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1. Bevezetés

A plazma lipoproteinek hagyomanyosan a triglicerid, koleszterin és annak észtereinek szallitasat
végzO bonyolult biokémiai struktardk, amelyek a szallitasi feladatokon kiviil rendkiviil sokrétii
bioldgiai funkcidt toltenek be. A lipoproteinek ugyanis nem egyszeriien lipidekbdl és
proteinekbdl allo partikulumok, hanem méretiik, denzitasuk, szerkezetiik és a funkcidjuk alapjan
heterogén szubfrakciokra oszthatok. A kis stiriségii lipoprotein (low density lipoprotein — LDL)
szubfrakcioi koziil a kis, denz LDL szubfrakci6 a legkdonnyebben oxidalhatd lipoprotein
partikulum, amely oxidalodasaval noveli a szervezet oxidativ stressz allapotat, ezaltal elinditva a
szabadgyokos folyamatok felgyorsuldsat, mindezek késébb fokozott kardiovaszkularis rizikbhoz,
ill. az érelmeszesedés elérehaladasahoz vezethetnek. Az érelmeszesedés szempontjabol a
nagyobb, kevésbé denz LDL szubfrakciok kevésbé karositd hatastiaknak tekinthetok. Ezzel
szemben a nagy stiriségli lipoprotein (high density lipoprotein — HDL) védo szerepet tolt be az
atherosclerosis folyamatidban. A nagy kevésbé denz HDL szubfrakciok magasabb
trigliceridtartalmuknal fogva a reverz koleszterin transzportban vesznek részt, mig a kis denz
HDL szubfrakcidknak a hozza asszociédltan keringd antioxiddns enzimeken keresztiil fokozott
antioxidans hatdsa van. A HDL enzimei koziil legkifejezettebb antioxidans hatdsa a human
paraoxonaz-1 (PON1) enzimnek van.

Korabbi tanulmanyokban széles korben vizsgaltak az elhizas (kiilondsen a visceralis zsirszovet
felhalmozodasaval 1étrejovo centralis elhizas) soran kialakulo lipid abnormalitasokat, elsdsorban
a kis denz LDL megjelenését (Hirayama és Miida, 2012). Leirtdk tovabba a kis denz LDL
szubfrakcié magasabb triglicerid szinttel, ill. alacsonyabb HDL-koleszterin (HDL-C) szinttel valod

kapcsolatat, amely az atherogén lipidprofilhoz jarul hozza (Rizzo és Berneis, 2006). A HDL



szubfrakciok ardnya elhizas sordn eltolodik a kis, denz HDL szubfrakciok irdnyaba, a HDL
viszont a szerkezetében bekdvetkezd valtozasok miatt csak korlatozottan képes ellatni
antioxidans feladatait. A zsirszovet tovabba szamos, gyulladasos folyamatokban szerepet jatszo
adipokint pl. chemerint termel, amelyek emelkedett szintje ndveli a kardiovaszkularis rizikot,
valamint az elhizas, diabetes mellitus, metabolikus szindroma, dyslipidaemia, hypertensio
kialakuldsdnak valoszinliségét is. Mivel a szérum chemerin szint szdmos metabolikus
rizik6faktorral mutat 0sszefiiggést (Lehrke és mtsai, 2009), ezért feltételezziik, hogy a chemerin a
lipoprotein szubfrakcidkkal is kapcsolatban allhat.

Nemcsak az elhizds folyamatdban, hanem 0©roklott koleszterin anyagcserezavarral jard
megbetegedésekben, szindromékban lehet kiemelkedd jelentdsége a lipoprotein szubfrakcioknak.
Smith-Lemli-Opitz szindroméaban (SLOS) a 7-dehidrokoleszterin (7DHC) reduktdz enzim
részleges vagy teljes hidnya miatt a koleszterin szintézis folyamata megreked, ezért a plazma
Osszkoleszterin szintje rendkiviil alacsony, mig a 7DHC szdveti és plazma szintje felszaporodik,
amely sulyos mentalis és szomatikus retardaciohoz vezet (Tint és mtsai, 1995a). Mindezek
alapjan felvetddik annak a lehetdsége, hogy az SLO szindroémdban tapasztalhatdé alacsony
Osszkoleszterin szint mellett az LDL és HDL szubfrakciok ardnya is eltolodhat. Tovabba a
sejtekben felszaporodo toxikus hatasu 7DHC fokozza a szervezetben zajlo oxidativ folyamatokat,

igy feltétezhetjiik, hogy a HDL antioxidans hatasa is csokken.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Lipoproteinek

2.1.1. A plazma lipoproteinek altalanos struktaraja

A lipoproteinek bonyolult lipid és protein komplexbdl all6 makromolekularis partikulumok,
amelyek a lipidek és mas zsiroldékony molekulak szallitasat végzik a plazméban és a kdzponti
idegrendszerben. Ezek a gomb alaku strukturdk szerkezetiiket tekintve kiviilrdl amfipatikus
tulajdonsagu, periférias és integrans fehérjéket tartalmazo lipid monorétegbdl, ill. trigliceridbol és
koleszterin-észterb6l allo hidrofob lipid magbol allnak (Small, 1986). A plazma lipoproteinek
méretiiket tekintve 5 - >1000 nm atmérdjiiek lehetnek, méretiik és denzitasuk alapjan 6t fobb
csoportra oszthatoak (1. tablazat). 1) A legkisebb slrliségli, nagy denzitasu high-density
lipoproteinre (HDL); 2) kis denzitasta lipoproteinre (low density lipoprotein — LDL); 3)
intermedier denzitasu lipoproteinre (intermediate density lipoprotein — IDL); 4) nagyon Kis
denzitast lipoproteinre (very low density lipoprotein — VLDL), valamint 5) kilomikronra és
kilomikron remnantokra (Jonas, 2002).

A lipoproteinek hidrofil kopenyében elhelyezkedd fehérjék jelentds hanyadat az apolipoproteinek
(apoproteinek) alkotjak (1. tablazat). Az apolipoproteinek nemcsak a lipoproteinek
stabilizalasdban, hanem a receptor ligandok aktivalasdval a metabolikus folyamatok
szabalyozasaban, ill. az enzimatikus folyamatok aktivalasaval a lipoproteinek metabolizmusaban
jatszanak szerepet. A majban szintetizalo6dd, VLDL-hez, IDL-hez és LDL-hez kotott apoB-100 és
az intestinumban képzodo kilomikronokhoz k&tott apoB-48 apolipoproteinek kivételével az
apolipopropteinek reverzibilisen asszocialodnak a lipoproteinekhez, dinamikusan cserélddhetnek

az egyes partikulumok kozott (Jonas, 2002).



1. tablazat: A lipoproteinek osztalyozasa denzitasuk szerint (Jonas, 2002 alapjan)

Kilomikron VLDL IDL LDL HDL
Denzitas (g/ml) <0.95 0.95-1.006  1.006-1.019  1.019-1.063  1.063-1.210
Atmérd (nm) 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
Teljes lipid tartalom (%wt) 98 90 82 75 67
Osszetétel, % széraz tdmeg
Fehérje 2 10 18 25 33
Triglicerid 83 50 31 9 8
Nem észt_erlfikélt 8 29 29 45 30
koleszterin-észterek
Foszfolipidek (%wt lipid) 7 18 22 21 29
B-48, A-1, A- B-100, E, ) 1A
F6bb apolipoproteinek IV, E, CI, Cl, ClIlI, B-100, E Cl, B-100 AL AL C,
clL Chl cil Cll, Cli Cll, Clll, E

VLDL, very low-density lipoprotein; IDL, intermediate density lipoprotein; LDL, low-density
lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein

