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Bevezetés

A familiaris hiperkoleszterinémia (FH) heterozigdta formaja (HeFH) a leggyakoribb
monogénes formaban 6roklédd anyagcsere betegség, melyet a sziiletéstdl kezdve jelentdsen
emelkedett 0ssz- és alacsony stirliségli lipoprotein/low-density lipoprotein koleszterin (LDL-
C) szint, progressziv érelmeszesedés €s korai vaszkularis szovodmények kialakulasa jellemez.
A klinikai megjelenést és a kardiovaszkularis szovodmények kialakulasanak kockézatat
azonban szamos egyéb tényezd is befolydsolja, igy a klinikai kép valtozatos, és a
kardiovaszkuléaris kockazatbecslés ebben a betegségben nehezitett. A tovabbi genetikai
eltéréseken ¢és tarsbetegségeken kivill egyéb kockazati tényezOknek tekinthetéek a
gyulladdsos folyamatok, a trombozis készséget fokozd tényezdk, a szénhidrat anyagcsere
zavarai, valamint az egyéb lipoproteinek mennyiségében és mindségében bekdvetkezd
valtozasok. Minden olyan tovabbi tényezd azonositdsa, mely befolydsolja az érelmeszesedés
kialakulasat vagy progresszidjat, segithet felismerni azokat a betegeket, akik kiilonosen nagy
kockazatnak vannak kitéve. Ezen tényezdk ismerete hozzdjarulhat tovabba az
érszovodmények kialakuldsdnak jobb megértéséhez. Az alacsony slirliségii lipoprotein/high-
density lipoprotein (HDL) részecske altalanossagban védd hatast fejt ki az érelmeszesedés
kialakulasaval szemben. Ennek egyik oka a HDL strukturfehérjéinek egyikéhez, az
apolipoprotein M (ApoM)-hez kapcsolt. Ez a fehérje foként a HDL részecskékhez asszocialt,
¢és a szfingozin-1-foszfat (S1P) bioaktiv szfingolipid szallitdsdban jatszik szerepet, mely az
endotel funkci6 megdrzéséhez jarul hozza. Az ApoM/S1P érfali miikddésre kifejtett hatasa
ugyanakkor meglehetésen komplex, és részben gyulladasos folyamatok altal medialt. A
stromaeredetli faktor-1 (SDF-1) egy konzervativ kemokin, melyet szamos sejttipus, koztiik az
endotel termel. Az eddigi kutatdsok alapjan az SDF-1 részt vesz az angiogenezis és az
ateroszklerdzis folyamataban, és szintjét a lipidanyagcsere eltérései is befolyasoljak. HeFH-
ban az ApoM/S1P tengelyt és az SDF-1 szintjét, illetve azok Osszefiiggéseit a lipoprotein
szubfrakciokkal, a gyulladasos markerekkel és az endotel funkciéval korabban nem
vizsgaltak, bar szerepiik az irodalmi adatok alapjan felmeriil a HeFH-hoz tarsuld korai és
stlyos lefolyasu ateroszklerdzis folyamatanak szabalyozdsdban. Ezen fehérjék szerepének
megértése eldsegitheti a pontosabb kardiovaszkularis kockazatfelmérést és esetleges jovobeni

Uj gyogyszeres terapias lehetdségek feltarasat.



Irodalmi attekintés

A familiaris hiperkoleszterinémia

Az FH a monogénes anyagcsere betegségek egyik leggyakoribb formdja. A betegség
hatterében valamely, az LDL anyagcserében kulcsszerepet jatszo fehérjét kodold gén
mutacidja all. Heterozigéta formaban az FH kifejezetten gyakori, egyes eurdpai orszagokban
a prevalencia eléri az 1:200-250 f6t. Magyarorszdgon egy adatbanyaszati modszerrel elvégzett
vizsgalat alapjan a korkép becsiilt gyakorisdga az észak-alfoldi régidoban 1:340. A korkép
homozigéta formdja ennél joval ritkabb, a kordbban 1:1 millids prevalenciat ma koriilbeliil
1:170.000-300.000 foére becsiilik. A klinikai tiinetek megjelenéséért a mar sziiletéstol
kezdédden jellemzd jelentdsen emelkedett Gsszkoleszterin és LDL-C szint a felelds, mely
fokozza a korai érelmeszesedés kialakuldsat, kovetkezésképpen generalizalt érbetegséget
okoz. Ezen beliil kiilondsen az iszkémias szivbetegség (ISZB) és az akut miokardialis
infarktus (AMI) korai megjelenésével kell szdmolni. A sulyos, homozigdta formaban ezek a
szovodmények akar mar gyermekkorban kialakulhatnak, de a heterozigdta formaban is
jelentkeznek kezeletlen esetekben akar 45-50 éves korban, jellemzden néknél 60, férfiak
esetén 55 éves kor alatt. A korai és stlyos, gyorsan progredidld érelmeszesedés okozta
szovodmények tovabba az iszkémias stroke, a periférias artérias érbetegség (PAD), valamint
az aorta billentyli meszesedésével jaro aorta stenosis. Az FH diagndzisat a genetikai vizsgalat
ugyan nagymértékben eldsegitheti, de a mindennapi gyakorlatban a diagnézis felallitdsa nem
igényli e koltséges és nehezen hozzaférhetd, specialis laboratoriumi vizsgalatok elvégzését. A
genetikai vizsgalatok helyett diagnosztikai kritériumrendszerek alkalmazasat javasoljak,
melyek koziil Eurdpa legtobb orszagaban, igy hazankban is a Dutch Lipid Network
Kritériumrendszer (DLNC) alkalmazasa valt altalanossa. A kezelés alapjat a 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-koenzim-A (HMG-KoA) gatlé statinok jelentik. Nem megfeleld hatékonysag
esetén a statin ezetimibbel torténd kombinacidja javasolt. A kezelés kovetkezd 1épését a
proprotein konvertdz subtilizin kexin-9 (PCSK9) gatld6 monoklonalis antitestek, azaz az
evolocumab vagy alirocumab, illetve a kis interferald6 RNS (inclisiran) jelenti. Mind a stlyos
HeFH, mind a HoFH esetén a gyogyszeres kezelés szelektiv LDL aferezis kezeléssel

egészitheto ki.

A familiaris hiperkoleszterinémia heterogén jellege

kockazati tényezdjének a szérum LDL-C szintet tekintjiik. Kezeletlen FH esetén az ISZB ¢és
egyéb ateroszklerotikus érbetegségek kialakuldsanak kockazata 10-20-szor nagyobb, mint az
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atlag populacioban. Ennek ellenére nem minden FH betegnél alakul ki vaszkularis
szovodmény, €s a hagyomdanyos kardiovaszkularis kockéazatbecslére alkalmazott modszerek,
példaul a Framingham kockazatbecslé skala ebben a betegcsoportban nem alkalmas a
kockazat felmérésére. Valojaban a vaszkularis sz6védmények kialakulasa és jellege igen nagy
valtozatossagot mutat az FH betegek esetén, még az azonos genetikai eltérést hordozo
betegeknél is. Igy egyre nyilvanvalobba valt, hogy a klinikai kép és a kardiovaszkularis
szovodmények kialakulasdhoz szamos egyéb faktor, ezen beliil genetikai és nem genetikai
tényezok is hozzajarulnak. Az LDLR, ApoB100 és PCSK9 génjének patogén mutacioi mellett
a lipidanyagcsere miikodését befolyasolo egyéb genetikai variansok hatasa is befolyasolhatja
a megjelend diszlipidémia jellegét. Egyes, a lipidanyagcserében kulcsszerepet jatszo gének
epigenetikai modosulasai szintén jelent0s hatast fejthetnek ki. Egyéb gyakori betegségek,
mint az elhizas, a hipertonia és a 2-es tipust diabetes mellitus gyakran megjelennek az FH
betegek esetén is, melyek szintén hatdssal vannak a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasadra. Az endokrinologiai koérképek ugyancsak modosithatjak a lipidanyagcsere
miikodését, ezzel a szovodmények kialakuldsanak esélyét FH betegeknél. Az LDL-C szint
mellett természetesen 1ényegesek az egyéb lipidparaméterek, tobbek kozott a triglicerid és a
HDL-C szintjében bekodvetkezd valtozasok. Az utobbi években kiemelt figyelem Ovezi a
lipoprotein (a) [Lp(a)] részecskét, melynek emelkedett szintje a kardiovaszkularis
megbetegedések ismert fiiggetlen kockazati tényezéje. Erdemes hangstlyozni, hogy szamos
korabbi vizsgalat eredménye igazolta az emelkedett Lp(a) szint gyakoribb eléfordulasat FH
betegekben a nem FH populacibhoz viszonyitva. A mar jol ismert, klasszikus
kardiovaszkularis kockazati tényezOkon kiviil az utobbi évtizedekben egyre tobb olyan
tényezOt azonositottak FH ¢és nem FH betegeknél, melyek az érelmeszesedés folyamatanak
valamely szakaszaban szabalyozd vagy befolydsold szereppel rendelkeznek, igy
meghatarozasuk hozzéjarulhat az ateroszkler6zis folyamatanak mélyebb megértéséhez és az
egyéni kockédzat felméréséhez. Ilyen lehet példaul az LDL ¢és HDL szubfrakciok
meghatarozasa, egyes gyulladasos citokinek vagy a szérum progranulin szintje.

