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BEVEZETES

Minden Uj terapias eljaras esetén elvarjuk, hogy a
hatékonysag mellett biztonsdgosan alkalmazhatod és jol toleralhatd
legyen azoknal a betegeknél, akiknél alkalmazzuk. Bar az qj
gyogyszerek és terapias beavatkozdsok bevezetését megeldézéen
hosszadalmas €s szigoruan ellenérzott vizsgélatok sorat végzik el,
mégis gyakori, hogy a bevezetésiiket kovetden a klinikai alkalmazas
soran olyan 11j hatasokat irnak le, melyek eredetileg nem szerepeltek
az alkalmazasi el6iratban. E hatasok lehetnek kedvezotlenek, példaul
a statinok adasa soran észlelt fokozott kockézat a 2-es tipusu diabetes
mellitus kialakulasa, de Iehetnek kedvezdek is, melyek tAmogatjak az
adott szer vagy eljaras kedvezd hatasat az adott betegség lefolyasa
vagy szovodményeinek kialakulasa szempontjabol. Példa erre a
statinok altal kifejtett gyulladascsokkenté vagy antioxidans hatas,
mely hozzajarul a statin kardiovaszkularis kockézatcsokkentd
hatékonysagahoz.
Munkam soran azt vizsgaltam, hogy egy ritka, orokletes korkép
kezelése soran alkalmazott extrakorporalis terapids eljaras, a
szelektiv alacsony siirliségii lipoprotein (low-density lipoprotein,
LDL) aferezis kezelés milyen tovabbi, az LDL részecskék
eltavolitasan tali hatast fejt ki a vizsgalt betegek esetén. Ezek az
adatok segithetnek megérteni a kezelés soran észlelt valtozasokat a
betegek allapotdban, de adalékkal szolgalhatnak a betegség
patomechanizmusat illetéen is, mely elOsegitheti 0j terapias
lehetdségek kifejlesztését, ezaltal javithatja az adott betegcsoport

¢életmindségét és ¢letkilatasait.



CELKITUZESEK
Célul tiztik ki a szelektiv LDL aferezis kezelés hatisanak
vizsgélatat sulyos heterozigéta familiaris hiperkoleszterinémias

(HeFH) betegekben:

1. A szérum chemerin szintjére a betegeknél tortént els6 LDL
aferezis kezelés el6tti és utani értékek vizsgalataval, az
LDL aferezis soran hasznalt adszorber oszlop chemerin
megkotd kapacitasanak meghatarozasaval, és egy beteg
esetén az LDL aferezis kezelés hosszi tavi hatdsanak
megfigyelésével.

2. A szérum afamin szintjére a betegeknél tortént els6 LDL
aferezis kezelés el6tti és utani értékek vizsgalataval, az
értékek  egészséges  kontroll  populdcioval  torténd
Osszevetésével, és az LDL aferezis soran hasznalt adszorber
oszlop afamin megkotd kapacitdsanak meghatarozasaval.

3. A szérum a- és y-tokoferol szintjére a betegeknél tortént
els6 LDL aferezis kezelés elotti és wutani értékek
vizsgalataval, az értékek egészséges kontroll populacioval
torténd osszevetésével.

4. A szérum gélelektroforézissel meghatarozott LDL és HDL
szubfrakcidira.

5. A szérum tovabbi pro- és anti-atherogén hormonszerii
peptidjeinek (adiponektin, leptin, vaspin, omentin-1, RBP4,

PEDF, visfatin és obestatin) szintjére a betegeknél tortént



els6 LDL aferezis kezelés elotti és utani  értékek

vizsgalataval.



BETEGEK ES MODSZEREK
Sulyos heterozigéta familiaris hiperkoleszterinémias betegek
kivalasztasa

Vizsgalatainkba a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati
Intézet A épiiletének Lipid szakrendelésén gondozott sulyos HeFH
betegek kertiltek bevonasra, akiknél a gyogyszeres lipidcsokkentd
kezelés mellett is jelentésen célérték feletti low-density lipoprotein
koleszterin (LDL-C) szintet észleltiink, ezért szelektiv LDL aferezis
kezelés (DALI) elkezdése valt indokoltta. A vérvételek mindegyike a
betegek els6 DALI kezelése eldtt és utan tortént, egy esetben
végeztiink 12 hénapos kovetéses vizsgalatot a chemerin szintre
gyakorolt tartos hatas vizsgalata céljabol.

Az afamin és E-vitamin szintek vizsgalatakor egészséges
kontroll személyek is bevonasra keriiltek a Debreceni Egyetem
Belgyogyaszati  Intézet ,,A”  épiiletének  Ambulancidjarol.
Vizsgalatunkban a bevalasztas feltétele 21-70 év kozotti életkor volt.
A betegek a vizsgalat jellegér6l és céljardl szolo részletes
felvilagositast kovetéen beleegyezé nyilatkozatot irtak ala. A
Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga hozzajarult a vizsgalathoz.
Kizarasi kritériumként szerepelt az akut bakterialis vagy
virusfert6zés, az elmult harom honapban multivitamin készitmények
szedése, az emelkedett majenzimekkel jellemzett, vagy az
anamnézisben szerepld kronikus majbetegség és az alkohol- vagy
drogfiiggdség, az epekdvesség, a kozelmultban zajlott miokardialis
infarktus, a kezeletlen endokrin betegségek, a terhesség és a

szoptatas, a human immundeficiencia-virus pozitivitds, a sulyos



mentalis retardacié (intelligencia-hanyados: 1Q<40), és kizarasra
keriiltek az ismert daganatos vagy daganatellenes kemoterapiaban

részesiilo betegek is.