2.1.2. Lipoprotein metabolizmus

A lipoproteinek szerepét a szervezetben két f6 metabolikus utvonal segitségével foglalhatjuk
Ossze. Egyrészt az apoB tartalmt lipoproteinek (kilomikronok, VLDL, IDL, LDL) szallitjdk a
koleszterin és triglicerid molekuldkat a majbol és a bélhamsejtekbdl az izomzatba és a
zsirszOvetbe; masrészt a periférias szovetekben 1évo felesleges koleszterin a madjban
metabolizalodva az epén keresztiil iiriil ki a szervezetbdl. Ezt a folyamatot nevezziik a HDL altal
medialt reverz koleszterin transzportnak. Mindkét folyamat lipidanyagcsere zavarral jaro
korképekben sériil, magaval vonva a kiilonb6z6 dyslipidaemiak megjelenését. A lipoprotein

metabolizmus sematikus abraja az 1. dbran lathato.
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1. abra: Lipoprotein metabolizmus (Cohen, 2009, Fisher és mtsai 2012, alapjan). Roviditések:
ABCAL, ATP-koto kazetta protein-Al; apoA-I, apolipoprotein A-I; apoC-I11, apolipoprotein C-II;
apoE, apolipoprotein E; CETP, koleszterin-észter transzfer protein; HDL, high-density
lipoprotein; HSPG, heparan szulfat proteoglikan; IDL, intermediate density lipoprotein; LCAT,
lecitin:koleszterin aciltranszferaz; LDL, low-density lipoprotein; LDLr, LDL receptor; LRP-1,
LDL-hez kotott protein-1; MTP, mikroszomalis triglicerid traszfer protein; PLTP, foszfolipid

transzfer protein; SR-BI, scavenger receptor Bl; VLDL, very low-density lipoprotein
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A triglicerid transzportja az apoB tartalmt lipoproteinek széllitdsdval valosul meg a plazman
keresztiil a vazizomzat felé, el0segitve a megfeleld energiatermelést; valamint a zsirszovet felé,
ahol a feleslegben 1évd zsirsavak energia formdjaban raktdrozodnak. A bélhamsejtekben az
étkezéssel felvett trigliceridek az apoB-48 tartalmu kilomikronokba csomagolodnak, majd onnan
a nyirokrendszeren keresztiil a véraramba keriilnek (Cohen, 2009, Igbal és Hussain, 2009).

A mijban termelddd endogén trigliceridek az apoB-100 tartalmi VLDL partikulumokban
kozvetleniil a plazmaba szekretdlodnak. Ez ugy torténik, hogy a hepatocitak endoplazmatikus
retikulumaban a riboszomak 4altal expresszalt apoB-100 és a keletkezd trigliceridek a
mikroszomalis triglicerid transzfer protein (MTP) hatasara VLDL-ké szerelddnek Ossze. A
koleszterin-észterek egy egyeldre nem tisztazott mechanizmus soran beépiilnek a VLDL magba,
majd a VLDL a Golgi apparatusba transzportalddik. Itt a VLDL tovabbi triglicerideket vesz fel az
MTP ¢és az apoC-III altal (Hussian és mtsai, 2003). Az érett VLDL igy a plazmaba kerill. A
plazmaban a VLDL a hozza asszocialodd apoC-II hatisara teljes mértékben aktivalodik
(Shachter, 2001), igy az endothel sejtek felszinén lehetdvé valik a VLDL kotédése a lipoprotein
lipaz szamara, hidrolizalva a triglicerideket, amely lehetdvé teszi a zsirsavak felvételét a miocitak
¢s adipocitak szdmara (1. abra) (Merkel €és mtsai, 2002). A VLDL ezutan levalik a lipoprotein
lipazrol, az apoC-II disszocialodik a VLDL-1r61 és apoE kotédik hozza (Mahley és Rall, 2000).
Az igy keletkezé partikulumok a VLDL remnant és az IDL, amelyek késobbi periodusokban
tovabbra is kotédnek a lipoprotein lipdzhoz €s egyre denzebbé valnak. Az apoE tartalmi
lipoprotein partikulumokat (pl. VLDL remnantok, IDL) a hepatocitak veszik fel az LDL-
receptorokon, az LDL-hez kotott protein-1-en és a heparan szulfat proteoglikanokon (HSPG)
keresztiil (Mahley és Ji, 1999).

A késdbbiekben az apoE disszocialodik az IDL partikulumrol, csak az apoB-100 apolipoprotein

marad a felszinén, és ezt a koleszterin-észterben gazdag lipoproteint nevezziikk LDL-nek. Az
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apoE tartalm® remnantokkal ellentétben, az LDL-t kizar6lag az LDL receptorok veszik fel. Mivel
az LDL partikulumok viszonylag gyengén kotdédnek az LDL receptorhoz, ezért a plazma
koleszterin tartalmat elsdsorban az LDL koleszterin tartalma adja (Brown és Goldstein, 1986). Az
LDL receptorok mintegy 70%-a a majsejteken lokalizalodik, a tobbi receptor az adrenocorticalis,
gonadalis és simaizom sejteken, valamint a makrofagokon ¢€s a limfocitadkon talélhaté (Goldstein
¢s Brown, 2009).

A lipoproteinek metabolizmusanak masik fontos folyamata a reverz koleszterin transzport, amely
a korong alakt naszcens HDL képzddésével indul. A HDL-hez esszencidlisan kotodik a majban
termelddd apoA-I apolipoprotein, amely alapjaiban meghatdrozza a HDL strukturajat és
funkciojat. A lipidszegény apoA-I a hepatocitak plazma membranjaban eszpresszalodo ATP-kotod
kazetta protein A1 (ABCA1)-hez kapcsolodva a plazma membranbdl szarmazo foszfolipidekkel
¢s nem-észterifikalt koleszterinnel egyiitt kisméretdi, korong alaki HDL-t, mas néven naszcens
vagy pre-B HDL-t képez (1. abra) (Fisher és mtsai, 2012). A tovabbiakban a HDL egy tn. érési
folyamaton megy keresztiil, melynek sordn egyre nagyobb méretli, gomb alaka HDL
partikulumma érik. A folyamat soran a  HDL felszinéhez asszocidlt lecitin:koleszterin
aciltranszferaz (LCAT) a koleszterint koleszterin-észterekké alakitja, igy noveli a HDL
koleszterin-észter tartalmat. Az LCAT aktivitasahoz a foszfolipid transzfer protein (PLTP)
aktivitasa is hozzajarul, amely tovabbi foszfolipideket épit be a HDL felszinére (Zannis és mtsai,
2006). A reverz koleszterin transzport soran a koleszterin-észter transzfer protein (CETP)
koleszterin-észtert helyez at a HDL-r6l az apoB tartalmt lipoproteinekre (VLDL, IDL, LDL),
mig a VLDL-r6l, IDL-r6l, LDL-rdl triglicerideket pakol at a HDL-re, igy ndvelve a HDL
méretét. A majban a hepatikus lipaz hidrolizalja a HDL mag triglicerid tartalmat, igy eldsegitve a

nagyméretli HDL a scavanger receptor BI-hez (SR-BI)-hez valé kotodését. Az apoA-I disszocial
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a maradék HDL-r6l lehetévé téve az 0j korong alaki pre-B HDL 6sszeszerelddését (Rye és

Barter, 2004).

2.2. Az LDL és HDL lipoproteinek heterogenitasa

A lipoproteinek vizsgalatakor a klinikai tanulmanyok tobbsége a kiilonboz6 lipoproteineket a
koleszterintartalom alapjan jol jellemezheté egységnek (LDL-C, HDL-C) tekintik. Azonban a
plazma lipoproteinek nem irhatéak le pusztan a koleszterintartalmuk alapjan, ugyanis
folyamatosan és dinamikusan egymasba alakulnak, a hidrofil kdpenyiikhoz asszocialt strukturalis
¢s funkcionalis fehérjék révén pedig allandoé kolcsonhatast teremtenek egymassal és a testi sejtek
receptoraival. Ezért a lipoprotein partikulumokat méretiik, denzitasuk, elektroforetikus
tulajdonsagaik, apolipoprotein tartalmuk ¢és kiilonb6zo betegségekkel vald kapcsolatuk alapjan
heterogén szubfrakcidkra lehet osztani.

A lipoprotein szubfrakciok elsé vizsgalata 1966-ban, Gofman és munkatarsai altal publikalt
laboratoriumi modszerrel, analitikai ultracentrifugalassal tortént (Gofman és mtsai, 1966).
Késébb szamos maés tanulmany forditott kiemelt figyelmet a lipoprotein szubfrakciok
vizsgalatara (Blanche €s mtsai, 1981, Griffin €s mtsai, 1990, Ensign €s mtsai, 2006, Otvos, 2002).
Ma is a legnagyobb érdeklodés az LDL €és a HDL szubfrakciokra helyezddik, ugyanis ezek a
szubfrakciok rendkiviil szoros kapcsolatban éallnak a kardiovaszkularis megbetegedésekkel, az
atherosclerosissal és az endogén oxidativ stresszel. Az LDL és HDL szubfrakciok vizsgalataval
az elvalasztasi technikdk repertoarjanak boviilésének nyomdn egyre tobb nagy klinikai
tanulmanyban foglalkoznak, ill. egyre tobb 1j elvalasztas technikai mddszer jelenik meg a

klinikai gyakorlatban is.
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2.2.1. Low-density lipoprotein szerkezete (LDL), funkciéja és az LDL szubfrakciok