A hagyomanyos ¢és nem hagyomanyos kardiovaszkularis kockézati tényezOk felmérése
segithet a pontosabb kockézatbecslésben, amely eldsegiti az egyénre szabott kezelési stratégia
kialakitasat és populacids szinten azon betegek azonositdsat, akik kiemelten nagy
kockézataak, igy az 1j, igen hatékony, ugyanakkor koltséges lipidesokkentd kezelések

alkalmazasaval a legtobbet nyernek.



HDL osszetételének és funkciojanak jelentosége

A HDL-t els6ként 1929-ben Michel Macheboeuf izolélta a parizsi Pasteur intézetben. A HDL
egy nagy strlségli, kisméretli (8-10 nm), fehérjében igen gazdag lipoprotein részecske,
melynek atlagos stirisége 1,063-1,21 g/mL. Hasonldéan mas lipoprotein részecskékhez a kiilsd
hidrofil burkot fOként foszfatidilkolin, koleszterin €s apolipoproteinek alkotjadk, mig a
hidroféb mag foként trigliceridet €s koleszterin-észtert tartalmaz. Emellett a HDL részecskék
igen heterogének, szdmos egyéb mikro- és makromolekulat tartalmaznak, fehérjetartalmuk és
lipidtartalmuk is igen valtozatos. A lipidtartalmukat foként foszfolipid, koleszterin-észter,
szabad koleszterin ¢€s triglicerid adja, de szdmos egyéb foszfolipid, példaul foszfatidil-
etanolamin, foszfatidil-szerin és szfingomielin is jelen lehet, melyeknek funkcionalis szerepe
is lehet.

A HDL fehérjetartalma kifejezetten magas a tobbi lipoprotein részecskéhez viszonyitva,
rdadasul nagyon valtozatos is. Eddig tobb mint 200 HDL-asszocialt fehérjét azonositottak. Az
apolipoproteinek a HDL un. struktarfehérjéi, amelyek a HDL szerkezetének stabilitdsa és a
lipid transzport szempontjabol is kulcsfontossagunak tekinthetdek. Legnagyobb aranyban az
apolipoprotein Al (ApoAl) és az apolipoprotein A2 mutathaté ki, de szamos egyéb
apolipoprotein is részt vesz a kiilonb6z6 HDL részecskék szerkezetének és muikodésének
kialakitasaban.

A HDL részecske érelmeszesedést gatldo hatdsaért szamos, egymassal részben Osszefiiggd
tulajdonsaga felelds. Ide tartozik a reverz koleszterin transzport, melynek sordn a HDL
koleszterint juttat vissza a periférids sejtekbdl, példaul az érfali makrofagokbdl a majba, ahol
az az epével részben kiiirll, részben koleszterintartalma ismét felhasznalasra keriil. A HDL
antioxidans hatdsaért esdsorban maga az ApoAl, masrészt egyéb antioxidans enzimek, koztiik
a human paraoxonaz-1 (PON1) és a PAFAH felel6sek, melyek gatoljak a lipid peroxidaciot a
szabad gyokok mennyiségének csokkentésén keresztiil. Erdemes emellett megemliteni a HDL

anti-trombotikus, anti-inflammatorikus, anti-apoptotikus, ¢és endotel funkcidt javitd hatasat is.

Az apolipoprotein M szerepe

Az apolipoprotein M (ApoM) egy 26 kDa molekulatomegli, 188 aminosavbol allo fehérje,
mely a lipokalin szupercsaladhoz tartozik. 1999-ben keriilt eldszor leirasra. Felndttkorban a
plazma koncentracidja 0,63-1,13 mmol/l kozé tehetd. Génje a 6. kromoszoma rovid karjan
helyezkedik el a 21.3 16kuszon, 6 exont tartalmaz €s 2,3 kb méretii, meglehetésen konzervativ

szerkezetll. FelnOttkorban fOként a majban és a vesében expresszalodik, de a human
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embriogenezis soran a majon ¢és a vesén kiviil a vékonybélen, a gyomorban és a vazizmokban
is kifejezodik. A majsejtek altal termelt ApoM elsdsorban a plazméaba szekretalodik, ahol
lipoproteinekhez, ezen beliil foként a HDL részecskékhez kotddik, de a tobbi lipoproteinen is
megtalalhato, igy az LDL és a kilomikron részecskéken is jelen van. Ezzel szemben a renalis
eredeti ApoM elsésorban a proximalis tubulusok epithel sejteiben a multiligand receptor
megalinhoz kotddik, mely a vizelettel szekretdlt ApoM reabszorpcidjahoz sziikséges. A
folyamat biologiai jelentdsége jelenleg nem tisztazott, feltételezik, hogy az ApoM lipokalin
struktiraja képes kis lipofil ligandok megkotésére a sziirletben, megakadalyozva azok

vizelettel torténd kitiriilését.

A szfingozin-1-foszfat szerepe

A szfingozin-1-foszfat (S1P) egy bioaktiv szfingozin lebontdsi termék. Szdmos, a sejt
miikddése szempontjabol alapvetd szerepet tolt be, példaul szabalyozza a sejtproliferaciot, a
vaszkularis rendszer miikodésére. A S1P a sejmembran szfingomielinjébdl, majd ceramidbol
képz6dd szfingozinbol jon létre a szfingozin-kinaz enzim 4ltal katalizalt folyamat sordan. A
S1P lebontasat a szfingozin-1-foszfat lidz enzim végzi, a folyamat soran E-2-hexadecenal ¢és
foszfoetanolamin keletkezik.

Az S1P plazma koncentracidja koriilbeliil 200-1000 nmol/l. Amfipatikus tulajdonsdga miatt
az S1P széllitdsdhoz hordozo fehérjék sziikségesek a keringésben. Legnagyobb aranyban,
mintegy 65-80%-ban a HDL partikulumok ApoM fehérjéihez kotddik, mig kisebb hanyada
albuminhoz és egyéb lipoprotein részecskék fehérjéihez kotdtten kering. A HDL részecskék
koziil kizardlag az ApoM tartalmtak képesek az S1P-t megkotni. Azonban az ApoM S1P
kothelyéért az S1P mas molekuldkkal, példaul oxidalt foszfolipidekkel és retinollal
versenyez. Erdemes megemliteni, hogy a hemopoietikus sejtek, példaul a vorosvértestek és a
vérlemezkék 1is jelentés mennyiségli S1P-t tarolnak. Ugyanakkor ezen sejtek nem
rendelkeznek szfingozin-1-foszfat lidz enzimmel, igy valosziniileg direkt modon veszik at a
keringésben a HDL vagy egyéb lipoproteinek S1P tartalmat annak membréanjaval érintkezve.
Emellett az S1P egyéb lipoprotein részecskékrdl is atkeriilhet az HDL részecskére a
foszfolipid transzfer fehérje segitségével.

A SI1P biologiai hatékonysaga kiilonbozik attdl fiiggden, hogy HDL-hez vagy egyéb
fehérjékhez, példaul albuminhoz kotdtten van jelen, ugyanis a HDL-hez kotott SIP

hatékonyabb az albuminhoz kotott formahoz képest.



Masrészt a HDL anti-aterogén funkcidjanak hatékonysaga jelentds mértékben fiigg az S1P
tartalmatol. A legfontosabb anti-aterogén funkciok az endotel sejtek nitrogén-monoxid (NO)
termelésének eldsegitése az endotelidlis nitrogén-monoxid szintetaz (eNOS) aktivitas
fokozéséaval, ezaltal az NO fliggd vazodilaticio eldsegitése, a tumor nekrozis faktor-alfa
(TNFa) indukalt adhézios molekuldk termelésének gatlasa, az endotel sejt barrier erdsitése, az
elosegitése. Tovabba a szivizomsejtek hipoxids és reperfuzios karosodasanak kivédése, az
érfali simaizomsejtek adhéziés molekulainak gatolt expresszidja és fokozott prosztaciklin
termelése. Az S1P kulcsszerepét tamasztjak ala azon megfigyelések, melyek alapjan az S1P
delipidalassal torténd eltavolitasa, az SIP elleni neutralizalé antitestek adésa, vagy a

mesterséges S1P mentes HDL létrehozasa a HDL miikddését jelentds mértékben karositja.