Vérvétel és laboratériumi paraméterek mérése

A vizsgalatba bevont betegektdl és a kontrolloktol 12 6ras
¢hezést kovetden vénas vérvétel tortént. A betegektol kdzvetleniil a
DALI kezelés végén is vénas vérmintat vettiink. A vérvételeket
kovetben a szérum - centrifugalassal torténd - elvalasztasa tortént. A
friss szérum mintdkbdl a Debreceni Egyetem Laboratériumi
Medicina Intézetében standard laboratoriumi modszerekkel
meghatdroztdk a szénhidrat- és lipidanyageserére jellemz6
paramétercket Cobas c¢501 tipusu analizatorral (Roche Litd,
Mannheim, Németorszag). A szérum Osszkoleszterin és a triglicerid
koncentracié meghatarozasa enzimatikus, kolorimetrias modszerrel,
a high-density lipoprotein koleszterin (HDL-C) és az LDL-C
esetében homogén, enzimatikus modszerrel (Roche HDL-C plus 3rd
generation és Roche LDL-C plus 2nd generation) tortént. Az
apolipoprotein Al (ApoAl), az apolipoprotein B (ApoB) és a
lipoprotein (a) (Lp(a)) értékét immunoturbidimetrias modszerrel
mérték  (Tina-quant Apolipoprotein  A-1 ver.2, Tina-quant
Apolipoprotein B ver.2 és Tina-quant Lipoprotein(a) ver.2). A
vizsgalatokat a gyartd altal megadott Gtmutatd szerint végezték.
Tovabbi laboratoriumi mérésekre a szérum mintakat -70 °C-on

helyeztiik el, és 2 honapon beliil felhasznaltuk.



LDL-aferezis

A Dbetegek szelektiv LDL aferezis kezelése DALI
mddszerrel tortént (Fresenius GmbH, Germany), mely soran DALI
750 adszorbens oszlopokat alkalmaztunk. A kezelés soran DALI
alapozd oldatot (primer solution), antikoaguldns citrat dextréz
oldatot (ACD-A), vérelvezetd csoveket és 4008 ADS
hemadszorpciés  monitort  (Fresenius HemoCare  Adsorber
Technology GmbH, St. Wendel, Germany) hasznaltunk.

A kezelést megel6zéen az adszorber oszlopokat 3x2000 ml
primer oldattal mostuk at 400 ml/perc aramlasi sebességgel. Az elsd
2 | oldat 20000 IU heparint tartalmazott. Feltoltés kozben az
adszorbenseket citrattal telitettiik. A beteg ACD-A infuziot kapott a
kezelés kozben. Az ACD-A oldatot a kezelés inditasakor 1:20
aranyban adagoltuk, melyet 1500 ml kezelt vérmennyiség utan 1:40
aranyra csOkkentettiink.

Az egyik konyokhajlat vénaja szolgaltatta a vérnyerési, a
masik a vér visszaadasi lehetdséget. A kezelések soran folyamatos
vérnyomas-megfigyelés zajlott. Az dsszes kezelés elott és utan vénas

vérvétel tortént.

Szérum chemerin, visfatin, PEDF, adiponektin, omentin-1,
vaspin, RBP4, leptin, obestatin és oxLDL szintek meghatarozasa

A szérum chemerin szint meghatarozas kereskedelmi
forgalomban kaphaté enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélati

(ELISA)  kittel (Human  Chemerin  Quantikine  ELISA,



katalogusszam: DCHMO00, R&D Systems, MN, USA) tortént a
gyart6 hasznalati Gtmutatasanak megfelel6en.

A szérum visfatin, PEDF, adiponektin, omentin-1, vaspin
szintjét kereskedelmi forgalomban kaphat6é szendvics ELISA kitek
segitségével végeztiik, az alkalmazasi elGiratban foglaltak szerint
hataroztuk meg (Biovendor GmbH, Germany).

A szérum RBP4 és a leptin szintet ugyancsak szendvics
ELISA modszerrel, kereskedelmi forgalomban 1évd kit segitségével
hataroztuk meg az alkalmazasi elGiratban foglaltak szerint (R&D
Systems, MN, USA).

A szérum obestatin szintet enzim immonoassay (EIA)
mddszerrel hataroztuk meg (Yanaihara Institute Inc., Shizuoka,
Japan), valamint az oxLDL koncentraciot szintén ELISA modszerrel
mértiik az alkalmazési el6iratban foglaltak szerint (Mercodia AB,

Svédorszag).

Szérum afamin szint meghatarozasa

A szérum afamin szint, valamint az oszloprol elualt frakciok
kaphato ELISA Kkittel (Afamin Human ELISA, katalégusszam:
RD194428100R, BioVendor, NC, USA) tortént a gyartd hasznalati

utmutatasanak megfeleléen.

Plazma a- és y-tokoferol szint meghatirozasa
Az a- és y-tokoferol mennyiségi meghatarozasa plazma

mintabol gazkromatografias-tomegspektrometrias (GC-MS)



modszerrel  tortént, korabbi irodalom alapjan, a mérés
optimalizalasahoz sziikséges modositasokkal.

A standard gorbe elkészitéséhez a belsé standard modszert
alkalmaztam. Az a- és y-tokoferol metanolos tdrzsoldataibol (o-
tokoferol, 1,0 mg/ml metanolban, certified reference material,
y-tokoferol 1,0 mg/ml metanolban, certified reference material,
Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA) metanollal (Sigma-Aldrich St.
Louis, MO USA) higitasi sort készitettem. A kalibraciés pontok a
kovetkezok lettek: a-tokoferol: 3,13; 6,25; 12,5 és 25 ug/ml, y-
tokoferol: 0,063; 0,125; 0,25 és 0,5 pg/ml. A standard oldatokhoz
bels6 standardként allandé mennyiségben (4 pg) adtam 2,2.5,7,8-
Pentamethyl-6-chromanolt (Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA)
metanolban oldva. A metanolt nitrogén aram alatt elparologtattam,
majd 130 pl Sylon™ HTP (HMDS+TMCS+Pyridine, 3:1:9, Sigma-
Aldrich St. Louis, MO, USA) szililez6 oldat hozzaadasa utan 30
percig 60 °C-on derivatizaltam. Ezutdn a szililezOszert ismét
nitrogén aram alatt elparologtattam a standardokrol, melyeket ezutan
50 pl n-hexanban (Merck, Darmstadt, Germany) oldottam fel.