elvalasztasara alkalmazott modszerek

Az LDL denzitasa alapjan 1,019-1,063 g/ml kozotti lipoprotein szubfrakcio, amely méretét,
denzitasat, struktarajat és funkcidjat figyelembe véve kiillonbozo analitikai eljarasokkal tovabbi
szubfrakciokra oszthaté (Hirayama ¢s Miida, 2012). Lipidomjat tekintve az LDL hidroféob magja
megkozelitdleg 170 triglicerid és 1600 koleszterin-észter molekulat tartalmaz; mintegy 600 nem-
¢észterifikalt koleszterin molekulajanak egyharmada a magban, kétharmada a kdpenyben talalhatéd
(Lund-Katz és mtsai, 1988). Az LDL felszini kdpenyét kb. 700 foszfolipid molekula alkotja, de
nagy aranyban fordulnak eld tovabbi foszfolipid komponensek, mint a foszfatidil-kolin és
szfingomielin (Sommer és mtsai, 1992). A foszfolipidrétegbe beagyazodva egyetlen 4536
aminosavbol all6 apoB-100 talalhatd, ez alkotja az LDL partikula protedémjat (Esterbauer és
mtsai, 1992). Ennek a majban szintetizalodo apolipoproteinnek nélkiilozhetetlen szerepe van az
LDL partikula strukturdlis integritasanak kialakitasaban, valamint a szdmos funkcionalis domén
kothely révén az LDL-lipoprotein, LDL-receptor, LDL—enzimfehérjék kozotti interakciok
szabalyozasaban (Boren és mtsai, 1998): példaul az apoB-100 N-terminalis részén a lipoprotein
lipaz (Sivaram és mtsai, 1994), mig a C-terminalis részén a platelet aktivalo faktor acetil-hidrolaz
kotohelye talalhato (Stafforini és mtsai, 1999, Arai és mtsai, 2002).

A korabbi tanulmanyok alapjan jol ismert, hogy az LDL az érelmeszesedés szempontjabol
legatherogénebb lipoprotein frakcid6 (Hirayama ¢és Miida, 2012), amely féleg az LDL
oxidalodasaval és glikalodasaval valosul meg. Kiilonb6zd biologiailag aktiv peroxidok,
aldehidek, oxiszterolok ¢és mas prooxidans agens hatasdra az LDL oxidalédik. Mar enyhe

oxidaciojaval a folyamat tovabb folytatddik, amely nagymértékli oxidacidhoz, végsd soron az
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LDL dezintegralodasahoz vezet. Az LDL szubfrakcidi koziil a kisméretii, denz LDL szubfrakcio
a legkonnyebben oxidalhaté LDL szubfrakcio, igy a kis denz LDL nagyobb aranyt eléfordulasa
tovabb noveli a kardiovaszkularis események kialakuldsanak kockéazatit (Rizzo és Berneis,
2006). Younis és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy a kis denz LDL-en talalhaté apoB-100
nagyméretli LDL szubfrakciokhoz képest in vivo és in vitro koriilmények kozott is konnyebben
glikalodott, ill. a glikalt apoB-100 aranya tizszer magasabb volt a kis denz LDL szubfrakcion a
nagy kevésbé denz LDL szubfrakciohoz képest (Younis és mtsai, 2009). Igy a kiilonbozd
moédokon oxidalédott LDL nagyobb affinitdssal kotdédik az érfali makrofagok scavenger
receptoraihoz, amely fokozza az érelmeszesedés folyamatat.

Az atherosclerosis kialakuldsanak kezdd 1épéseként monocitak infiltralédnak az endotheliumon
keresztiil a szubendothelialis térbe, ahol makrofagokka alakulnak. A makrofagok gyorsan és
kontrollalatlanul képesek felvenni az oxidalt LDL-t, amelynek kovetkeztében habos sejtekké
alakulnak. A mérsékelten oxidalt LDL fokozza az intracelluldris és vaszkularis adhézids

..........

(Rafieian-Kopaei ¢s mtsai, 2014, Navab és mtsai, 1991). Mindezek hatasara fokozodik a

monocitdk bejutdsa a keringésbdl a szubendothelidlis térbe. Az érelmeszesedés eldrehaladésa
soran a simaizomsejtek fenotipusa megvaltozik, az érfal intima rétegébdl a mediaba vandorolnak,
ahol proliferdlnak, novekedési faktorokat, extracelluldris matrix glikoproteineket ¢&s
metalloprotedzokat termelnek. Az érfalban lerakddott koleszterin miatt az érfal rugalmassaga
csokken, majd a késébbiek soran plakkok alakulnak ki (Mertens és Holvoet, 2001, Newby ¢és

Zaltsman, 1999).

Az LDL szubfrakciok elvalasztasara szamos analitikai modszer all rendelkezésre (2. tablazat).

Mivel az LDL szubfrakcidk elnevezése fligg az alkalmazott elvélasztdsi modszertdl, ezért
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tobbféle nomenklatura alakult ki. Sirtséggradiens ultracentrifugédlassal denzitasuk alapjan
elvalasztva az LDL szubfrakcidkat 3 vagy 4 szubfrakciot tudunk elkiiloniteni: nagy kevésbé denz,
kozepes ¢€s kis denz (tovabbi frakcido lehet a nagyon kisméreti Un. very small) LDL
szubfrakciokat (Griffin és mtsai, 1990). Elektroforetikus mobilitdsuk alapjan méretiik szerint,
nem denaturdld koriilmények kozott 2-16%-os agardz gélen 6 LDL szubfrakcié elkiilonitésére
van lehetdség (Ensign és mtsai, 2006). Magneses magrezonancia spektroszkopiaval (NMR)
méretiik szerint 3 LDL szubfrakcié valaszthaté el (Otvos, 2002). NMR soran a vizsgaland6
partikulumokat a lipoproteinen elhelyezkedd termindlis lipid metil-csoport egyedi magneses
tulajdonsagai alapjan valasztjak el. Ezek a tulajdonsagok fiiggetlenek az elvalasztandé partikulum

kémiai Osszetételétdl, azok szabad zsirsav, koleszterin-észter ¢€s triglicerid tartalmatol.

2. tablazat: Az LDL szubfrakciok nomenklatirdja kiilonboz6 elvélasztas technikai modszerek

alapjan (Hirayama és Miida, 2012 alapjan modositva)

Nagy LDL Kozepes LDL  Kisdenz LDL Nagyon kis LDL
(Large, bouyant) (Intermediate) (Small, dense) (Very small)

Denzitas gradiens ultracentrifugdlds

LDL I LDL I LDL 1 LDL IV
Denzitas (g/ml) (4fr) 1.019-1.023 1.023-1.034 1.034-1.044 1.044-1.060
(3fr) 1.025-1.034 1.034-1.044 1.044-1.060
Gradiens gélelektroforézis (2%-16%)
LDL I LDL I LDL 1A LDL IVA
LDL 111B LDL IVB
Meéret (nm) 26.0-28.5 25.5-26.4 24.7-25.5 23.3-24.1
24.2-24.6 22.0-23.2
Mdgneses magrezonancia spektroszkopia (NMR)
L3 L2 L1
Meéret (nm) 21.3-22.7 19.8-21.2 18.3-19.7
Lipoprint rendszer
Large Small dense
Meéret (7 fr) LDL-1, LDL-2 LDL-3, LDL-4, LDL-5, LDL-6, LDL-7
Mintazat Large Intermediate Small
) (Pattern A) (Pattern AB) (Pattern B)
Atlagos méret (nm) >26.8 26.8-26.5 <26.5
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2.2.2. High-density lipoprotein (HDL) szerkezete, funkcidja és a HDL szubfrakciok

elvalasztasara alkalmazott modszerek

Hagyomanyosan a HDL ultracentrifugdlasos modszerrel elvalasztva 1,063-1,021 g/ml denzitasu
lipoprotein frakcid (Asztalos és mtsai, 2011). Az LDL-hez hasonléan, a HDL partikulumok is
méretiiket, denzitasukat, struktarajukat és funkcidjukat tekintve inhomogének, szubfrakcidkra
oszthatéak. Ezek a tulajdonsdgok mind a HDL lipid Osszetételében (lipidomjaban), mind a
fehérjetartalmaban (protedmjaban) megjelennek.