A stromaeredetii faktor-1 jelentsége

A stromaeredetli faktor-1 (stromal derived factor-1; SDF-1), vagy masnéven C-X-C motif
ligand 12 (CXCL12) egy konzervativ kemokin, melyet szdmos sejttipus, koztiik a csontveld
sejtjei, ez endotel és epitel sejtek, valamint kiilonb6zd daganatos sejtek is képesek termelni.
Legfontosabb receptora a C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 (CXCR4), amely a G-
proteinhez kotott receptor csalad tagja, szerkezetileg hét transzmembran domén alkotja. A
CXCR4 szamos sejt felszinén kimutathatd, expresszaljak simaizomsejtek, endotel sejtek €s
hemopoietikus sejtek, emellett asztrocitdk, mikroglia és neuron sejtek is.

Az SDF-1 szerepét fiziologids ¢és patologias koriilmények kdzott igen intenziven vizsgaltak az
elmult néhany évben. Az eddigi kutatdsok eredményei alapjan az SDF-1 direkt mdédon vesz
részt az angiogenezis folyamatdaban az endotel progenitor sejtek megkotésével az endotel
sejtek felszini CXCR4 receptorain keresztiil. Emellett az SDF-1 indirekt modon is képes
eldsegiteni az angiogenezis folyamatat, mégpedig az endotel sejtek proangiogenetikus citokin
termelésén keresztiil, melyek koziil a CXCL1, a CXCLS és a VEGF szerepe emelendd ki.
Emellett az SDF-1-et kimutattdk az ¢érelmeszesedéses plakkokban és szerepe az
ateroszklerdzis folyamataban tobb ponton is felmertilt. Az intercellularis adhézids molekula-1

(ICAM-1) expresszidjanak fokozasan keresztiil eldsegiti az endotel progenitor sejtek érfalhoz

crer

Az LDL és HDL szubfrakciok meghatarozasa
A méretben, toltésben, Osszetételben és siiriségben igen eltéré LDL és HDL részecskéket

alcsoportokra, un. szubfrakcidkra oszthatjuk, melyek meghatirozasa nem része a rutin
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laboratériumi meghatdrozdsoknak ¢és a mindennapi klinikai gyakorlatnak, ugyanakkor
ismeretiik tudomanyos szempontbdl eldsegitheti az LDL és HDL funkcid jobb megértését.
Szamos laboratdriumi modszer 1étezik a lipoprotein szubfrakciok meghatarozasara, amelynek
klasszikus, un. gold standard modszere az analitikai ultracentrifugalas. Az ultracentrifugalas
soran az LDL a 1,019-1,063 g/ml-es, mig a HDL az 1,063-1,021 g/ml denzitasu lipoprotein
frakciot jelenti. Alkalmazzak emellett a strtiséggradiens ultracentrifugalast, a gradiens
gélelektroforézist, a 2D gélelektroforézist és a magneses magrezonancia spektroszkopiat,
valamint a nagy felbontasi ion-mobilitads technikat. A szubfrakciok meghatirozéasaban igen
nagy elorelépés volt a kereskedelmi forgalomban megvasarolhatd, standardizalt, konnyen
értékelhetd Lipoprint mddszer (Quantimetrix. Corp. Redondo Beach, CA, USA), mely egy
csoves nem gradiens gélelektroforézis. Ezzel a modszerrel méretiik alapjan az LDL
szubfrakcios kittel maximalisan hét LDL szubfrakcid, mig a HDL szubfrakcios kittel tiz HDL
szubfrakcio kiilonithetd el, amelyeket az LDL esetén két alcsoportba: nagy (LDL1-2) ¢és kis
(LDL3-7) LDL szubfrakciora, a HDL esetén harom alcsoportba: nagy (HDL1-3), kdzepes
(HDLA4-7) és kis (HDL8-10) HDL szubfrakcidra oszthatunk.

Hasonldé moddon torténik a HDL szubfrakciok szétvalasztasa is. Itt azonban a VLDL, IDL és
LDL részecskék nem valnak el, hanem a felvitel helyén maradnak, mig a cs6 aljan az albumin
leggyorsabban mozgo6 sdvja valik lathatova. E két sav kozott valasztodik el a 10 kiilonbozo
HDL szubfrakcio.

Erdemes megjegyezni, hogy a szubfrakciok meghatirozasa soran alkalmazott kiilonbozd
modszerek eltérd tulajdonsag szubfrakciok elkiilonitését teszik lehetévé, amely megneheziti
az egyes tanulméanyok eredményeinek 0sszehasonlitasat és a lipid szubfrakcidk jelendségének

megertéset.



Célkitiizések
Munkank soran célul tiiztiik ki kezeletlen HeFH betegekben ¢és kontroll csoportban:
e aszérum S1P és ApoM szint meghatdrozasat,
e az SIP, illetve az SIP/ApoM arany lipid paraméterekkel valo 6sszefliggésének,

s

e ezen beliill a HDL és LDL szubfrakciok aranyaval valo korrelaciojanak,

e valamint az SIP/ApoM ardny gyulladdsos, oxidativ ¢és endotel funkcios

paraméterekkel vald 0sszefiiggésének vizsgalatat.

Emellett célul tliztiik ki ugyanezen beteg és kontroll csoportban:
e aszérum SDF-1 szint meghatarozasat,
e aszérum SDF-1 szint sszefliggésének vizsgalatat a lipid paraméterekkel,
e ezen beliill a HDL és LDL szubfrakciok aranyaval,
e tovabba gyulladdsos, oxidativ ¢és endotel funkcidés paraméterekkel

Osszefliggésének vizsgalatat.

valo

10



Betegek és modszerek

Vizsgalati populacio

Nyolcvanegy heterozigota FH-s (6tvenot nd és huszonhat férfi) beteget, valamint harminckét
egészséges kontroll személyt vontunk be vizsgalatunkba. A betegek bevonéasa a Debreceni
Egyetem Belgyogyaszati Klinika A épiilet Lipid Szakrendelésén megjelent betegek koziil
tortént. Minden FH-s beteg heterozigota volt (HeFH) egy bizonyitott LDL-receptor
génmutacioval, vagy teljesitette a DLCN FH diagnosztikus kritériumait. Az FH-s betegeket
Lipid Szakrendelésiinkre haziorvos, kardiologus ¢és neurolégus iranyitotta az FH
diagnézisanak felallitasa és a megfeleld kezelése bevezetése céljabol. A bevondskor a betegek
azonban még nem részsiiltek lipidcsokkentd gyogyszeres kezelésben. A koreldzmény adatai
rogzitésre keriiltek, dokumentaltuk az akut miokardiélis infarktus, a stroke, a carotis stenosis
¢s a periférids artérias betegség eldfordulasat. A kontroll egyének bevonasa Klinikank
beutalt betegek mintait hasznaltuk kontrollként. Olyan kontroll személyeket valasztottunk ki,
akik nem részesiiltek gyogyszeres kezelésben, kordbban kronikus betegségben nem
szenvedtek és nem volt akut betegség miatti kezelésiik az elmult harom hénapban. Ezenkiviil
a kontroll személyek esetén a fizikalis vizsgalat, az elektrokardiogram, a laboratériumi
vizsgalatok, beleértve a lipidparamétereket, nem mutattak eltérést a referenciatartomanyhoz
képest. Kizarasi kritérium volt tovabba az 1-es és 2-es tipust cukorbetegség, az alkoholizmus,
a majbetegség, az autoimmun és endokrin betegség fennalldsa. Rosszindulati daganatos
betegségben szenvedd egyének, valamint varandds ndk szintén kizarasra keriiltek. A
résztvevoket részletesen tdjékoztattuk a kutatdsrol, akik részvételi szandékukat irdsbeli
beleegyezésiikkel erdsitették meg. A vizsgalati protokollt a helyi és regionalis etikai
bizottsagok hagytak jova (DE RKEB/IKEB 4775-2017, idépont: 2020. aprilis 3. és az ETT
TUKEB 34952-1/2017/EKU, a beérkezés idépontja: 2017. janius 30.), valamint a tanulmanyt
a Helsinki Nyilatkozatnak megfelelen végeztiik el.