A plazmamintak eldkészitéséhez 5 pl plazmahoz 100 pl 2,2,5,7,8-
Pentamethyl- 6-chromanol (4 pg/ml metanolban oldva) bels6
standardot, 100 ul metanolt és 95 ul fizioldgias so6oldatot adtam. Ezt
kovetoen az extrakcidohoz 1 ml n-hexant adtam a mintakhoz,
amelyeket ezt kovetden alaposan vortexeltem, majd centrifugaltam.
A feliiluszot ezutdn 1,5 ml-es mintatartd iivegekbe pipettaztam at,

majd a szerves olddszert nitrogén aram alatt elparologtattam. Végiil a
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mintdkat a standardoknal leirt moddon derivatizaltam, és a
mintael6készités végén 50 pl n-hexanban oldottam fel.

A GC-MS mérések Finnigan Trace GC Ultra gazkromatograftal,
illetve az ahhoz kapcsolt Polaris Q tdmegspektrométerrel torténtek
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). A mintakat
manualisan injektaltam egy Agilent J&W oszlopra (DB-5MS Ul; 60
m x 0,25 m x 0,25 pm), vivégazként héliumot hasznalva (dramlasi
sebesség: 1 ml/perc, allandé aramlasi mod). Az injektalasi térfogat 2
ul volt. Az injektalds splitless modban tortént, az injektor
hémérséklete a mérés soran végig 260 °C volt. A kolonna kezdeti
hémérséklete 150 °C volt 2 percig, majd 25 °C/perc felfiitési
sebességgel 300 °C-ra emelkedett, melyet tovabbi 15 percig tartott.
A teljes elemzési id6 23 perc volt. A tomegspektrométer szelektiv
ionkovetés (selective ion monitoring, SIM) modban mikodott. A
véalasztott ionok a kovetkezdk voltak: a-tokoferol-TMS: 237.3 m/z,
y-tocoferol- TMS: 488.4 m/z, 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-chromanol-
TMS: 292.3 m/z.

LDL- és HDL-koleszterin szubfrakciok vizsgalata

A Kkiilonbodzé lipoprotein szubfrakciok elkiilonitésésre Lipoprint
rendszert (Quantimetrix Corp., Redondo Beach, CA) hasznalunk,
amely egy csoves, nem-gradiens géleletroforézis rendszer. A
lipoprint haszndalataval a lipoproteinek mérete alapjan, 7 kiilonb6zd
LDL szubfrakcio és 10 kiilonb6zé HDL szubfrakcié vélaszthat6 el.
Az igy elvalasztott 7 LDL szubfrakcié a nagy, kevésbé denz LDL-1
és LDL-2 valamint a kis denz LDL-3,-4,-5,-6 és -7. A HDL
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szubfrakcios teszt esetén a nagy HDL szubfrakciohoz tartoz6 HDL-
1,-2,-3, a kozepes szubfrakcidhoz tartozé HDL-4,-5,-6,-7 valamint a
kis HDL szubfrakciohoz tartozé6 HDL-8,-9,-10 kiilonithetoek el.

A Lipoprint alkalmazasa sordn akrilamidot tartalmazé tivegcsovek
felsd részére 25 pl szérum mintat vittiink fel. A mintadkban 1évé
kiilonboz6 lipoproteineket 200 pl szudan fekete festéket tartalmazd
folyékony gél hasznalataval tettiik lathatova. 30 perces
fotopolimerizalast kdvetden a csdvek elektroforézis kadba keriiltek,
amelynek also és felsd részét Trist és borsavat tartalmazo puffer
oldattal toltottiik fel, ezutan a mintdk 3 mA/cs6 aramerdsség és 500
V fesziiltség mellett az LDL szubfrakcios teszt esetében 60 percig,
mig a HDL szubfrakciés teszt esetében 50 percig
elektroforetizalodtak. Végiill 30 perccel az elektroforézis utan a
lipoprotein szubfrakciokat tartalmazd csovek digitalizalasat és a
Lipoware szoftver (Quantimetrix Corp.) segitségével torténd
kiértékelését elvégeztik. Az atlagos LDL méretet (nm) a

denzitogram alapjan szintén a Lipoware szoftver szamitja ki.

Fehérje frakci6 poszt LDL-aferezis elicioja DALI 750
adszorbens oszloprél, és chemerin szint meghatirozas az
eluatumbol

aferezis oszloprdl Dihazi €s munkatarsai altal leirt modszer alapjan
végeztem. A DALI750 adszorbens oszlopokat foszfat-pufferes
sooldattal (pH 7,4) mostam at. A fehérje eliciot harom Iépésben

végeztem el, egymas utdn harom kiilonbdz6 pH-ji 250 ml acetat
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pufferrel a kovetkez sorrendben: pH 5,0; pH 4,0; pH 3,0. Ezt
kovetéen hataroztam meg a kiilonboz6 pH-ju pufferekkel kapott
kaphato ELISA kittel (Human Chemerin DuoSet ELISA,
katalogusszam: DY2324, R&D Systems, MN, USA) a gyartd

hasznalati utmutatasanak megfelelden.