A HDL lipidomja foként koleszterin-észterbdl (14-18%), trigliceridbdl (3-6%) és szabad
koleszterinb6l (3-5%) all. A HDL foszfolipid kopenyének mintegy 70%-at foszfatidil-kolin
alkotja, ezt koveti a szfingomielin és mas foszfolipid molekulak (Quehenberger és mtsai, 2010,
Kontush és mtsai, 2007). A HDL protedmjat tekintve a HDL felszinén kozel 200 féle kiilonbozo
fehérjét identifikaltak (Shah és mtsai, 2013). A HDL legjelentOsebb strukturalis fehérjéit az
apoA-1I (65%) és az apoA-II (15%) alkotja, de olyan apolipoproteinek is kotédnek a HDL-hez,
mint az apoC-l, C-1l, C-IIl és az apoE. A reverz koleszterin transzportban szerepet jatszo
enzimek koziil a CETP és az LCAT, valamint a HDL antioxidans tulajdonséagaiért felelds human
paraoxonaz-1 (PON1) enzimek szintén a HDL-hez asszocial6do fontos fehérjek.

A PONL1 (EC 3.1.8.1) egy kalciumdependens, 354 aminosavbo allo, 43 kDa tomegi gliikoprotein,
amely az apoA-I apolipoproteinen keresztiil kapcsolodik a HDL-hez. Két gyakori polimorfizmusa
ismert, a PON1-192QR glutamin (Q) és arginin (R) és a PON1-55LM leucin (L) és metionin (M)
1993, Garin és mtsai, 1997). A PONI1 enzim a HDL legf6bb antioxidans hatast enzime, amely
foként a kisméretii HDL3 szubfrakcion lokalizalodik (Schiavon és mtsai, 2002, Kontush és mtsai,

2003). Antioxidans hatasa révén gatolja az LDL oxidacidjat, ezaltal csokkenti az oxidalt LDL
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atherosclerotikus és pro-inflammatorikus hatasat (Mackness és mtsai, 1998). A PON1 egy
sokoldalu enzim: kiilonb6z0 tipusu szubsztratokat képes hidrolizalni, ezért gyakran ,,promiscuita”
enzimnek is nevezik. A hidrolitikus aktivitas alapjan a PON1 enzim aktivitasat harom kiilonb6z6
kategoriaba soroljak: arilészterdz, foszfotriészteraz (ide tartozik a névadd paraoxonaz) és laktonaz
(Camps ¢és mtsai, 2009). A PON1 aktivitasa a fokozott oxidativ stresszel jard korallapotokban
jelentds mértékben csokken (Paragh és mtsai, 1999, Kiss és mtsai, 2007, Szanto és mtsai, 2010),
de csokkenti a PON1 aktivitast a dohdnyzas, alkoholfogyasztas, elhizas, idOsebb ¢letkor és a
kornyezeti artalmak is (Seres és mtsai, 2004, Koncsos és mtsai, 2010, Macharia és mtsai, 2012).

A HDL funkciojat tekintve szamos kedvezd hatassal rendelkezik. Antiatherogén hatasa foként a
reverz koleszterin transzportnak kdszonhetd, amikor a HDL koleszterint von el a periférids
szovetekbdl az ABCA1 és SRBI tutvonalakon keresztill (Lewis és Rader, 2005). Reverz
koleszterin transzporthoz kotheté funkcidja tovabba, hogy ndveli a pancreas B-sejteinek
szabalyozni az anti-inflammatorikus hatdsu adiponektin kibocsatasat a zsirszovetbdl, igy novelve
az adiponektin inzulinszenzitizald képességét (Van Linthout és mtsai, 2010). Tovabba a HDL
csokkenti a makrofagok LDL-indukalta apoptézisdt (Cui €és mtsai, 2007), csokkenti az
endothelialis adhézids molekulak expresszidjat €s gatolja azok bejutasat a szubendothelialis térbe
(Cockerill és mtsai, 1995), ill. stimulalja a nitrogén-oxid produkciot az endothelialis nitrogén-
oxid szintaz stabilizalasan és az ABCG1-medialta koleszterin és a 7-oxiszterol effluxon keresztiil
(Terasaka és mtsai, 2010). A HDL a PON1 enzimen keresztiil gatolja az LDL oxidaciojat, azaltal,
hogy hidrolizalja a keletkezd lipid-hidroperoxidokat, igy csokkentve az endothelialis oxidativ
stresszt (Navab és mtsai, 2001). Ujabb vizsgalatok szerint a HDL a velesziiletett immunitas
részeként képes az apoA-l-en keresztiil megkotni a baktériumok lipopoliszacharidjait (Henning

¢és mtsai, 2011).
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A HDL szubfrakcidk elvalasztasdra — az LDL szubfrakciokhoz hasonléan — szintén tobbféle
analitikai modszer all rendelkezésiinkre (3. tablazat). Gofman ¢és munkatarsai, a HDL
szubfrakciokat stiriséggradiens ultracentrifugdlassal elvalasztva, két fO0 szubpopuléaciot
azonositott: nagyobb méretli, kevésbé denz HDL2 és kisebb, denzebb HDL3 szubfrakciot
(Gofman és mtsai, 1966). 1981-ben Blanche és munkatarsai méretiik alapjan a HDL-t 6t
szubfrakciora vélasztotta gradiens gélelektroforézis moddszer segitségével: HDL3c, HDL3b,
HDL3a, HDL2a ¢s HDL2b. Nem denatural6 koriillmények kozott, 2D gélelektroforézissel a HDL
pre-B-1, pre-B-2, pre-a, a-4, a-3, 0-2 ¢és a-1 frakciokra kiilonithet6 el (Blanche és mtsai, 1981).
Mint ahogy korabban ismertetésre keriilt, a pre-B partikuldk képesek a legnagyobb affinitassal
részt venni a reverz koleszterin transzportban.

Késébbiek soran olyan kevésbé labor intenziv elvdlasztds technikai modszerek is megjelentek,
mint a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR), amely a HDL szubfrakci6it harom
csoportba, nagy, kozepes és kis HDL partikulumokka kiiloniti el (Otvos, 2002). Nagy felbontast
ion-mobilitas (high-resolution ion-mobility, hrIM) technika soran lipoproteineket a rendszer gaz
fazisba viszi, majd a semlegesitett részecskék fesziiltség-gradiensen athaladva valasztodnak el
(Caulfield és mtsai, 2008). Itt 6t HDL szubfrakci6 identifikalasara van lehetdség, amely megfelel
a gradiens géleletroforézissel elvalasztott HDL szubfrakcioknak. Lathato tehat, hogy az LDL-hez
hasonléan, a HDL szubfrakciok nomenklatirdja jelentdsen eltérd annak megfelelden, hogy

azokat milyen technikaval vélasztottak el (3. tablazat).
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3. tablazat: A HDL szubfrakciok nomenklaturaja kiilonb6zo elvalasztas technikai modszerek alapjan (Rosenson és mtsai, 2011
alapjan)

i

= S S
Nagyon nagy Nagy HDL Kozepes HDL Kis HDL Nagyon kis HDL

HDL (very large) (large) (medium) (small) (very small)
Dengzitas (g/ml) 1.063-1.087 1.088-1.110 1.110-1.129 1.129-1.154 1.154-1.21
Atméré (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
Denzitéas gradiens ultracentrifugalas HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Dengzitas (g/ml) 1.063-1.087 1.088-1.110 1.110-1.129 1.129-1.154 1.154-1.170
Gradiens gélelektroforézis, 4-20% HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
Atméré (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
2D gélelektroforézis a-1 a-2 a-3 a-4 pre-6-1
Atméré (nm) 11.2-10.8 9.4-9.0 8.5-7.5 7.5-7.0 6.0-5.0
NMR Large HDL-P Medium HDL-P Small HDL-P
Atméré (nm) 12.9-9.7 9.7-8.8 8.8-8.2 8.2-7.8 7.8-7.2
Ton mobilitas HDL2b HDL2a+HDL3
Atméré (nm) 14.5-10.5 10.5-7.65
Lipoprint rendszer Nagy HDL Kozepes HDL Kis HDL
Méret (10 fr) HDL-1,-2,-3 HDL-4,-5,-6,-7 HDL-8,-9,-10
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A szakirodalomban a HDL szubfrakciok vizsgalatat tekintve sok esetben egymasnak ellentmondo
eredményeket publikalnak a vizsgélati protokoll tipusatdl (prospektiv vagy retrospektiv), a
betegcsoporttol, a vizsgalati személyek szamatol fliggden, de a szeparacids technika és az adatok
értékelésének modszerei is jelentds tényezdnek szamitanak az eredmények interpretalasat
illetéen. Epidemiolégiai vizsgalatok — a Framingham, a MRFIT és a PROCAM — egyértelmiien
igazoltak, hogy a magas koleszterin- és LDL-szint mellett, az alacsony HDL-szint fokozza a
kardiovaszkularis kockazatot, tehat az alacsony HDL szintnek kiemelkedd jelentdsége van a
kardiovaszkularis megbetegedések kialakuldsidban. Tovabba strukturdlis és funkciondlis
analizisek soran megallapitottak, hogy a HDL atheroprotektiv funkcidjanak jelentds részét a kis
denz, fehérjedis HDL3 szubfrakcié adja (Camont és mtsai, 2013, de Souza és mtsai, 2010).
Superko és munkatarsai 80 klinikai vizsgalat metaanalizise soran megallapitotta, hogy az éltaluk
vizsgalt tanulmanyok koziil minddssze nyolc prospektiv tipusu kozleményt publikédltak a HDL
kardiovaszkularis eseményekre gyakorolt hatasanak vizsgalatara (Superko és mtsai, 2012). Nyolc
tanulmanybdl négy mindkét HDL szubfrakcioval (HDL2-C és HDL3-C), mig harom tanulmany
csak a HDL3-C és egy vizsgalat a HDL2-C-vel talalt szignifikans negativ kapcsolatot a
kardiovaszkularis betegségek kialakuldsanak kockazataval a vizsgéalatok kovetési ideje alatt.
Vagyis a tanulmanyok adatai alapjan mind a nagy, mind a kisméreti HDL szubfrakcio
koncentracidjanak csokkenése egyértelmiien ndveli a kés6bbi sulyos kardiovaszkularis

események eléfordulasat.