Vérvétel és laboratoriumi paraméterek mérése

A vizsgélatba bevonasra kertilt betegektdl €s kontroll személyektdl 12 6rds €hezést kdvetden
vénas vérvétel tortént. A szérum mintdkat 10 perces 3500 g-n torténd centrifugalassal
valasztottuk el 4 °C-on. A mintakbol a lipidanyagcserére jellemzd paraméterek meghatarozasa

a Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében standard laboratoriumi
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moddszerekkel tortént Cobas c600 tipusu analizatorral (Roche, Ltd, Mannheim, Németorszag).
A szérum Osszkoleszterin és a triglicerid koncentracid6 meghatarozdsa enzimatikus,
kolorimetrias modszerrel, a HDL-C ¢s az LDL-C esetében homogén enzimatikus modszerrel
(Roche HDL-C plus 3rd generation és Roche LDLD-C plus 2nd generation) tortént. Az
apolipoprotein Al (ApoAl), az apolipoprotein B (ApoB) és a lipoprotein (a) [Lp(a)]
meghatarozas immunturbidimetrids modszerrel tortént (Tina-quant Apolipoprotein A-1 ver.2,
Tina-quant Apolipoprotein B ver.2 és Tina-quant Lipoprotein(a) ver2). A vizsgalatok
elvégzése a gyarto altal megadott tmutatd szerint tortént. Tovabbi laboratériumi mérésekhez

a szérum mintakat -70 °C-on taroltuk, és két honapon beliil felhasznalasra keriiltek.

A szfingozin-1-foszfat (S1P) szint mérése

Az S1P szint meghatarozdsa enzimhez kapcsolt immunszorbens assay (ELISA) kittel tortént
(Echelon Biosciences, Salt Lake City, USA), a gyarto altal megadott utmutatd szerint. Az
értékek pg/ml-ben kertiltek megadasra.

Az apolipoprotein M (ApoM) szint mérése
A szérum apoM szintek meghatarozasa ELISA kit (BioVendor — Laboratorni medicina a.s.,
Brno, Csehorszdg) felhasznalasaval tortént a gyartd altal megadott utmutatd szerint és az

értékek pg/ml-ben keriiltek megadésra.

A stromaeredetii faktor-1 (SDF-1) szint mérése
A szérum SDF-1 szint meghatarozasa enzimhez kapcsolt immunszorbens assay kittel tortént
(ELISA, Cat. No. DY350-05, R&D Systems Europe Ltd, Abington, Egyesiilt Kiralysag) a

gyarto altal megadott itmutatd szerint. Az értékek pg/ml-ben keriiltek megadasra.

Az oxidalt alacsony striségi lipoprotein (0xLDL) szérum szintjének mérése

Az oxLLDL szérum koncentracié meghatarozasa egy kereskedelmi szendvics ELISA kit (Cat.
No. 10-1143-01, Mercodia AB, Uppsala, Svédorszag) felhasznéalasaval tortént, amelyben két
monoklondlis antitest iranyul az oxidalt apolipoprotein B molekula kiilonallé antigén
determinansai ellen. Az oxLDL mérések szenzitivitdsa <1 mU/l volt, illetéleg a mérésre

szolgélo intra- és inter-assay variabilitas 5,5-7,3% és 4-6,2% volt.
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A szolubilis intercellularis adhézios molekula-1 (SICAM-1), a szolubilis vaszkularis
adhézios molekula-1 (sVCAM-1), matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9) és szolubilis
CD40 ligand (sCD40L) szérum szint mérése

A szérum sICAM-1, sVCAM-1, MMP-9 ¢és sCD40L meghatarozasa kereskedelmi szendvics
ELISA kitek felhasznalasaval tortént (R&D Systems Europe Ltd., Abington, Anglia). Az
ELISA vizsgalatokat a gyartd utasitdsainak megfelelden végeztiikk. Az intra-assay variacio
3,7-5,2 % (sICAM-1), 2,3-3,6% (sVCAM-1), 3,5-5,5 % (MMP-9) és 4,5-5,4% (sCD40L)
voltak, illetleg az inter-assay varidcio 4,4-6,7% (sICAM-1), 5,5-7,8% (sVCAM-1), 4,9-8,0
% (MMP-9) és 6,0-6,4% (sCD40L) voltak. A koncentracid értékeket ng/ml-ben adtuk meg.

A szérum mieloperoxidaz koncentracié (MPO) mérése
A szérum MPO koncentraci6 meghatidrozdsa egy kereskedelmi forgalomban kaphatd
szendvics ELISA kit (R&D Systems Europe Ltd., Abington, Anglia) felhasznalasaval tortént

a gyarto utasitasai szerint. A variaciok intra- és inter-assay egyiitthatdja 6,5-9,4 % volt.

A PONI1 paraoxonaz és arileszteraz aktivitasok meghatarozasa

A szérum PONI arileszterdz aktivitast fenilacetat szubsztrattal (Sigma Aldrich, Budapest,
Magyarorszadg) mértiik, illetéleg a fenilacetat hidrolizisét szobahdémérsékleten 270 nm-en
kovettiik. A szérum PONI1 paraoxonaz ¢€s sostimuldlta aktivitds meghatarozasa mikrotiter
targylemezen, kinetikus félautomatizalt modszerrel tortént, szubsztratként paraoxont (O,O-
diethyl-O-p-nitrofeiyl-foszfat, Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) hasznaltunk, a paraoxon

hidrolizisét szobahomeérsékleten 405 nm-en kovettik.

A szérum LDL és HDL szubfrakciok meghatarozasa poliakrilamid gélelektroforézissel

A szérum LDL és HDL lipoprotein szubfrakciok elvalasztasa elektroforetikus modszerrel
tortént poliakrilamid gélen Lipoprint modszerrel (Lipoprint System, Quantimetrix
Corporation, Redondo Beach, CA, USA). 25 pul szérumot adtunk a poliakrilamid
gélcsovekhez, valamint 200 ¢és 300 pl gél oldatot toltdttiink bele egyenként, amely lipofil
festékként szudanfeketét tartalmaz. A  csOveket szobahdmérsékleten 30 percig
fotopolimerizaltuk, majd 3 mA/cs6 aramerdsség mellett elekroforetizaltuk. Az elektroforézis
kadban a gyartd altal biztositott human kontroll szérumot is futtatunk (Liposure Serum
Lipoprotein Control, Quantimetrix Corp, Redondo Beach, CA, USA). Ezt kovetden az

elektroforézis soran keletkezd savokat ArtixScan M1 digitdlis szkenner (Microtek
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International Inc., Hsinchu, Taiwan) felhasznalasaval szkenneltiik, majd Lipoware szoftverrel
elemeztiik (Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA, USA).

Az LDL-szubfrakcids analizis sordn hét LDL szubfrakciot detektaltunk a VLDL és HDL
savja kozott (Cat. No. 48-7002). A nagy LDL (nagy LDL %) aranyat az LDL1 és az LDL2
szazalékanak Osszegeként hataroztuk meg, illetéleg a kis LDL (kis LDL %) aranyat az LDL3-
hataroztuk meg, hogy a szubfrakciok gorbe alatti teriiletét megszoroztuk a minta teljes
koleszterin koncentraciojaval. A szamitott teljes LDL-C, a Midbands C-A ¢és az LDL-
szubfrakciokra (LDL1-LDL7) vonatkozd koleszterin 0sszegébdl all, és nagyban korreldl a
kozvetleniil mért LDL-C értékével. A HDL szubfrakcids analizis soran tiz HDL szubfrakciot
detektaltunk (Cat. No. 48-9002). Nagy (HDL1-3), kézepes (HDL4-7) és kis (HDL8-10)
HDL szubfrakcidkat kiilonitettiink el a VLDL/IDL/LDL ¢és albumin savok kozott. A HDL
szubfrakciok koleszterin tartalmdt a Laboratoriumi Medicina Intézet altal meghatarozott
HDL-C alapjan, a Lipoware szoftver hasznalataval kalkuldltuk a szubfrakciok gorbe alatti

terulet alkalmazasaval.

Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéseket a Statistica 13.5.0.17 szoftver (TIBCO Software Inc., Tulsa, OK,
USA), és a GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, USA)
alkalmazasaval végeztiik. A statisztikai erd kalkulalasa az SPH Analytics online kalkulator
(SPH Analytics LTD., Alpharetta, GA, USA) alkalmazéasaval tortént. A statisztikai erd
mindkét vizsgalati elrendezésben 0,8 (0,98) felett volt. Két kategorikus valtozo kozotti
kiilonbséget Chi-négyzet probaval szamitottuk ki. Az eloszlds normalitdsat a Kolmogorov-
Smirnov teszttel vizsgaltuk. A csoportok kozotti dsszehasonlitast a normal eloszlasu valtozok
esetén Student-féle parositatlan t-probaval, nem normal eloszlasu valtozok esetén Mann-
Whitney U-probaval végeztiik. Az adatokat az atlag = SD vagy median (fels6-also kvartilis)
formajaban jelenitettiik meg. Pearson korrelaciot hasznaltuk a kivalasztott valtozok kozotti
kapcsolat vizsgalatara. Tobbszoros regresszios analizist végeztiink annak meghatarozésara,
hogy mely valtozok a szérum S1P, illetve az SDF-1 szint fliggetlen prediktorai. A p<0,05

érteket tekintettiik statisztikai szempontbol szignifikansnak.
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Eredmények

A lipid szintek, gyulladasos és oxidativ markerek HeFH betegek és kontrollok esetén

A HeFH csoportban szignifikansan magasabb szérum 6sszkoleszterin, LDL-C, triglicerid,
apoB100 ¢és Lp(a) szintet talaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig a HDL-C ¢és az
ApoAl szint esetén nem volt szignifikans kiilonbség. Bar szignifikansan magasabb volt a
PONI1 arileszteraz aktivitdis a HeFH betegekben a kontrollokhoz viszonyitva, a PONI1
paraoxonaz ¢€s sOstimulalt paraoxonaz aktivitdsban nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget. A
szérum oxLDL, mieloperoxiddz, SICAM-1 és TNFa szérum szintje szignifikdnsan magasabb
volt a HeFH betegekben a kontrollokhoz képest, mig a sVCAM-1, sCD40L és hsCRP szérum

szintje nem kiilonb6zott szignifikdnsan a két csoportban.