Statisztikai elemzés

A vizsgalat statisztikai értékelését a STATISTICA version
8.0 szoftver segitségével végeztiikk (Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA).
El6szor normalitas probat alkalmaztunk a Kolmogorov-Smirnov
teszt segitségével. Normal eloszlas esetén az adatokat atlag+szoras
(SD) formajaban abrazoltuk, nem-normal eloszlasi paraméterek
esetén az adatokat median, ill. als6 és felsé kvartilis értékek
formajaban fejeztiik ki. A betegek kezelés el6tti €s utani eredményeit
parositott t-probaval vizsgaltuk. A betegek kezelés el6tti adatainak
Osszehasonlitasa a kontroll csoport értékeivel nem parositott t-teszt
hasznalataval tortént. A szignifikancia hatara ebben az esetben is
p<0,05 volt. Friedman-féle ANOVA és Kendall-féle rang-korrelacios
Osszehasonlito tesztet alkalmaztunk a kiilonb6z6 pH-ju pufterekkel

elualt chemerin koncentraciok dsszehasonlitasara.
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EREDMENYEK
Szelektiv LDL aferezis kezelés hatdsa szérum chemerin szintekre

A szérum chemerin szintek az Osszes betegben
szignifikansan csokkentek elsd aferezis kezelést kovetden, atlagosan
27,26%-kal (atlagosan 82,34 ng/ml-r61 59,09 ng/ml-re). Hogy a
kezelés sordn torténd higitds hatasat kizarjuk, a szérum
chemerin/kreatinin ardnyt is kiszdmoltam, amely 16,65%-0s
szignifikans csokkenést mutatott az els6 kezelések utan.

Az LDL aferezis szérum chemerin szintekre kifejtett hosszu
tava hatdsanak vizsgalatdhoz 10 kezelésen keresztiil vizsgaltuk az
egyik beteg kezelés eldtti szérum chemerin szintjeit. Azt talaltuk,
hogy a chemerin szint csokkend tendenciat mutat a 12 hoénapos
kovetés soran. A beteg az 6tddik kezelés utan a kezelések 3 honapos
felfiiggesztését kérte (csaladi okok miatt). Ezidd alatt a keringésben
1évé chemerin szint jelentésen novekedett, elérve az elsd kezelés
el6tti kiindulasi szintjét. Majd az LDL aferezis kezelés folytatasaval
a szérum chemerin koncentraciok elkezdtek csokkeni, jelezve a
folytonos kezelések fontossagat a szérum chemerin szint allando
csokkenésének megtartasahoz.

Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, hogy a chemerin fizikailag
kotédik az adszorber oszlophoz, a kezelést kovetden fehérje
frakciokat elualtunk az aferezis oszloprél harom kiilonb6z6 pH-ju
acetat puffer oldattal.

Az eludtumok mindegyikében sikeriilt chemerint kimutatni.
Szignifikansan tobb fehérje elualodott a magasabb pH-ji puffer
oldatokkal (p<0,01).
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Egyes kivalasztott betegek esetén Lipoprint modszert
alkalmazva LDL és HDL szubfrakcids vizsgalatokat végeztiink az
LDL aferezis kezelések elott és utan. A kezelés utan mind az LDL,
mind a HDL esetében kedvezé mennyiségi és mindségi valtozasokat
figyelhettiink meg. Ezek koziil a valtozasok koziil a legjelentdsebb
az, hogy az LDL aferezis jelentdsen csokkentette a Kis denz LDL

szubfrakciokat.

Szelektiv LDL aferezis hatidsa szérum afamin és plazma E-
vitamin szintekre

Az els6 kezelés minddssze atlagosan 9,4%-al csokkentette a
szérum afamin koncentraciokat. Ezzel parhuzamosan a HDL és
ApoAl szintek 10,5 és 14,1%-kal csokkentek. Kovetkezésképpen az
afamin/HDL  és  afamin/ApoAl  ardanyok nem  valtoztak
szignifikansan. A kiindulasi afamin szint szignifikdnsan magasabb
volt a HeFH-s betegekben a kontrollokhoz képest. Azt talaltuk, hogy
az a- és y-tokoferol szintek jelentdsen csokkentek (34,1 és 32,9%-
kal) a betegekben az LDL aferezis kezelés hatasara, mig az a-
tokoferol/6sszkoleszterin  és  y-tokoferol/Gsszkoleszterin  arany
szignifikansan emelkedett (41,4 és 40,3%-kal). A kiindulasi a- és y-
tokoferol szintek szignifikdnsan magasabbak voltak a betegekben az
egészséges kontrollokhoz viszonyitva. Ezzel ellentétben az a-
tokoferol/6sszkoleszterin és y-tokoferol/dsszkoleszterin aranyok a
kezelés eldtt a kontrollokhoz hasonldak voltak a betegeknél.

A kiindulasi oxidalt LDL szint szignifikansan magasabb

volt a betegekben a kontrollokhoz képest. Tovabba a kezelés soran

15



az oxidalt LDL szint szignifikansan csokkent (-57,4%) a betegeknél.
A kis HDL részecskék aranya szignifikansan csokkent, mig a nagy
HDL részecskék ardnya némileg nétt, ezzel az aferezis kezelést
kovetden egy eltolodast eredményezve a nagyobb méreti HDL
szubfrakciok irdnyaba. A kiindulasi kis HDL részecske arany
szignifikdnsan magasabb, mig a kiindulasi nagy HDL részecske
arany szignifikansan alacsonyabb volt az HeFH betegekben az

egészséges kontrollokhoz képest.

A szelektiv LDL aferezis hatisa tovabbi pro- és anti-atherogén
hormonszerii peptidek szintjére

A szelektiv LDL aferezis hatasa a vizsgalt pro- és anti-
atherogén hormonszeri peptidek szintjére valtozd6 mértéki, de
szamos peptid, példaul az omentin-1 (-75,32%) és a vaspin
(-58,53%) esetén igen kifejezett. Minden vizsgalt peptid szintje
csOkkenést mutat, de az alacsony betegszam és a jelentds mértéki
szoras miatt csak a visfatin, PEDF, omentin-1 és vaspin esetén

bizonyult szignifikans mértékiinek.
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AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.

