdnsan
csokkentette a koleszterin, a triglicerid, az LDL-C és az apoB szintjét, mig
nem befolyésolta a HDL és az apo A-I szintjét. A paraoxonaz specifikus
aktivitdsa, a PON/HDL hdnyados és az LCAT aktivitds szignifikdnsan
emelkedett, mig az oxLDL szintje és a CETP aktivitdsa szignifikdnsan
csokkent. Osszefoglaldsképp elmondhatjuk, hogy az atorvastatin hatassal
lehet a HDL 6sszetételére és funkcidjara, és valdsziniileg ezen keresztiil
emeli a paraoxondz aktivitisdt és csokkentheti az atheroszklerdzis
kialakulasat.

A munkdm mdsik részében az uncoupling protein-2 (UCP2) B-
sejtekben betoltott szerepét vizsgaltuk. Az UCP2 a B-sejtek ATP szintjének
befolydsoldsa révén szabdlyozza az inzulin szekréciot. Az UCP2
hidnydban az egerekben javul a gliikkéz szint szabdlyozas, mig az UCP2
fokozott expresszidja gitolja a glilkéz stimuldlt inzulin szekréciét. Ezen
megfigyelések hozzdk kapcsolatba az UCP2-t és annak meglepd evolticids

szerepét a [B-sejt funkcidzavarral 2-es tipusi diabetesben. Vizsgéalatunk
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sordn magasabb rezidudlis szérum inzulin szintet és a zsiranyagcserében
csokkent valtozast talaltunk az éheztetett ucp2” egerekben. UCP2
hidnydban éhezéskor kezdetben periféridas lipolizis és hepatikus zsir
akkumuldcié jon létre a vartnal kisebb mértékben, viszont elhiz6do
szteatozisban tetdzik, amely a mdj csokkent zsirsav felhasznéldsira és
eltdvolitdsdra utal. Osszefoglaldsként megallapitjuk, hogy az UCP2 4ltal
szabdlyozott inzulin szekrécid fizioldgids mechanizmusa az éhezésre adott

valasznak.
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