2.3. Lipidanyagcsere zavarok

A lipidanyagcsere zavarai részben genetikai, részben kornyezeti tényez0k hatasara johetnek létre,

amelynek eredményeképpen a szérum koleszterinszint koros emelkedését vagy éppen
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ellenkezdleg, csokkenését észleljiik. Populacidos szinten a hyperlipidaemiak kifejezettebb
jelentdséggel birnak. Hatteriikben valamilyen velesziiletett orokletes eltérés all, ezért ezeket
primer hyperlipoproteinaemidknak nevezziik (Durrington, 2003). Klinikai szempontbdl a
Fredrickson-féle beosztas ma is jol alkalmazhat6 a lipidanyagcsere-eltérések jellemzésére,
amelynek alapja az 0Osszkoleszterin ¢és trigliceridszint meghatarozasan kiviil a részletes
lipoprotein analizis, igy a kilomikronok, VLDL ¢és LDL szintjébol kovetkeztethetiink a
lipidabnormalitasra (Fredrickson ¢és Lees, 1965). Gyakorisagukat tekintve a primer
lipidanyagcsere zavarok koziil a familiaris hyperkoleszterinaemia (Ila tipus, 1:500 a
heterozigotadk aranya), a familidris kombinalt hyperlipidaemia (IIb tipus, 1:100) és a familiaris
hypertrigliceridaemia (IV tipus, 1:100) tekinthetdk a leggyakoribbnak.

A szekunder hyperlipoproteinaemiakat szamos alapbetegség, mint pl. az elhizas,
inzulinrezisztencia, 2-es tipusi diabetes, pajzsmirigyhormon eltérések, vesebetegség,
alkoholizmus okozhatja. Sok esetben az alapbetegség kezelése a dyslipidaemia megsziinését is
jelenti, am sziikség lehet lipidcsokkent6 kezelés meginditasara is (Durrington, 2003).

Egyre tobb tanulméanyban szamolnak be a szerzok arrdl, hogy primer és szekunder
dyslipidaemidban nemcsak a lipoproteinek szintje valtozik meg, hanem az egyes LDL és HDL
szubfrakciok ardnya és mennyisége is eltolddhat egy-egy lipoprotein szubfrakcio iranyaba. Mivel
az elhizas egészségligyi, szocioldgiai és financidlis problémai vilagszerte egyre tobb orszagot
érintenek, kiemelten fontos az elhizasban fellépd metabolikus €és a gyulladasos folyamatok jobb
megértése, ezért vizsgalataink elsd részében erre koncentraltunk. Vizsgalataink masodik részében
egy 0roklott koleszterinanyagcsere-betegségben, Smith-Lemli-Opitz szindromaban vizsgaltuk a
lipoprotein szubfrakciokat, ahol a koleszterinszintézis zavara miatt nem képzddik elég
koleszterin, ill. a kdztitermékek felhalmozodasa kdvetkeztében fokozottabb oxidativ stresszel kell

szamolnunk.
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2.3.1. Az adipokinek és az elhizas

e

szubkutan és a viszceralis zsirszovetben, amely elhizashoz vezet. Az elhizas vilagszerte novekvd
egészségiigyi problémat okoz, amely kiillonosen a fejlett orszagokat érinti. Az elhizéassal
kapcsoltan nagyobb esély van a metabolikus szindroma, inzulin rezisztencia, 2-es tipusu diabetes,
magas vérnyomas, nem-alkoholos zsirméj kialakuldsara, amelyekhez szekunder lipidanyagcsere
zavarok is gyakran tarsulnak (Finkelstein és mtsai, 2012).

Ma mar jol tudjuk, hogy a zsirszovet nem csupan energiaraktarként funkciondl, hanem aktiv
hormontermeld szervként mukodve bioldgiailag aktiv molekuldkat, un. adipokineket termel,
amelyek autokrin, parakrin és szisztémas hatasuk révén szamos szervben fejtik ki hatasukat. Az
adipokinek részt vesznek az adipogenezis medialasan kiviil a lipoprotein metabolizmus, a
vérnyomas, a vaszkularis és gliikkoz homeosztazis szabalyozasadban, de fontos szerepiik van a
gyulladasban adott valaszreakcioban is (Khan és Joseph, 2014). Az el6szor 1994-ben leirt leptin,
majd az adiponektin felfedezése adja az ,klasszikus adipokinek™ csoportjat (Zhang €s mitsai,
1994, Arita és mtsai, 1999), késébb azonban szamos mas ,,0j” adipokint azonositottak, mint a
chemerin, resistin, visfatin, omentin, nesfatin és az apelin (Kwon ¢és Pessin, 2013), de varhato,
hogy az adipokinek csoportja tovabbra is boviilni fog.

Az elhizds szamos ponton megvaltoztatja a zsirszovet szerkezetét, mind a zsirsejtek mérete
(hipertréfia), mind a zsirsejtek szama megnd (hiperplazia), fokozva ezzel a szdveti hipoxiat,
amely kedvez az oxidativ stressz €s a proinflammatorikus kornyezet kialakuldsénak, igy az
elhizassal egy alacsony foku gyulladas alakul ki (Kwon és Pessin, 2013). Normal testtomeg
mellett az egészséges zsirszovetben dontéen az M1 fenotipusu makrofagok domindlnak, amelyek

elengedhetetlenek a zsirszovet normal miikodéséhez. Ezzel szemben az elhizas generalta
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gyulladasos kornyezetben M2 tipusu makrofagok akkumulalodnak a zsirszovetben, stimulalva a
gyulladasos citokinek (TNFa, interleukinok, monocita kemoattraktans protein-1 — MCP-1)
termel0dését, tovabba megindul a zsirszovet fokozott vaszkularizacidja is. A normal adipokin
termelddés kényes egyensulya megbomlik, megné a gyulladassal Osszefiiggd adipokinek (pl.
leptin, chemerin) mennyisége az antiinflammatorikus hatasu adipokinek (pl. adiponektin,
omentin) aranyanak rovasara, amely fokozza a makrofagok tovabbi akkumuléciojat a
zsirszovetben, valamint eldsegiti az endothelium karosodasat hasonléan az artérias erekben zajlod
érelmeszesedési folyamatokhoz (Kraakman és mtsai, 2014). A thlzott taplalékfelvétel miatt
hyperlipaemia ¢és hyperglicaemia alakul ki. A zsirszovetben a lipolizis és glilkoneogenezis
fokozza a mitokondridlis diszfunkcidt, az endoplazmatikus retikulum stresszt és az endogén
oxidativ stresszt, amely stimulédlja a JNK ¢és IKKB gyullad4sos utvonalakat (Samuel és Shulman,

2012). A telitett zsirsavak és béleredetli bakterialis lipopoliszacharidok aktivaljak az NF-«xB

utvonalat (Shi és mtsai, 2006).

2.3.2. Chemerin

A chemerin egy nemrégiben leirt tagja az adipokinek csaladjanak, amelyet egyre tobb tanulmany
Osszefliggésbe hoz az adipogenezis, az energia metabolizmus és a gyulladas folyamataval (2.
abra). A chemerint eldszor 1997-ben psoriasisos 1éziokban identifikaltak (Nagpal és mtsai, 1997),
azonban a bioldgiai szerepérdl szdrmazo elsé adatok csak hat évvel késobb jelentek meg, amikor
ovarium karcindmaban és rheumatoid arthritises betegek sinovialis folyadékaban detektaltak
(Wittamer és mtsai, 2003). A chemerin 163 aminosavbol allé prepro-chemerinként transzlalodik,
amely egy N-terminalis hasadas révén el6bb pro-chemerinné, késébb a C-terminalis végén

torténd hasadas révén kiilonboz6 izoformaji aktiv chemerinné alakul. Ezek koziil a chemerinS™’
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és a chemerinF™® rendelkeznek a legnagyobb bioldgiai aktivitdssal, mig mas izoformai, mint a
chemerink™®® ¢s a chemerinF™* kisebb aktivitassal birnak (Mattern és mtsai, 2014).