Szérum S1P és ApoM szintek HeFH betegekben és a kontroll csoport esetén
A szérum ApoM és S1P szintek szignifikdnsan magasabbak voltak HeFH betegek esetén a
kontroll csoporthoz viszonyitva. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az ApoM és S1P
szintek tekintetében HeFH betegekben vaszkuléris szovodmények nélkiil (nonVSZ), illetve
vaszkularis szovodmények (VSZ) esetén, igy az akut miokardidlis infarktus, stroke, artéria
carotis sziikiilet, periférids artérias betegség esetén (ApoM: VSZ 3,79+0,62 vs. nonVSZ
3,73+0,53 pg/ml, p=0,7; S1P: VSZ 7,63+1,08 vs. nonVSZ 7,75+£2,06 ng/ml, p=0,8). Nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget az S1P/ApoM arany tekintetében HeFH betegekben a
kontrollokhoz viszonyitva (2120+700 vs. 2290+740, p=0,2).

Az LDL és HDL szubfrakciok szintje és aranya a HeFH betegek és a kontrollok esetén

A VLDL ¢és IDL szubfrakciok aranya és szintje, valamint az IDL szubfrakcié szintje
szignifikdnsan magasabb volt HeFH betegekben a kontrollokhoz viszonyitva. Mind a nagy és
kis LDL szubfrakci6 aranya szignifikdnsan magasabb volt a HeFH betegekben, mig az atlagos
LDL méret szignifikdnsan alacsonyabb volt a betegekben a kontrollokhoz viszonyitva. A
HDL szubfrakciok tekintetében a nagy és kozepes HDL szubfrakcido ardnya és szintje
alacsonyabb, mig a kis HDL szubfrakci6 aranya és szintje magasabb volt HeFH betegekben a
kontrollokhoz képest.

S1P szintek és HDL szubfrakciok osszefiiggése HeFH betegek és a kontrollok esetén

Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a nagy HDL szubfrakci6 és S1P szint kozott a teljes

vizsgalati populacioban ¢és a HeFH betegekben. A kozepes HDL szubfrakcid nem korrelalt az
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S1P szinttel. A kis HDL szubfrakcié pozitivan korrelalt az S1P szinttel a teljes vizsgalati
populaciot tekintve és a HeFH betegek korében.

Az S1P szintek és a sVCAM-1, a PON1, sCD40L és a MMP-9 szintek kozotti osszefiiggés
HeFH betegek és a kontrollok esetén

Szignifikdns negativ korrelaciot figyeltink meg a sVCAM-1 és SIP szint kozott HeFH
betegekben. Szignifikans pozitiv korrelacidt talaltunk a PON1 arileszteraz aktivitas, sCD40L
és S1P szint kozott. Az SIP/ApoM ardny szignifikdns negativ korrelaciét mutatott az
sVCAM-1 szinttel (r=-0,197; p=0,037), mig pozitiv korrelaciot talaltunk az S1P/ApoM
aranya ¢s a sSCD40L szintje esetén (r=0,28; p=0,00027).

Az S1P fiiggetlen prediktorai

Tobbszords regresszids analizist végeztiink, amelynek eredménye szerint az S1P szint
fliggetlen prediktora a PON1 arileszteraz aktivitas (f =0,281; p<0,01) és a nagy HDL aranya
(B =0,35; p<0,001). Az elemzésbe a kovetkezo valtozokat vettiik bele: triglicerid logaritmusa,
nagy HDL (%), kis HDL (%), sVCAM-1, ApoM, PONI arilészteraz aktivitds, MMP-9,
sCD40L logaritmusa.

Az SDF-1 szintek HeFH betegekben és kontrollok esetén

Szignifikdnsan alacsonyabb SDF-1 szintet taldltunk HeFH betegekben a kontrollokhoz
viszonyitva (71,3 + 39,7 vs. 150,6 £ 55,4 pg/ml, p<0,001). Tovabbd a ndk esetén
tendencidzusan magasabb SDF-1 szint volt megfigyelhetd a férfiakhoz képest. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget az SDF-1 szint tekintetében ndk és férfiak kozott sem a HeFH
betegek esetében (78,2 = 39,9 vs. 59,1 £ 36,9 pg/ml, p=0,07), sem a kontrollokban (166,5 +
55,3 vs. 129,8 £66,6 pg/ml, p=0,14).

Az SDF-1 szintek és a lipid paraméterek, lipoprotein szubfrakciok, gyulladasos és
oxidativ markerek osszefiiggése HeFH betegekben és a kontrollok esetén

Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk az SDF-1 szint és az dsszkoleszterin, a triglicerid,
az LDL-C ¢s az ApoB100 szintek kozott a teljes vizsgalati populdcioban. Nem talaltunk
szignifikans Osszefliggést a HDL-C, az ApoAl ¢és az SDF-1 szint kozott. Szignifikans negativ
korreléaciot észleltiink a VLDL, IDL és nagy LDL szubfrakciok tekintetében, mig az atlagos

LDL méret pozitiv korrelaciot mutatott az SDF-1 szinttel a teljes vizsgalati populdcioban.
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Az SDF-1 szint pozitiv korrelaciot mutatott a nagy és kdzepes HDL szubfrakcidkkal, mig a
kis HDL szubfrakcioval negativan korrelalt. Az SDF-1 szint negativ korrelaciot mutatott az
oxLDL szinttel (r=-0,51; p=0,01) és az MPO aktivitads logaritmikusan kifejezett ért¢kével
(IgMPO) (r=-0,33; p<0,001). Nem talaltunk szignifikdns Osszefiiggést mas oxidativ és
gyulladdsos markerek, mint a hsCRP, TNFa, sSICAM-1, sVCAM-1, sCD40L vagy a PON1

arileszteraz aktivitas tekintetében.

Az SDF-1 szint fiiggetlen prediktorai

Tobbszoros regresszids analizist végeztiink annak meghatarozasara, hogy mely valtozok a
szérum SDF-1 szint fliggetlen prediktorai. Az elsé modellben az 6sszkoleszterin, triglicerid,
LDL-C, ApoB100, VLDL, IDL, nagy LDL, atlagos LDL méret, nagy HDL, kézepes HDL, kis
HDL, oxLDL ¢és MPO szintet vizsgaltuk.

A maésodik modellben a valtozokat biologiai relevancidjuk alapjan szelektaltuk, az
0sszkoleszterin, triglicerid, ApoB100, VLDL, atlagos LDL méret, nagy HDL, kis HDL,
oxLDL ¢s MPO szintet vizsgaltuk. Mindkét statisztikai modellben a VLDL ¢és az oxLDL volt
az SDF-1 szint fliggetlen prediktora.

Az Osszefiiggéseket HeFH betegekben ¢€s a kontrollokban kiilon is meghataroztuk, és hasonld
tendenciat taldltunk mind a HeFH betegek, mind a kontrollok esetén. Szignifikans pozitiv
korrelaciot talaltunk az atlagos LDL méret, nagy HDL ¢és az SDF-1 kozott HeFH betegek
esetén, mig az SDF-1 és triglicerid, valamint VLDL esetén szignifikdns negativ korrelaciot

talaltunk a kontrollokban.

Az j eredmények osszefoglalasa
A kezeletlen HeFH betegekben, illetve nemben és BMI-ben illesztett kontroll csoportban:
e A szérum ApoM és S1P szintek szignifikdnsan magasabbak voltak HeFH betegek
esetén a kontroll csoporthoz viszonyitva.
o Szignifikdns negativ Osszefiiggést taldltunk a nagy HDL szubfrakcio és az S1P szint
kozott a teljes vizsgalati populacioban és HeFH betegekben.
e Szignifikdns pozitiv Osszefliggést talaltunk a kis HDL szubfrakcid és az S1P szint
kozott a teljes vizsgalati populacioban és a HeFH betegekben.
e Szignifikdns negativ Osszefiiggést figyeltiink meg a sVCAM-1 és SIP szintek kozott
HeFH betegekben. Szignifikdns pozitiv Osszefliggést talaltunk a PONI arileszteraz
aktivitas, sCD40L és az S1P szintek kozott.
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Az S1P/ApoM arany szignifikans negativ 0Osszefliggést mutatott az sVCAM-1
szintjével, mig pozitiv Osszefliggést talaltunk az S1P/ApoM aranya és a sCD40L
esetén.