A szelektiv LDL aferezis kezelés sulyos heterozigota familiaris
hiperkoleszterinémias betegekben szignifikdnsan csokkenti a
szérum chemerin szintjét az els6 kezelés sordn. A csokkenésért
a chemerin kikotédése az LDL aferezis soran hasznalt
adszorber oszlophoz a felelds. Egy beteg esetét vizsgalva az
LDL aferezis kezelés hossztavon is hatékonyan csokkenti a
chemerin szérum szintjét.

A szérum afamin szintje mérsékelten csokken az elso szelektiv
LDL aferezis kezelés hatdasara. A betegek kiindulasi afamin
szintje szignifikansan magasabb a kontrollokhoz képest. Az
LDL aferezis soran hasznalt adszorber oszlop kimutathatd
mennyiségben nem képes megkdtni az afamint.

A szérum a- és y-tokoferol szintje jelentésen csokken az elsé
LDL aferezis kezelés soran, ezzel szemben az o-
tokoferol/6sszkoleszterin €s a y-tokoferol/dsszkoleszterin arany
szingifikansan emelkedik a kezelés hatasara. A kiindulasi a- és
y-tokoferol szintek szignifikdnsan magasabbak a betegekben,
ugyanakkor az a- tokoferol/G6sszkoleszterin és a v-
tokoferol/6sszkoleszterin ardny hasonld a betegekben és
kontrollokban a kezelés elétt.

Az LDL aferezis kezelés jelentésen csokkenti a kisebb és
strtibb LDL szubfrakciok szintjét Lipoprint moédszerrel
vizsgalva. A kisebb HDL partikulumok ardnya szignifikdnsan

csokken, mig a nagy HDL partikulumoké kissé n6, igy a HDL
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szubfrakciok aranya a nagyobb méretli részecskék iranyaba
tolodik el.

Az egyéb vizsgalt hormonhatast peptidek (adiponektin, leptin,
vaspin, omentin, RBP4, PEDF, visfatin és obestatin) szérum
szintje is csOkken a kezelés hatasara, de a valtozas csak a
visfatin, PEDF, omentin-1 és vaspin szintek esetén szignifikans

mértekii.
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MEGBESZELES

Az elozetes adatokkal megegyezéen a szelektiv LDL
aferezis kezelés jelentsen csokkentette az LDL-C és Lp(a) szinteket
FH betegekben. Ismert, hogy az LDL aferezis egyéb, az
érelmeszesedés ellen védd pleiotrop hatasokkal is rendelkezik
azaltal, hogy csokkenti szamos proinflammatorikus peptid plazma
koncentracidjat, beleértve citokineket, kemokineket, adhézios
faktorokat és a C-reaktiv proteint is. Habar ezeknek a folyamatoknak
a mechanizmusa még nem ismert, felmeriil a feliilethez torténd direkt
kotodés, gén transzkripeion €s transzlacion keresztiil torténd indirekt
valtozasok szerepe is. Dihazi és munkatarsai LDL aferezis el6tti és
utani szérum mintdkat hasonlitott &ssze proteomikai vizsgalattal.
Tobb, mint 70 funkcionalis peptid szignifikans csdkkenését irtak le,
beleértve olyan fehérjéket, amelyek a véralvadasi rendszer részei,
valamint olyanokat, melyek adhézios, reoldgiai és gyulladasos
szereppel birnak. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy kezelés
kozben erds kolcsonhatds van az oszlop €s egyes szérumfehérjék
kozott, mig masok kiilonféle molekulak modosult génexpresszidjat
irtak le az aferezis kezelést kovetden.

A chemerin egy, a fehér zsirszovet altal termelt
proinflammatorikus, ezaltal pro-atherogénnek tartott szérum fehérje.
Legjobb tudomasunk szerint az LDL aferezis hatdsat szérum
chemerin szintekre korabban nem vizsgaltak. Vizsgalatunk soran azt
talaltuk, hogy a szérum chemerin szint a szelektiv LDL aferezis utan
jelent0sen csokkent az HeFH-s betegekben. Szintén bemutattuk -

habar csak egy beteg esetén -, hogy a folyamatos kezelés sziikséges
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ahhoz, hogy a szérum chemerin szint tartéosan alacsonyabb maradjon.
Az LDL-C szint csokkentésén til a keringésben 1évé chemerin
koncentracié csokkentése az LDL aferezis kezelés tovabbi hasznos
hatdsa lehet a chemerin feltételezett proinflammatorikus és pro-
atherogén tulajdonsadgai miatt. Mivel jelenleg az LDL aferezis a
sulyos hiperlipidémidknak nem széles korben alkalmazott kezelése,
vizsgélatainkat limitalt betegszamon végeztik. Természetesen
indokolt a jovében nagyobb betegpopulacidkon tovabbi vizsgalatok
elvégzése, hogy alatimasszuk az LDL aferezis a chemerin szintre
kifejtett rovid- és hosszu tavu hatasait.

LDL aferezis kezelés utin szignifikdns mennyiségli
chemerint tudtunk eludlni az aferezis oszloprél. Mindez alatamasztja
azt a feltételezést, hogy a chemerin fizikailag kotddhet az aferezis
oszlophoz, habar a kotédés pontos mechanizmusa nem ismert. Az
irodalomban ugyan nincs informacié a chemerin toltésérdl, de
feltételezhetjiik, hogy hasonldéan az ApoB100 tartalmu, pozitivan
toltott lipoprotein részecskékhez, a chemerin is direkt modon
kotddhet az oszlophoz. Masfeldl az is lehetséges, hogy a chemerin a
pozitiv toltéssel rendelkezd lipoprotein részecskékhez kapcsolodik,
¢s ezaltal indirekt modon ko6tddik az adszorber oszlophoz. A kotédés
pontos  mechanizmusanak  feltardsara  tovabbi  vizsgalatok
sziikségesek.