A chemerin legnagyobb mennyiségben a madajban és a fehér zsirszovetben expresszalodik,
azonban a barna zsirszovet, a tid0, a szivizomszovet, a vesék €és az ovarium is termelik
(Bozaoglu és mtsai, 2007). Funkcionalis vizsgalatok soran azonositottak ligandjait, el6szor a G-
proteinhez kapcsolt receptor chemokin-like receptor 1-t (CMKLR1 vagy ChemR23) (Goralski és
mtsai, 2007), majd két masik receptorat, a chemokin-like receptor 2-t és a G-proteinhez kapcsolt
receptor 1-t (GPR1) (Zabel és mtsai, 2008, Barnea és mtsai, 2008). A CMKLRI1 tilnyomo részt a
fehér zsirszovetben, makrofagokban és éretlen dendritikus sejtekben, kisebb részben a csontban,
tiidében, agyban, szivizomszovetben és a placentiban expresszalodik. Igy a fehér zsirszovet az
egyetlen olyan szovet, ahol mind a chemerin, mind a receptora nagy mennyiségben
expresszalodik, ezzel erdsitve azt a kezdeti feltételezést, mely szerint a fehér zsirszovet a

chemerin termelddésének és biologiai hatdsanak f6 helye (Goralski és mtsai, 2007) (2. dbra).
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2. abra: A chemerin bioldgiai hatasai (MacDougald és Burant, 2007 alapjan). Roviditések:
CMKLR1, chemokin-like receptor 1; IL-6, interleukin-6; MCP-1, monocita kemoattraktans
protein-1; TNFa, tumor nekrozis faktor alfa; RBP4, retinol kit6 protein 4

A chemerin a zsirszovetben CMKLRI1 receptorahoz kotédve autokrin és parakrin modon
szabadlyozza az adipocitdk miikodését, ill. eldsegiti a preadipocitak zsirsejtekké torténd
differencialodasat, ezzel serkentve az adipogenezist (Goralski és mtsai, 2007). Mivel a
makrofagok €s mas, a gyulladasban szerepet jatszo sejtek felszinén is talalhatd6 CMKLR1, ezért a
chemerin kemoattraktans faktorként részt vesz az immunfolyamatok aktivalasiban (Ernst és
mtsai, 2010). A keringésbe keriilve szisztémas hatasa a megndvekedett oxidativ stresszel,

atherosclerosissal €s inzulinrezisztenciaval jar6 korallapotokban is érvényesiil. Szamos klinikai
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tanulmanyban foglalkoznak a chemerin elhizashoz kothet6 hatasaval, ahol kemoattraktans hatasa
az elhizasban fennalld, szisztémas alacsony foku gyulladasos allapot miatt Kifejezettebb (Fatima
és mtsai, 2014). Tobb metabolikus paraméterrel pozitiv Osszefliggést mutatott, mint a
testtomegindex (BMI), haskorfogat, hsCRP, szérum 6sszkoleszterin, LDL-C és éhomi gliikoz és
inzulin szint, ill. negativan korrelalt a szérum HDL-C szinttel. A chemerin szint szignifikansan n6
az elhizas mértékével, az elhizott betegek szérum chemerin szintje szignifikdnsan magasabb a
normal testtomegli egyénekhez képest (Shin ¢és mtsai, 2012). Az elhizott betegek
sulycsokkenésével foglalkoz6 tanulmanyok tovabb erdsitik a chemerinnek az elhizassal vald
kapcsolatat: szintje szignifikdnsan csokken életmodvaltast vagy kaldriarestrikcidt kovetden, ill.
gyomorsziikité miitéten atesett betegek esetében (Kim és mtsai, 2013, Sell és mtsai, 2010).

Az elhizasban betoltott szerepén kiviil, kemoattraktans ¢s immunfolyamatokat modulaléd hatéasai
miatt emelkedett szérum chemerin szintrél szamoltak be Chron-betegségben (Weigert és mtsai,
2010a), hepatitis-C  fertézésben (Kukla ¢és mtsai, 2011), tovabba szisztémas lupus
erythematosusban (De Palma és mtsai, 2011), rheumatoid arthritisben (Dessein és mtsai, 2014) és

psoriasisban (Gisondi és mtsai, 2013) is.

2.3.3. Lipideltérések elhizasban

Gyakori eltérés elhizott betegekben a postprandialis hyperlipidaemia, amely azt jelenti, hogy
foleg viszceralis elhizdsban a betegek plazma triglicerid szintje étkezést kovetden akar 8 ora
multan sem tér vissza a kiindulasi értékre, hanem tartésan magas marad (Chan és mtsai, 2013).
Viszcerdlis elhizasban fokozdodik a zsirsejtek szabad zsirsav termelése, amely a VLDL
prekurzora, ezért a méj fokozottabb mértékben termel trigliceridben gazdag VLDL-t. A VLDL

koti az endotheliumban elhelyezkedd lipoprotein lipaz kotOhelyeit, ezaltal az étkezéssel a
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keringésbe keriilé kilomikronok nem tudjak leadni trigliceridtartalmukat és tovabb maradnak a
keringésben. A fokozott VLDL tobblet miatt emelkedik a plazma LDL-C szintje, amely fokozza
a hepatikus lipaz ¢s a CETP aktivitasat, ezaltal a HDL remodellingjét is, igy a trigliceridben
gazdag nagyméreti HDL fokozottabban metabolizalédik a hepatikus lipaz altal. A folyamat
eredményeképpen a plazma 6ssz HDL-C szintje csokken, szubfrakcios szinten azonban a HDL
egyre kisebbé ¢és denzebbé valik. A viszceralis elhizashoz tarsulva azonban a HDL mégsem tudja
ellatni feladatat HDL partikulum felszinén bekovetkezd strukturalis valtozasok miatt, igy a HDL
antioxidans és atheroprotektiv kapacitdsa csdkken (Bastien és mtsai, 2014). Osszefoglalva tehat
elmondhatjuk, hogy elhizott betegek esetében a trigliceridben gazdag apoB tartalmti VLDL
részecskék szintjének emelkedése mellett, az LDL-C mérsékelt emelkedését és a HDL-C szint

csokkenését észleljiik.

2.3.4. Smith-Lemli-Opitz szindréma

A Smith-Lemli-Opitz szindroma (SLOS) egy ritka, autoszomalis recessziv modon 6roklédo
anyagcsere-betegség, amelyet e¢l6szor 1964-ben Smith és munkatarsai irtak le (Smith és mtsai,
1964). A fenotipusbeli eltérések kozil a legsulyosabbak az idegrendszeri és mentalis
karosodasok, tanuldsi ¢és taplaldsi nehézségek, fotoszenzitivitds, agresszio, cataracta,
microcephalia, genitaliat érintd rendellenességek €s az ujjak 6sszendvése (Kelley és Hennekam,
2000). Gyakori, hogy a sulyos esetek jsziilott vagy kora kisgyermek korban elhalnak.