Tobbszords regresszids analizist végeztiink, amelynek eredménye szerint az S1P szint

fiiggetlen prediktora a PONI1 arileszteraz aktivitas és a nagy HDL aranya.

Tovabba:

Szignifikdnsan alacsonyabb SDF-1 szintet talaltunk HeFH betegekben a kontrollokhoz
viszonyitva.

Szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk az SDF-1 szint és az Osszkoleszterin, a
triglicerid, az LDL-C és az ApoB100 szintek kozott a teljes vizsgalati populacioban.
Szignifikdns negativ Osszefliggést észleltiink az IDL és nagy LDL szubfrakciok
tekintetében, mig az atlagos LDL méret pozitiv Osszefliggést mutatott az SDF-1
szinttel a teljes vizsgalati populacidban.

Az SDF-1 szint pozitiv korrelaciét mutatott a nagy ¢és kozepes HDL szubfrakcidkkal,
mig negativ korrelaciot taldltunk az SDF-1 szint és a kis HDL szubfrakcio kozott.

Az SDF-1 szint negativ korrelaciét mutatott az oxLDL ¢és az MPO szinttel. Nem
talaltunk szignifikans 6sszefliggést az SDF-1 szint, illetve mas oxidativ és gyulladasos
markerek, mint a hsCRP, TNFa, sICAM-1, sVCAM-1, sCD40L vagy a PONI
arileszteraz aktivitas kozott.

Tobbszoros regresszids analizist végeztiink, mely alapjan a szérum SDF-1 szint

fiiggetlen prediktorai a VLDL és az oxLLDL szint.
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Megbeszélés

Epidemiologiai adatok bizonyitjak, hogy az alacsony HDL-C szint a kardiovaszkularis
betegségek kockazati tényezdje, azonban egyetlen klinikai vizsgalat sem tudta bizonyitani a
HDL-C szint emelésének kedvezd hatdsat a kardiovaszkularis kockazat csokkentésében. A
kedvez6 kardiovaszkularis hatasért a HDL funkcid és nem a HDL-C koncentracio a felelGs,
igy a HDL funkcio javitdsa relevans terapias célpont lehet, figyelembe véve a HDL szamos
ateroprotektiv funkciojat. A terapids célpontok kivalasztasaban a szabalyoz6 utvonalak
pontosabb megismerése és a szabalyozasban résztvevé biomarkerek azonositasa lehet az elsd
lépés. A HDL-hez kotott SIP fontos oki szerepet tolt be szamos HDL funkcidban, mint
példaul az endotelidlis homeosztazis fenntartdsiban, az artérias vazodilatdcioban ¢és a
kardioprotektivitasban. A legtobb eddigi vizsgalatban egészséges egyéneken tanulmanyoztak
a HDL funkcidt, igy azonban hidnyoztak a HDL diszfunkciot eredményezé HDL-S1P tengely
betegség asszocialt valtozasai, tehat a HDL diszfunkcié szdmos aspektusa tisztazatlan. Az
altalunk elvégzett klinikai vizsgalat volt az elsd, amely HeFH betegcsoportban tanulmanyozta
az S1P szintjét, a HDL szubfrakciok megoszlasat, a HDL funkciot €s a gyulladasos markerek
valtozasat. Korabbi kis létszami HeFH betegcsoporton végzett vizsgéalatoktol eltéréen
magasabb S1P ¢és ApoM szintet taldltunk HeFH betegekben. Egy korabbi vizsgélattal
ellentétben, az S1P és ApoM koncentraciok hasonloak voltak HeFH betegekben vaszkularis
szovodmények esetén €s vaszkularis szovodményektdl mentes esetekben is. Korabbban nem
vizsgaltak az S1P és ApoM szérum szintjét nagyobb, nem rokon FH beteg populacioban.
Korébbi prospektiv vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy szamos gyulladaskeltd biomarker
hasznalhatdo a késobbi kardiovaszkularis esemény bekovetkeztének elorejelzésére. Ezen
biomarkerek az érelmeszesedés folyamatanak tobb fazisaban vesznek részt a habos sejt
képzddéstdl egészen a plakk ruptura kialakuldsaig. Mig az inflammatorikus citokinek és
adhézios molekuldk, mint a sVCAM-1, sSICAM-1 szintjének emelkedése az aterogenezis korai
fazisdban figyelheté meg; addig az oxLDL, MMP-k, sCD40L szintek novekedése a plakk
destabilizalodasa és a kozelgd plakk ruptara esetén detektalhatd. Az altalunk vizsgalt HeFH
betegekben a szérum S1P negativ korrelaciot mutatott az sSVCAM-1 szinttel, mig az sCD40L
koncentracid kozott pozitiv korrelacié, az MMP-9 esetében pedig pozitiv tendencia volt
megfigyelhetd. Korabbi vizsgalatok bizonyitjdk, hogy az SI1P transzportjaért a HDL-
asszocialt ApoM felelds, amely az S1P1 és annak 3 receptoran keresztiil antiaterogén és
vaszkuloprotektiv hatasokat fejt ki, mig az SIPR2-n keresztiil a makrofagok ateroszklerotikus

a HeFH betegeinkben mért magasabb ApoM és S1P koncentraciok nem feltétleniil kedvezd
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hatastak. Keul ¢és mtsai bizonyitottdk, hogy a HDL-hez kotott SIP potens anti-
inflammatorikus hatast fejt ki simaizom sejteken a TNFa altal stimulélt gyulladasos gének,
koztiik az MMP-9 gatlasaval. Vizsgalatunkban pozitiv 0sszefiiggést talaltunk a szérum S1P és
MMP-9 kozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a késdi ateroszklerotikus plakkban
valaszreakcioként fejezddik ki az S1P.

HeFH betegekben a HDL-asszocialt enzimek funkcidja gyakran megvaltozik és karosodott
fenotipus alakul ki. A HDL antioxidans hatdsaiban kulcsszerepe van a HDL felszinéhez kotott
PON1 enzimnek. A PONI hidrolizalja az oxidalt lipideket és védi az LDL-t, valamint a
biologiai membranokat a peroxidaciotol, ezaltal csokkenti az endogén oxidativ stresszt, amely
véd az érelmeszesedés ellen. Kordbban FH betegekben alacsonyabb PONI arileszteraz
aktivitast taldltak. Ezzel szemben az MPO egy prooxiddns enzim, amelyet foképpen
neutrofilek és monocitak termelnek és expresszidja reaktiv intermedierek képzddéséhez vezet.
Jelen vizsgélatunkban, a varttdl eltérd modon magasabb PONI arileszterdz aktivitast talaltunk
HeFH betegekben a kontrollokhoz viszonyitva. Fontos megjegyezni, hogy kezeletlen HeFH
betegek keriiltek bevonasra, hogy kisziirjiik a statinok PONI aktivitasra gyakorolt ismert
kedvez0 hatasat. Vizsgalatunkban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a PON1 paraoxonaz
¢s soOstimulalt paraoxondz aktivitds tekintetében HeFH betegekben a kontrollokhoz
viszonyitva, mig kordbbi megfigyelésekhez hasonléan magasabb oxLDL és MPO szintet
talaltunk, amely magasabb oxidativ stressz jelentlétére utalhat. TObbszoros regresszids
analizis alapjan megallapithatd, hogy a PON1 arileszteraz aktivitas az S1P fliggetlen prediktiv
faktora, amely szoros kapcsolatot jelez az SIP és a HDL-asszocidlt antioxidans aktivitasa
kozott.

A sajat adataink O0sszhangban vannak az irodalmi adatokkal, miszerint a nagy és kozepes
HDL szubfrakciok ardnya és koncentracidja alacsonyabb, ezzel szemben a kis HDL
szubfrakci6 ardnya €s koncentracidja magasabb HeFH betegekben a kontroll csoporthoz
képest. Nemrégiben megjelent irodalmi adat, hogy 1dds, korondria betegségben nem szenvedd
HeFH betegekben magasabb a nagy HDL részecskék koncentracidja, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a részecskék eltéré funkcidval birnak, mint a kis HDL részecskék.
Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy a HDL szubfrakciok ardnydnak vizsgélata pontosabb
kockézatbecslést tesz lehetévé HeFH betegekben, mint a rutinszerien alkalmazott HDL-C
koncentraci6 meghatarozdsa. Eredményeink igazoldsahoz azonban tovabbi vizsgalatok
sziikségesek.