Korébbi tanulmanyok kimutattdk, hogy az LDL aferezis
kezelés a kicsi, denz, kiillondsen pro-atherogén LDL szubfrakcio
lecsokkenésével jar, és a szubfrakcidés mintazatot egy sokkal kevésbé

atherogén iranyba valtoztatja meg. Vizsgalatunkban azt talaltuk,
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hogy az LDL szubfrakciok mind mennyiségben, mind aranyaiban
kedvezden valtoztak az aferezis kezelést kdvetden, elérve a kicsi,
denz, er6sen atherogén LDL szubfrakciok erdteljes csokkenését. A
kis, denz LDL szubfrakciok fokozottan érzékenyek az oxidativ
modositasokra, ezért kulcsfontossagliak az  ateroszklerdzis
folyamatanak elinditisdban és progresszidjaban. gy ezeknek a
szubfrakcioknak a  csokkentése a  magas kockazatl
betegesoportokban kiemelt fontossagu lehet. A fenti eredmények
alapjan az aferezis kezelés lipid szubfrakciokra kifejtett hatasa
hozzajarulhat a chemerin szint jotékony csokkenéséhez.

Az oxidativ folyamatok kiemelt szerepet jatszanak az
érelmeszesedés  kialakuldsdban, ugyanis az LDL oxidativ
moddosulasa révén jelentds szerepiik van az érfali habos sejtek, majd
a plakk kialakulasaban. Tovabba a HDL részecskék oxidativ
modosulasa csokkenti a HDL érelmeszesedéssel szembeni védo
hatasat. Ezért az antioxidans hatasunak tartott vitaminok, példaul az
E-vitamin szerepét évtizedek ota intenziven tanulmanyozzak. Az E-
vitaminként ismert tokoferolok a lipoproteinek egyik legfontosabb
antioxidansanak szamitanak.

Az afamin egyike az E-vitamin szallitdsban szerepet jatszo
szérum fehérjéknek, igy szintje lényeges lehet az E-vitamin
szérumszintjének fenntartdsdban. Emellett az afamin részt vesz a
sejtek apoptozisanak és oxidativ folyamatainak szabalyozéasaban.
Szérum szintje markere pl. a 2-es tipusu diabetesnek €s a terhesség
alatt észlelt metabolikus valtozasoknak. Emellett az afaminhoz

kotoédnek egyes un. Wnt fehérjék, melyek fontos szerepet jatszanak
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az Ossejt regeneracid, a csontképzO6dés, immunszabalyozas és a
daganatképzédés folyamatanak szabalyozasdban. Az FH-ra a
fokozott oxidativ stressz és felgyorsult érelmeszesedés mellett
jellemzé a csontképz6dés mindségi zavara is, elsdsorban a
csontstirliség csokkenése, igy ebben a betegségben az afamin szint
vizsgélata kiilondsen fontos lehet. Az LDL aferezis kezelés hatasat
szérum afamin szintekre eddig még nem vizsgaltak. Vizsgalatunk
soran azt talaltuk, hogy FH betegeknél a szérum afamin szint
lecsokkent az LDL aferezist kovetden, de csokkenés mértéke csupan
atlagosan 9,4% volt. Ezzel parhuzamosan a HDL-C és ApoAl szint
szintén csokkent 10,5 és 14,1%-kal. Mindez utalhatna arra, hogy az
afamin csokkenése a HDL és ApoAl szint csokkenésébdl adodik.
Valdjaban az afamin minddssze 13%-a kering HDL-hez kotott
formaban, igy ez Onmagiban nem magyardzza az afamin szint
csokkenését. Ugyanakkor korabbi vizsgalatok azt igazoltak, hogy az
afamin dontden a kicsi, denz HDL részecskékhez asszocialva kering.
gy a sajat vizsgalatunk altal is igazolt eltolodas a nagyobb HDL
szubfrakciok iranyaba hozzajarulhat az afamin szint csokkenéséhez a
kezelés soran. Az oszloprdl a kezelés végén leoldott eludtumban nem
sikeriilt afamint kimutatni, melybdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
aferezishez hasznalt oszlop valosziniileg kozvetett modon tavolitja el
a lipoproteinhez kotott afamint, és direkt kikotddés az oszlop
feliiletén nem jon 1étre.

Az afaminrdl leirtdk, hogy in vitro és vivo kotédik az E-
vitaminhoz tobb kotdhelyen keresztiil. Kiilondsen nagy affinitassal

kotddik az a- és y-tokoferolhoz, amelyek a legfontosabb E-vitamin
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formak. Ezért feltételeztiik, hogy a korabbi vizsgalatokban leirt
szelektiv LDL aferezist kovetd a- és y-tokoferol csokkenést az
afamin szint csokkenés okozhatja. Osszhangban az eddigi
eredményekkel azt talaltuk, hogy az a- és y-tokoferol szint jelent6sen
csokkent az FH-s betegekben az LDL aferezis kezelést kovetden. Az
a-tokoferol/6sszkoleszterin  és y-tokoferol/dsszkoleszterin  ardny
szignifikdnsan emelkedett, mivel a koleszterinszint csokkenése
kifejezettebb volt, mint a tokoferol szinteké. Az a- és y-tokoferol
szint csOkkenésének mértéke szignifikdnsan kifejezettebb volt az
afamin szint csokkenéshez képest. Erdekes médon az FH-s betegek
a- és y-tokoferol szintjének csokkenése legjobban az LDL-C szint
csokkenésével korrelalt, és nem az afamin szint csOkkenésével. Ezen
eredmények alapjan az afamin szintje nem meghatarozo6 tényez6 az
a- és y-tokoferol szérum szintjeinek alakulasaban. Az afamin
aranylag szerény, mig az oxidalt LDL markans csokkenése kozvetett
bizonyitékot szolgaltat arra, hogy az afamin nem kotédik az
oxidativan modosult LDL részecskékhez. A betegek magasabb a- és
y-tokoferol szintje az egészséges kontrollokéhoz viszonyitva
egybevag korabbi vizsgalatok eredményeivel, amelyek magasabb E-
vitamin szinteket irtak le hiperlipidémia esetén. Ezzel ellentétben
egy masik tanulmany megallapitotta, hogy az FH betegek abszolut a-
tokoferol szintje hasonld volt az egészséges kontrollokéhoz, mig az
a-tokoferol/0sszkoleszterin arany jelentésen alacsonyabb volt FH-S
betegekben. A genetikai heterogenitds és az eltérd lipid csokkentd
gyogyszeres kezelés magyardzhatja az egyes vizsgalatok kozotti