A Dbetegségért a 11. kromoszoman elhelyezkedd DHCR7 gén mutacidja felelés, amely a 7-
dehidrokoleszterin-reduktaz enzimet (EC 1.3.1.21) kodolja. Az elsé mutacio leirasa 6ta a DHCR7

génnek tobb mint 100 kiilonb6z6 mutacidja valt ismerté (DeBarber és mtsai, 2011).
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A 7-dehidrokoleszterin-reduktaz enzim aktivitisanak részleges vagy teljes hidnyanak
kovetkeztében a 7-dehidrokoleszterin  (7DHC) nem alakul 4t koleszterinné, igy a
koleszterinszintézis zavart szenved (3. abra). Az SLOS gyerekek szérumaban ezért extrém magas
7DHC szint (akar >1000-szeres) ¢és tobb esetben rendkiviil alacsony oOsszkoleszterin szint

detektalhaté (Tint és mtsai, 1995a).

acetil-CoA (C,) + acetoacetil-CoA (C,)

3-hidroxi-3-metilglutaril CoA

y

mevalonat

lanoszterol

zimoszterol <—> koleszt-8(9)-én-3R-ol
koleszta-7,24-dién-3R-ol <—> latoszterol

7-dehidrodezmoszterol <—> 7-dehidrokoleszterin
SLOS —> 7DHCR X 7DHCR €— SLOS

dezmoszterol <> koleszterin

3. abra: Koleszterin bioszintézis utvonal defektusa Smith-Lemli-Opitz szindromaban (SLOS),
amelyet a 7-dehidrokoleszterin-reduktaz (7DHCR) enzim részleges vagy teljes funkciovesztése

okoz.
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A koleszterin elengedhetetleniil fontos a sejtmembranok és az idegsejtek mielinhiivelyének
felépitésében, valamint a szteroidhormonok és epesavak szintézisében. Mivel a koleszterin
molekulaméreténél fogva nem jut at a placentan, ezért a diagndzis felallitasat kovetden el kell
kezdeni a megfeleld koleszterinpdtlast (Clayton, 1998, Kelley és Hennekam, 2000). Maig a
koleszterin szupplementacio szamit terapias standardként az SLOS betegek kezelésére, azonban
néhany esetben a kombinalt koleszterin-simvastatin terapia is effektiv lehet a perinatalis tiinetek
megjelenésében (Jira és mtsai, 2000, P. Szab6 és mtsai, 2010). A legiijabb human kutatasok arra
utalnak, hogy a retinakarosodasok stlyossagat az antioxidans terapia mérsékelheti (Fliesler,
2013), azonban az erre iranyulo6 vizsgalatok még megerdsitésre varnak.

A 7DHC a lipid peroxidacidé szempontjabol igen reaktiv lipid komponens, amelynek
kovetkeztében oxidacios termékek, pl. oxiszterolok keletkeznek in vitro és in vivo koriilmények
kozott egyarant. Valoszinilileg ezek a 7DHC-bol szarmaztatott szterolok és oxiszterolok fontos
modellben csokkentik a sejtproliferaciot és kiilonbozd gén transzkripcids valtozasokat idéznek
eld (Korade és mtsai, 2013, Xu és mtsai, 2011). Tovabba ezek az oxidacids termékek ndvelhetik
az SLOS betegek szervezetében fenndlld oxidativ stresszt és hatassal lehetnek a lipoprotein

metabolizmusra is.
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3. Célkitlizések

1. Vizsgalataink soran célkitlizésiink volt az LDL és HDL szubfrakciok mennyiségének és

diabetes mellitussal nem rendelkezd betegpopulacioban.
Korabbi irodalmi adatok alapjan jol ismert, hogy a szérum chemerin szint szamos
metabolikus rizikofaktorral mutatott 6sszefiiggést. Tovabba, ezek a tanulmanyok kifejezetten
a chemerin szint és az LDL-C ill. a HDL-C dsszmennyisége kozotti kapcsolatokat vizsgaltak,
pedig ezen lipid partikuldk funkciojat a strukturdlis, 0sszetételbeli valtozasok hatarozzak meg.
Ezért célul thztiik ki a szérum chemerin szint és az LDL ¢és HDL szubfrakcidk kapcsolatanak
vizsgalatat elhizott, nem diabeteses betegcsoportban, mely értékes informacidkat szolgaltathat
a lipoproteinek kvalitativ valtozasara elhizas soran. Vizsgaltuk tovabba a szérum chemerin
szinttel leginkébb 0sszefliggd lipoprotein szubfrakciot.

2. Vizsgalataink masodik felében az 6roklott koleszterin anyagcserezavarban szenvedd Smith-
Lemli-Opitz szindromas (SLOS) betegekben meghataroztuk az LDL és a HDL szubfrakciok
aranyanak megoszlasat.

Tovéabbi célkitlizésiink volt, hogy vizsgaljuk az oxidativ stressz mértékét a citotoxikus 7-
dehidrokoleszterin (7DHC) szint monitorozasan keresztiil. Mivel SLO szindromaban az
Osszkoleszterin szint alacsonyabb a normal, kontroll populacidhoz képest, ezért feltételeztiik,
hogy alacsonyabb HDL-C szint mellett a HDL-hez kétddve keringé PON1 enzim aktivitasa is
jelentdsen redukalodik, és hozzajarulhat az SLO szindromas gyerekek szervezetében fennallo
fokozott oxidativ stresszhez. Vizsgaltuk a PONI aktivitas és a lipoprotein szubfrakciok

megoszlasa kozotti lehetséges Osszefliggéseket.
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4.Betegek és modszerek

4.1. Elhizott betegek kivalasztasa
Vizsgalatainkba 50 elhizott, nem diabeteses beteg (életkoruk: 44,2+13,5 év, 43 nd és 7 férfi,
BMI: 41,96+8,63 kg/m?) keriilt bevonasra, a Debreceni Egyetem Belgyogyészati Intézetének
Obesitas szakrendelésérdl. Adataikat 38 nemben és korban illesztett, normal testtomegindexii
(BMI) egészséges onkéntes (életkoruk: 42,26+11,36 év, 33 nd és 5 férfi, BMI: 24,05+3,21 kg/mz)
adataival hasonlitottuk 0Ossze. A BMI értékét a testsuly és a testmagassdg négyzetének
hanyadosaként hatdroztuk meg az SI mértékegységrendszernek megfeleléen (kg/m?); az elhizott
csoportba a BMI >30kg/m? egyéneket vélasztottuk be. Azok a résztvevdk, akiknek aktiv maj
vagy endokrin eredetli betegsége (pajzsmirigy és mellékpajzsmirigy betegségek, hypophysis ¢és
mellékvese eredetli megbetegedések, mindkét tipusti diabetes mellitus), kardiovaszkularis
megbetegedése, veseelégtelensége vagy malignitasa volt, kizarasra keriiltek. Tovabba kizartuk a
terheseket vagy szoptatdé anydkat, a rendszeres dohanyzodkat és alkoholfogyasztokat, ill. a
lipidcsokkentd terapidban részesiild személyeket. Egyik résztvevd sem részesiilt antihipertenziv
terapidban, kivéve 10 elhizott, nem diabeteses beteget, akik diuretikumot (indapamide) kaptak
mérsékelt hipertonidjuk miatt. A vizsgalatba torténd bevonds idépontjaban a résztvevok részletes

beleegyez6 nyilatkozatot irtak ala, amelyet a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga tamogatott.

4.2. Smith-Lemli-Opitz szindrémas betegek kivalasztasa
Vizsgalataink masodik részében 11, korabban diagnosztizalt Smith-Lemli-Opitz szindrémas
gyermeket (1 honap és 20 év kozotti életkortak, négy leany és hét fitr) valamint 10, a Debreceni

Egyetem Gyermekklinikajara egyéb okok miatt szakrendelésre érkezett, egészséges gyermeket
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(€letkoruk 3 honap és 19 év kozotti, 5 leany €és 5 fi) vontunk be. Kizarasi kritériumok voltak
barmilyen aktiv fert6zés illetve visszatérd, klinikailag jelentdsebb fertdzés a kezeldorvos
megitélése alapjan, malignitas, maj- és veseelégtelenség. A gyerekek a vérvétel idopontjat
megel6zé 3 honapban multivitamin készitményeket nem fogyasztottak. Az SLO szindrémas
gyerekek esetében a fenotipusos jellemzok alapjan a betegség sulyossagat Kelley és Hennekam
2000-ben kozzétett stlyossagi score rendszere alapjan hataroztuk meg (Kelley és Hennekam,
2000). Ennek megfeleléen enyhe (n=3; score: <20), kézepes vagy mas néven tipikus (n=7; score:
20-50) és sulyos SLOS fenotipust (n=1; score: >50) kiilonboztethetiink meg. A diagnozis
felallitast kovetéen 6 beteg koleszterinpdtlasban részesiilt (Cholesterol Module, 50-250
mg/ttkg/nap, Nutricia; no 18.012), amelyet simvastatin adasaval egészitettek ki (0,2-0,4
mg/ttkg/map dozisban). A vizsgalatba torténd bevondsrol a sziilok részletes beteg beleegyezd

nyilatkozatot irtak ald, amelyet a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga tAmogatott.