Végezetiil, meg kell emlitenlink vizsgélatunk limitacioit. Nem mértiik az S1P és HDL

részecskék  kozvetlen  kapcsolatat. A HDL-SIP komplex  meghatarozasa
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folyadékkromatografiai tomegspektrometridas modszerrel lehetséges, amely rendkiviil
1doigényes €s koltséges modszer, nem elérhetd a mindennapi klinikai gyakorlatban, igy nem
alkalmazhaté biomarkerként. Emelné tovabba a vizsgalatunk értékét a képalkoté modalitasok
alkalmazésa az érelmeszesedés sulyossaganak becslésére az aorta, az artéria carotisok és
periférids artéridk érintettsége esetén. Mindezek ellenére, eredményeink felhivjak a figyelmet
arra, hogy HeFH betegpopulacidban nagyobb, hossza tava kovetéses vizsgalatokra van
sziikség ahhoz, hogy feltarjuk az S1P altal torténd szabalyozd utvonalak szerepét a HDL

funkcidjaban.

HeFH betegekben a jelentdsen emelkedett LDL-C és az LDL részecskék akkumulacioja az
érfalban korai generalizalt érelmeszesedéshez ¢és jelentésen emelkedett kardiovaszkularis
kockéazathoz vezet. Kordbban szdmos prediktiv score rendszer alkalmazésat javasoltdk FH-s
betegekben, mint az FH-Risk-Score-t és a SAFEHEART regisztert, melyek olyan klasszikus
kockézati tényezdket vettek figyelembe, mint az Osszkoleszterin és LDL-C szint. Ezen
rizikobecsld skalak alkalmazéasa beépiilt a mindennapi klinikai gyakorlatba HeFH betegek
gondozasa soran, azonban mas kockdzati tényezok figyelembevétele jelentdsen javithatja a
rizikobecslés pontossagat és a kimenet becslését HeFH betegekben. Siirgetd feladat tehat,
hogy az LDL-C mellett tovabbi potencidlis kockéazati tényezdket azonositsunk. Szamos
korabbi vizsgalatnak sem sikeriilt igazolnia az emelkedett LDL-C és az ateroszklerotikus
kardiovaszkularis események kozotti kapesolatot, amely tovabbi lipoprotein szubfrakciok és
gyulladéasos citokinek kardiovaszkularis rizikoban betoltott szerepét valoszinisiti a HeFH
betegcsoportban. Kovetkezésképpen fontos kutatdsi teriilet az Gjjonnan felismert kemokinek
szerepének vizsgalata ebben a specifikus betegpopulacioban.

Az SDF-1, masnéven CXCL12, a CXCR4 és a CXCR?7 receptorokon keresztiil részt vesz a
gyulladasos valaszreakcioban és az agyi neuromoduldcioban. Korabbi vizsgalatok igazoltak,
hogy iszkémias stroke utan az SDF-la és a CXCR4 upregulacidja figyelhetdé meg az
1szkémids penumbra teriiletén, mig a periférias vérben az SDF-1 iszkémias posztkondicionalis
emelkedése észlelhetd a fehérjeképzddés fokozodasaval az iszkémias adaptaciod részeként.
Megfigyelések szerint az endotel progenitor sejtek (EPC-k) sériilt vagy iszkémids teriiletre
torténd toborzasaban, valamint homing-jdban az SDF-1 is szerepet is jatszik, mely az
angiogén ¢s repair funkciok szempontjabol fontos folyamat. Az SDF-1-nek szerepe lehet az
EPC mobilizacidban ¢és proliferdcioban, valamint az EPC-k adhézios kapacitdsanak
szabalyozasaban a CXCR4 ¢s CXCR7 receptorokon keresztiil. Az SDF-1 érelmeszesedésben

betoltott szerepét az artéridk endotel sejtjei altal termelt SDF-1 hatarozza meg. Az endotel
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crer

fennmarado részt egyéb sejtek, mint adipocitak, hepatocitdk termelik, melyek funkcionalis
kovetkezményei ez idaig nem ismertek. Az altalunk vizsgalt HeFH betegcsoportban a szérum
csOkkent keringd SDF-1 szint hatterében az endotel sejtek csokkent termelése allhat, egyéb,
az SDF-1 termelést befolyasolo, jelenleg ismeretlen mechanizmusok mellett. Habar a szérum
SDF-1 mérsékelten magasabb volt nok esetén a férfiakhoz képest, a kiilonbség nem volt
szignifikans.

Meglehetdsen kevés és ellentmondésos irodalmi adat all rendelkezésre az SDF-1 szint és a
lipid paraméterek Osszefliggéseit illetéen. Egy kis 1étszamu korabbi vizsgalatban az SDF-1
szint szignifikdnsan magasabb volt férfi betegek esetén mérsékelt diszlipidémia esetén a
kontrollokhoz képest. Diszlipidémids férfiak esetén alacsonyabb SDF-1 szintet taldltak sziirke
z6nas diszlipidémias betegekhez képest, tovabba negativ tendenciat figyeltek meg az SDF-1
¢s 0sszkoleszterin/HDL-C arany tekintetében. Az SDF-1 ¢s HDL-C kozétti pozitiv korrelacid
csak nok esetén volt megfigyelhetd. Egy a Framingham Heart Study résztvevoéit vizsgalod
tanulmanyban a szérum SDF-1 kvartilisek novekedésével magasabb LDL-C ¢s triglicerid,
illetve alacsonyabb HDL-C szint volt jellemz6. Erdekes modon ebben a vizsgalatban az
atlagos szérum SDF-1 koncentracié 1894 pg/ml (min-max: 742 - 17633 pg/ml) volt, amely
koriilbeliil 6t-, tizszerese mas vizsgalatokban talalt értékekhez képest. A fenti irodalmi
adatokkal ellentétben, jelen vizsgalatunkban szoros negativ korrelaciot talaltunk az SDF-1 és
ApoB100-at tartalmazd lipoproteinek kozott, mig az SDF-1 fiiggetlen prediktora a VLDL
szubfrakcio volt. Az utobbi eredmények azt mutattak, hogy a kardiovaszkularis események
kockézata szempontjabél a VLDL jelentdsége nagyobb, mint az LDL-é. Ez azzal
magyarazhatd, hogy a VLDL nagyobb koleszterin mennyiséget szallit, mint a kis LDL, és a
VLDL konnyebben rakodik le az érfali intimaban, ahol alacsony foku gyulladast okoz direkt
¢és indirekt mechanizmusokon keresztiil, és emellett fokozhatja az SDF-1 expressziojat. Bar az
FH-ra nem jellemzo a trigliceridben gazdag partikulumok emelkedett jelenléte, az FH egyre
gyakrabban tarsul egyéb korallapotokkal, példaul az elhizéssal, mely a trigliceridben gazdag
részecskék, mint a VLDL ¢és IDL emelkedett szintjével jar, igy magasabb triglicerid szintet
eredményez. Korabbi vizsgalatok felvetett¢k, hogy a gyulladéasos citokinek, mint a TNFa €s
az interleukin-6 szuppressziv hatast fejtenek ki az SDF-1 szintre férfi hiperlipidémias
betegekben. A sajat vizsgalatunkban nem talaltunk 6sszefliggést a gyulladasos markerek és az
SDF-1 kozott. A magasabb hsCRP altal jelzett fokozott szisztémas gyulladas csokkentheti az
SDF-1 termelést HeFH betegekben.
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Korabban nem vizsgaltdk az SDF-1 és a lipid szubfrakciok kozotti osszefiiggéseket. A HeFH
betegekben szignifikansan magasabb kis stirii LDL koncentraciot, alacsonyabb atlagos LDL
méretet, alacsonyabb nagy és kozepes HDL szubfrakcio aranyt, ezzel szemben magasabb kis
HDL szubfrakcié aranyt talaltunk a kontrollokhoz képest, ahogy azt kordbban kozoltiik.
Eredményeink szerint az SDF-1 szint pozitiv korrelaciot mutatott az atlagos LDL mérettel, a
nagy ¢s kozepes HDL szubfrakcidkkal, bar a megfigyelések jelentdségének igazolasa céljabol
tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Az oxLDL eldsegiti a korondria érelmeszesedés kialakuldsat azaltal, hogy fokozza a
cellularitdst, a makrofag aktivaciot, a habos sejtek differencidlodasat, a simaizomsejt
proliferaciot és csokkenti az endotelidlis NO termelést. Az MPO az oxidativ stressz
kialakulasanak egyik kulcsszerepldje, amely oxLDL képzddéshez vezet. Az oxLDL vagy az
oxLDL ellen képz6dd endogén antitestek jelenléte pedig szoros Osszefiiggésbe hozhatd a
kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval, ezéltal biomarkerként hasznalhat6ak. Azonban
az oxLDL prognosztikus szerepe FH-ban nem kellden bizonyitott. Az LDL oxidacié mértéke
nem mutatott Osszefiiggést az eldzményben szerepld kardiovaszkularis betegséggel férfi
HeFH betegek esetén, ¢és nem talaltak szignifikdns Osszefliggést a plazma LDL-C
koncentracioja és az LDL oxidacié mértéke kozott. Szintén nem taldltak Osszefliggést a
carotis intima-media vastagsdg ¢és az oxidativ paraméterek, keringd antitestek ¢s oxLDL
kozott egy nagyobb kohorsz vizsgalatban HeFH betegekben. Egy masik vizsgalatban az
antitest titereket hasonlitottdk az oxLDL szintjéhez homozigdta és heterozigota FH
betegekben, azonban nem taléltak szignifikdns Gsszefiiggést az érelmeszesedés sulyossaga €s
az antitest titer kozot. A scavenger receptor lectin-like oxLDL receptor-1 (LOX1) rs11053646
genotipusa magasabb szolubilis receptor szintet eredményezett, mely fokozta a plakk
instabilitdst és a koronaria betegség prediktora volt HeFH betegekben. Az ellentmond6
eredmények felhivjdk a figyelmet arra, hogy a klinikai gyakorlatban az oxLDL értelmezése
kortltekintést 1gényel. Az oxLDL egy oOsszefoglald kifejezés, amely az LDL lipid
alkotorészein, valamint az ApoB-n végbemend heterogén oxidativ valtozasokat reprezentalja.
Az LDL nem-oxidativ valtozésai, mint példaul a deszializaci6 szintén szamos aterogén hatast
fejthet ki, amelyet szintén figyelembe kell venni. Az irodalmi adatoknak megfelelden a
szérum oxLDL és MPO koncentraci6 szignifikdnsan magasabb volt az altalunk vizsgalt HeFH
betegekben a kontrollokhoz képest. Erdekes modon negativ korrelaciot figyeltink meg az
oxLDL és MPO, valamint SDF-1 kozott a vizsgalt populdcidban, amely 0j eredmény. Az
oxLDL bizonyult a keringé SDF-1 fliggetlen prediktordnak, amely valdszinisiti az oxidativ