kiilonbségeket. Az E-vitamin magas zsiroldékonysdga miatt a
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tokoferol szint 6sszkoleszterin szinthez viszonyitott aranya a szérum
antioxidans potencialjanak jobb indikatora lehet, mint a teljes
tokoferol  szint. Az  aferezis  utdni  emelkedett -
tokoferol/6sszkoleszterin  és  y-tokoferol/dsszkoleszterin  arany
jelezheti a szérum antioxidans potencidljanak emelkedését FH-s
betegekben.

FH-s betegek esetében szignifikans csokkenést talaltunk az
oxidalt LDL szintben az LDL aferezis kezelést kdvetben, ami az
aferezis oxidativ folyamatokra kifejtett kedvez6 hatasat jelzi. Ezen
megfigyelésiink egybevag a korabbi irodalmi adatokkal.
Vizsgalatunkban a betegek oxidalt LDL szintje a kezelést kdvetden
még a kontrollokénal is alacsonyabb volt. LDL aferezis kezelés
soran az oxidalt LDL szint kifejezett csokkenése, valamint az a- és
y-tokoferol/dsszkoleszterin ~ arany  emelkedése alapjan  arra
kovetkeztethetiink, hogy az oxidalt LDL nem csupan afaminban
szegény, de kevés a- és y-tokoferolt is tartalmaz FH betegekben. Ez
azt sugallja, hogy az FH betegekben a magasabb a- és y-tokoferol
szint ellenére az oxidalt LDL szubfrakciokban az a- és y-tokoferol
funkcionalis hianya alakulhat ki.

LDL aferezis soran eltolodast tapasztaltunk a nagyobb
HDL-szubfrakciok iranyaba. A HDL szubfrakciok aferezis soran
jelentkezé valtozéasait kevesen vizsgaltak, és el6zdleg kiilonbozd
modszereket alkalmaztak a mérésiikre, ezért ezeket az eredményeket
nehéz dsszehasonlitani. Egy korabbi tanulmanyban azt irtak le, hogy
az LDL aferezis csokkenti a pre-f1-HDL szintjét familidris

hiperkoleszterinémiaban, ami a koleszterin efflux kapacitas atmeneti
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kimeriilését okozhatja. A megfigyelés hosszi tava klinikai
jelentdsége nem tisztazott. Vizsgalatunkban FH-s betegekben a kis
HDL részecskék aferezis eldtti aranya szignifikdnsan magasabb volt,
mig a kiinduldsi nagy HDL részecskék aranya szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult az egészséges kontrollokéhoz képest. Ezt
az eltolodast a kisméreti HDL részecskék iranydba az aferezis
kezelés részben korrigalta, ramutatva arra, hogy az aferezis kedvez6
hatassal lehet a gél-clektroforézissel mért HDL szubfrakciok
megoszlasara.

Vizsgalatainkat illeten korlatozd tényezd lehet a bevont
egyének viszonylag kis szdma, mely csokkenti tanulmanyunk
statisztikai erejét. Ugyanakkor eredményeink hangstlyozzak az
aferezis kezelés non-lipid hatdsainak potencialis jelentdségét.
Tovabba a vizsgalatba bevont FH betegek kombinalt statin és
ezetimib kezelésben részesiiltek, amely befolyasolhatja az a- és y-
tokoferol szinteket. Meg kell azonban jegyezni, hogy az oralis lipid
csokkent6 kezelések felfliggesztése ezekben a sulyos esetekben nem
elfogadhato.

A szelektiv LDL aferezis kezelés chemerin és afamin
szintekre gyakorolt hatasat latva egyéb biologiailag aktiv,
hormonhatasu fehérjék vizsgalatat is elvégeztiik. A vizsgalt peptidek
kozott az érelmeszesedés szempontjabol védd ¢€s kedvezdtlen
hatastiak egyarant szerepeltek. A varakozasnak megfeleléen minden
vizsgélt peptid szérum szintje csokkent az LDL aferezist kdvetden,
de a csokkenés mértékében észlelt kiilonbségek igen szembetiindek.