stressz szabalyozo szerepét az SDF-1 termelddésben.
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Korabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy az atorvastatin hatdsdra emelkedik az SDF-1a szintje
in vivo iszkémids-reperfuzios karosodéds esetén. Atorvastatin indukalt SDF-1a upregulaciéd
volt megfigyelhetd akut miokardalis infarktus esetén patkanyokban az NO-termelés anti-
inflammatorikus és anti-apoptotikus hatdsain keresztiil. Szintén leirtak, hogy a szérum miR-
érképzOdés eldsegitése révén, mely Osszefiiggést mutat az eNOS €s SDF-1 szinttel. Tehat a
miR-548j-5p upregulacidja fokozza az érujdonképzddést, amely arra enged kovetkeztetni,
hogy az SDF-1 egy potencidlis terapids célpont lehet PAD esetén. Tovabba az NO-donor
MPC-1011 stimulélja az angiogenezist és arteriogenezist, javitja a végtagi iszkémiat cGMP-
dependens utvonalon, mely magéaban foglalja a VEGF-et és SDF-1a-t. Mindezek alapjan ;)
stratégidk tervezhetdek a keringd SDF-1 szint emelése érdekében HeFH betegekben, habar a
kardiovaszkularis prevencidban is megfigyelhetd hatds bizonyitdsdhoz tovabbi vizsgéalatok
sziikségesek.

Vizsgalatunk limitacioit érdemes megemliteniink. Az SDF-1 szabalyoz6 tutvonalait és a
lipoprotein anyagcsere direkt szabalyoz6 mechanizmusait nem vizsgaltuk. A DLCN
diagnosztikus kritériumokat széleskorben alkalmazzak az FH diagnosztikdban, mely
tartalmazza az LDL-C szintet, a klinikai megjelenést, a csalddban eléforduld korai sziv-,
érrendszeri betegségek eléfordulasat, beleértve a koronaria betegséget és a PAD-t, melyek
alapjan az Osszesitett pontszam szerint “definitiv’, “valdszini” vagy “lehetséges” az FH
diagnozisa. Emellett “definitiv’ az FH diagnoézisa, amennyiben jelen van valamely patogén
mutacié az FH-asszocidlt génekben. A DLCN kritériumok néhany korlatjat azonban meg kell
emliteniink. A kiils6 manifesztaciok megjelenése nem gyakori, a csalddi anamnézis pedig
gyakran nem elérhetd vagy megbizhatatlan. A DNS meghatarozas nem elérhetd széleskorben
¢és a genetikai vizsgéalat eredménye néhany esetben nincs dsszhangban az FH fenotipuséaval.
Tovabba fiatal FH betegek esetén a DLCN kritériumok alabecsiilik az FH fennallasanak
valoszinliségét. Mindezek ellenére eredményeink felhivjak a figyelmet az SDF-1

aterogenezisben betdltott szerepére HeFH betegekben.
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Osszefoglalas

A nagy strliségli lipoprotein (HDL)-hez kotott apolipoproteinM/szfingozin-1-fosztat
(ApoM/S1P) komplex egy kapocsként szolgal a HDL és az endotel sejtek kozott a
kardiovaszkuléris betegségekben, biztositva az ép endotelidlis barriert. A stromaeredetii
faktor-1 (SDF-1) egy kemokin, mely sokoldalu hatast fejt ki az érelmeszesedés folyamataban,
azonban Osszefiiggése a hiperlipidémiaval meglehetdsen ellentmondésos.

Korabban HeFH betegek korében nem vizsgaltdk a szérum SIP, ApoM és SDF-1
Osszefliggéseit a lipid paraméterekkel, lipid szubfrakciokkal, valamint a gyulladasos
markerekkel. Nyolcvanegy kezeletlen HeFH beteget és 32 egészséges kontroll személyt
vontunk be a vizsgélatunkba. A szérum SDF-1, S1P, ApoM, oxLDL, MPO, MMP9, sCD40L,
sICAM-1, sVCAM-1 és TNFa koncentraciok meghatarozdsa ELISA mddszerrel tortént. A
lipoprotein szubfrakciok elvalasztasara akrilamid gélelektroforézist (Lipoprint) alkalmaztunk.
A PONI1 enzim aktivitasat spektrofotometrids modszerrel mértiik. Az FH diagnozisanak
felallitasahoz a Dutch Lipid Clinic Network Kritériumrendszert hasznaltuk.

Szignifikdnsan magasabb S1P és ApoM szinteket talaltunk HeFH betegekben a kontrollokhoz
képest. Negativ korrelaciot figyeltink meg az SIP és nagy HDL szubfrakcio kozott, mig
pozitiv korrelaciot talaltunk az SIP és kis HDL szubfrakciéo kozott HeFH betegekben és a
teljes vizsgalati populacioban. Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk az S1P és sCD40L
szint, MMP-9 szint és a PONI1 arileszteraz aktivitas kozott, mig szignifikans negativ
korrelaciot figyeltiink meg az S1P és sVCAM-1 kozott HeFH betegekben. A szérum S1P
fiiggetlen prediktorai a nagy HDL szubfracki6 és a PON1 arileszteraz aktivitas.
Szignifikdnsan alacsonyabb SDF-1 koncentraciot talaltunk HeFH betegekben a kontrollokhoz
képest. Szignifikans negativ korrelacidt figyeltiink a szérum SDF-1 és az Osszkoleszterin,
triglicerid, LDL-C és ApoB100 szintek kozott. Negativ 0sszefliggés volt a szérum SDF-1 ¢és
VLDL, IDL, nagy LDL, nagy HDL és kozepes HDL szubfrakcid kozott, mig pozitiv
korrelaciot talaltunk az altagos LDL méret, kis HDL és SDF-1 kozott. Negativ korrelaciot
talaltunk az SDF-1 és oxLDL, illetve MPO kozott. A szérum SDF-1 fiiggetlen prediktorai az
oxLDL szint és a VLDL szubfrakcio.

A magasabb SI1P és ApoM szintek, valamint a megfigyelt Osszefliggéseik a HDL
szubfrakciokkal, illetve gyulladasos markerekkel HeFH betegek esetén, feltételezik az S1P és
ApoM lehetséges szabalyozo szerepét az intakt endotelidlis funkci6 fenntartasdban. Az SDF-1
¢és lipid frakcidk, valamint lipid szubfrakciok kozott megfigyelt szoros oOsszefliggések
felhivjak a figyelmet az SDF-1 ¢s a lipidanyagcsere kozds utvonalaira, illetdleg valosziniisitik

az SDF-1 szabalyozo szerepét az érelmeszesedés folyamataban.
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