A csokkenés a pro-atherogén visfatin és PEDF, illetve az anti-
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atherogén omentin-1 ¢és vaspin esetén bizonyult szignifikans
mértékiinek. Mivel ezek a fehérjék egymasra is szabalyozoé hatast
fejtenek ki, egyfajta halozatot képezve a szabdlyozasi
folyamatokban, a jévében indokolt lenne komplex formaban torténd
vizsgélatuk. Eredményeink arra utalnak, hogy ez a szelektivnek
gondolt extrakorporalis eljaras sokkal jelent6sebb és valtozatosabb
hatast fejthet ki a betegekben, mint azt korabban feltételeztiik. Az
LDL aferezis kezelés lipidszintek csokkentése mellett modositja az
zsirszoveti, gasztrointesztinalis €s hepatikus eredeti  bioaktiv
fehérjék aranyat, mely tovabbi metabolikus modosulasok

kialakulasahoz vezethet.
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OSSZEFOGLALAS

A familidris hiperkoleszterinémia (FH) egy velesziiletett
genetikai korkép, mely jelentdsen emelkedett szérum low-density
lipoprotein (LDL)-koleszterin (LDL-C) szinttel jar. A szelektiv LDL
aferezis egy extrakorporalis lipidcsokkenté eljaras, mely jelentsen
csokkenti az LDL-C szintjét. A lipidcsokkentésen tul az LDL
aferezis egyéb kedvezd, példaul anti-atherogén, antitrombotikus és
anti-inflammatorikus hatasokkal is rendelkezik. Csokkenti emellett
szamos hormonhatasu pro-és anti-inflammatorikus peptid €s citokin
szintjét. Eddig csak néhanyan vizsgaltak az LDL aferezis adipokin
szintekre kifejtett hatdsat. A chemerin egy adipokin, mely az
adipogenezist, a lipid- és glikoz anyagcserét szabalyozza. Bar a
zsirszovet €s az emésztorendszer altal termelt hormonszerii peptidek
szerepe egyre nyilvanvalobb, szamos adat, koztiik a chemerin szintek
valtozasa sem ismert az LDL aferezis kezelés hatasara. Az E-vitamin
egy antioxidans, melynek kedvezd hatasat feltételezik az
érelmeszesedés megeldzésében és kezelésében. A leginkabb ismert
formai az a- és p-tokoferol. A human afamin egy szérum
glikoprotein, melyet az E-vitamin specifikus kot6 fehérjéjeként
ismeriink, igy az E-vitamin testnedvekben torténd szallitasaért
felelhet. Az afamint foként a maj termeli, majd a keringésben
részben az apolipoprotein Al (ApoAl)-t hordozé high-density
lipoprotein (HDL) szubfrakcidkhoz kotott. Az LDL aferezis hatdsara

bekovetkezd afamin szint valtozasat eddig nem vizsgaltak.
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Hormonhatasu peptidek (chemerin, leptin, adiponektin,
visfatin, PEDF, omentin-1, obestatin, vaspin, RBP4), az afamin és az
oxidalt LDL szérum szintjét vizsgaltuk ELISA modszerrel hat sulyos
heterozigéta FH betegben kozvetleniil életiik elsé szelektiv LDL
aferezis (DALI) kezelése el6tt és utdn. Az afamin és E-vitamin
szinteket nemben és korban illesztett kontrollokban is lemértiik.
Vizsgaltuk emellett a lipidszintek, az LDL és HDL szubfrakciok,
valamint az a- és y-tokoferol szintjének valtozasat a kezelés hatasara.
Az LDL ¢és HDL szubfrakciokat gélelektroforézissel (Lipoprint)
vizsgéltuk. A szérum a- és y-tokoferol szinteket gazkromatograf-
tomegspektrométerrel detektaltuk. A DALI oszlophoz kotott
chemerint elualtuk és szintjét meghataroztuk.

Az elsé LDL afarezis kezelést kovetéen szignifikansan
csokkent a szérum chemerin és oxidalt LDL szintje (27,26%-Kal, ill.
57,4%-kal). Hogy igazoljuk a chemerin DALI oszlophoz kot6dését,
a fehérjéket kiillonb6z6 pH-ju acetat puffer oldatokkal elualtuk. Az
eluatumok  mindegyikében  sikeriilt  chemerint  kimutatni.
Szignifikansan tobb fehérje elualdédott a magasabb pH-ju puffer
oldatokkal (p<0,01).

Az els6 kezelés atlagosan csupan 9,4%-kal csokkentette a
szérum afamin szintjét. Ezzel parhuzamosan 10,5%-kal, ill. 14,1%-
kal csokkent a HDL és az ApoAl szintje. A kiindulasi afamin szint
szignifikansan magasabb volt a betegekben a kontrollokhoz képest.
Mig az a- és y-tokoferol szintek jelentésen csokkentek, az a-
tokoferol/6sszkoleszterin és a y-tokoferol/dsszkoleszterin aranyok

szingifikansan emelkedtek a kezelés hatasara. A kiindulasi a- és y-
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tokoferol szintek szignifikansan magasabbak voltak a betegekben,
ugyanakkor az a- tokoferol/dsszkoleszterin és a  y-
tokoferol/6sszkoleszterin aranyok hasonléak voltak a betegekben és
kontrollokban a kezelés eldtt. Az egyéb vizsgalt hormonhatasu
peptidek szérum szintje is csokkent a kezelés hatdsara, de a valtozas
csak a visfatin, PEDF, omentin-1 és vaspin szintek esetén volt
szignifikdns mértékii. Az LDL aferezis kezelés jelentSsen
csokkentette a kisebb és siiriibb LDL szubfrakciok szintjét. A kisebb
HDL partikulumok aranya jelentdsen csokkent, mig a nagy HDL
partikulumoké kissé nétt, igy a HDL szubrakciok aranya a nagyobb
méretl részecskék iranyaba tolodott el.

Igazoltuk az LDL aferezis kezelés jelentds hatasat szamos
keringé hormonhatasu peptid, koztiik a chemerin szérum szintjére.
Demonstraltuk, hogy a chemerin csokkenés hatterében annak a
kezelés soran a DALI oszlophoz torténé kikotodése all.
Eredményeink arra utalnak, hogy az a- és y-tokoferol a keringésben
els6sorban a lipoproteinekhez ¢és kevésbé egyéb hordozo
fehérjékhez, példaul az afaminhoz kotédik, amelynek szintje alig
csokken az aferezis kezelés soran. Az LDL aferezis ezen tovabbi,
nem lipid hatasai hozzajarulhatnak a kardiovaszkularis kockazat

csokkentése¢hez FH betegekben.
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