4.3. Vérvétel és laboratériumi paraméterek mérése
A vizsgalatba bevont betegektdl és a kontrolloktol 12 o6rds éhezést kdvetden vénds vérvétel
tortént. A mintdkb6l a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében standard
laboratoriumi  modszerekkel meghatidroztdk a szénhidrat- ¢€s lipidanyagcserére jellemzd
paramétereket Cobas c501 tipust analizatorral (Roche Ltd, Mannheim, Németorszag). Az ¢homi
gliikoz, fruktozamin és hugysav értékét enzimatikus kolorimetrids modszerrel hataroztdk meg. Az
elhizott, nem diabeteses és normal testtomegii személyek esetében a diabetes mellitus kizarasara
oralis gliikkdz tolerancia tesztet alkalmaztunk (75 g gliikkdz bevételét kovetden) 12 oras éhezést
kovetden. Ugyanebben az idoben a hemoglobin Alc (HbAlc) és az inzulin értékét HPLC és

immunoradiometrikus modszerekkel hataroztdk meg. A homeostasis model assessment inzulin
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rezisztencia (HOMA-IR) értékét az ¢éhomi inzulinkoncentracié (uU/ml) x éhomi gliikkoz
koncentracio (mmol/l) / 22,5 képlet alapjan szamitottuk ki.

A szérum Osszkoleszterin ¢és a triglicerid koncentracié meghatarozasa enzimatikus, kolorimetrias
modszerrel, a HDL-C és az LDL-C esetében homogén, enzimatikus mddszerrel (Roche HDL-C
plus 3" generation és Roche LDL-C plus 2™ generation) tortént. Az apolipoprotein Al (apoAl),
az apolipoprotein B (apoB) és a lipoprotein(a) (Ip(a)) értékét immunoturbidimetrias modszerrel
mérték (Tina-quant ApolipoproteinA-1 ver.2, Tina-quant ApolipoproteinB ver.2 és Tina-quant
lipoprotein(a) ver.2).

A vizsgélatokat a gyartd altal megadott Utmutatd szerint végezték. Tovabbi laboratdriumi

mérésekre a szérum mintékat -70°C-on helyeztiik el és 2 honapon beliil felhasznaltuk.

4.4. LDL és HDL szubfrakciok elvalasztasa
A korabban ismertetésre  keriilt elvalasztds technikai mddszerek  kozill  kutatd
labororatoriumunkban csdves nem-gradiens géleletroforézis rendszert (Lipoprint rendszert)
hasznalunk lipoprotein szubfrakciok elkiilonitésére. Segitségével, méretiik alapjan, lehetdségiink
van az LDL teszt esetében 7 kiilonb6zé LDL szubfrakcid, addig a HDL teszt esetében 10
kiilonb6z6 HDL szubfrakcid elvalasztasara. A Lipoprint LDL szubfrakcios teszt soran
elvalasztott 7 szubfrakci6 koziil az LDL-1 és LDL-2 szubfrakciok jol korreldlnak az
ultracentrifugéalas soran elvalasztott nagy, kevésbé denz LDL szubfrakcioval, mig az LDL-3,-4,-
5,-6 és -7 szubfrakciok kis denz LDL szubfrakcioval vethetok 6ssze (Hoefner és mtsai, 2001) (2.
tablazat). A HDL szubfrakcids teszt soran meghatarozott HDL-1,-2,-3 szubfrakciokat a rendszer
a nagy, a HDL-4,-5,-6,-7 szubfrakcidkat a kozepes, ill. a HDL-8,-9,-10 szubfrakciokat a kis HDL

szubfrakciokhoz sorolja. A Lipoprint HDL szubfrakcios teszt soran meghatarozott nagy HDL
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szubfrakcio (1-3) az ultracentrifugalas soran elvalasztott HDL2, mig a kozepes ¢és kis HDL
szubfrakciok (4-10) az ultracentrifugalt HDL3 frakciéval homologok (3. tablazat).

LDL szubfrakciok elvalasztasa. Az LDL szubfrakciok elvalasztasat csoves poliakrilamid
gélelektroforézis rendszerrel végeztem (Lipoprint rendszer, Quantimetrix Corp., Redondo Beach,
CA) a gyarto altal kiadott felhasznalasi utmutatonak megfeleléen. LDL szubfrakcios teszt soran
az elére betoltott 3%-0s akrilamidot tartalmazo iivegesovek felsé részére 25 ul szérum mintat
vittem fel. A mintakban 1évé lipoproteineket 200 ul szudan fekete festéket tartalmazo akrilamid
foly¢kony géllel tettem lathatova. 30 perces fotopolimerizalast kovetden a csdveket elektroforézis
kadba helyeztem, amelynek also és felsd részébe Trist €s borsavat tartalmazd puffer oldatot
ontdttem, majd 3 mA/csé dramerdsség ¢és 500 V fesziiltség mellett 60 percig elektroforetizaltam a
mintakat. Az elektroforézis utan 30 perccel a megfuttatott lipoprotein szubfrakcidkat tartalmazé
csoveket digitalizaltam ¢és a Lipoware szoftver (Quantimetrix Corp.) segitségével analizaltam.

Az LDL szubfrakcios teszt soran maximalisan 7 kiilonb6zé LDL szubfrakci6 elvalasztasara van
lehetdség. Az elkiilonitett lipoproteinek méretiik szerint haladnak a gélben, ezért a leggyorsabb a
HDL, mig a leglassabb a VLDL lesz (4. abra). A kilomikronok (amennyiben a minta
tartalmazott) a felvitel helyén maradnak. Ennek eredményeként egy savos eloszlast fogunk latni,
melyben az els6 sav lesz a VLDL savja, az ezt kovet6 3 sav az ugynevezett Midband, ami IDL-t
¢s VLDL remnantokat tartalmaz, majd az LDL szubfrakciok és a HDL savja kovetkeznek. A 7
LDL szubfrakciot két nagy csoportba kiilonithetjiik el: a nagyméretii, kevésbé denz LDL-1 és
LDL-2, valamint a kisebb és denzebb szubfrakciokbol alloé csoportot (LDL-3,-4,-5,-6,-7). A
dontéen nagymeéretli, kevésbé denz LDL szubfrakcidkat tartalmazé lipidprofilt normal LDL
profilnak, a dontéen kisebb méretii, denzebb LDL szubfrakcidkat tartalmazé profilt abnormalis

LDL lipidprofilnak tekintjiik.
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*LDLCis rised of the sum of in Md band: ClhrwghAquu oll the subfractions

4. abra: (a) Az LDL szubfrakcios savok sematikus mintazata elektroforézist kovetoen: az elsé
sav a VLDL, alatta az IDL-t és VLDL remnantokat tartalmazo 3 Midband sav, majd a nagy LDL
szubfrakciok (LDL-1, -2), a kis denz LDL szubfrakciok (LDL-3,-4,-5,-6,-7) és a HDL savja
kovetkeznek. A (b) panelen egy egészséges személy denzitometrias képe lathatoé dontéen nagy
LDL szubfrakciokkal (atlagos LDL méret 27.18 nm; sarga szinnel jel6lve), mig a (c) panelen egy
beteg reprezentativ abnormalis denzitometrias képe lathat6, ahol megjelenik a kis denz LDL

szubfrakcio (4tlagos LDL méret 26.40 nm; piros szinnel jeldlve).

36



Az egyes lipoprotein savok koleszterin koncentracioja megadhatd az Osszkoleszterin szint és a
Lipoware szoftver altal meghatarozott gérbe alatti teriilet ismeretében. Az atlagos LDL méretet
(nm) a denzitogram alapjan szintén a Lipoware szoftver kalkulalja.

HDL szubfrakciok elvalasztasa. A HDL szubfrakciok elvalasztasat szintén cséves poliakrilamid
gélelektroforézis rendszerrel végeztem (Lipoprint rendszer, Quantimetrix Corp., Redondo Beach,
CA) a gyart6 altal kiadott felhasznalasi utmutatonak megfeleléen. A HDL szubfrakcids teszt
kivitelezése gyakorlatilag megegyezik az LDL szubfrakcios teszttel, ebben az esetben is 25 pl
szérum mintat viszek fel a 3%-os akrilamid gélt tartalmazd {livegcsOvekre, azonban a szudan
fekete festéket tartalmazo folyékony gél térfogata 300 pl. 30 perces fotopolimerizalast kdvetden
az elektroforézis 50 percig tart 3 mA/cs6é aramerdsség és 500 V fesziiltség mellett.

A HDL szubfrakcios teszt kivitelezése sordn a leggyorsabban mozgd frakcido az albumin, a
leglassabban a VLDL+LDL savja halad (5. abra). A kilomikronok, az LDL teszthez hasonloan itt
is a felvitel helyén maradnak. A HDL szubfrakcids teszt soran a Lipoprint rendszer 10
szubfrakciot kiilonit el. A HDL-1,-2,-3 a nagy HDL szubfrakcidhoz, a HDL-4,-5,-6,-7 a kozepes,
mig a HDL-8,-9,-10 a kis HDL szubfrakcidhoz tartoznak. Az egyes HDL szubfrakciok
koleszterintartalma a HDL-koleszterin ismeretében a Lipoware szoftver altal meghatarozott gérbe

alatti teriilet ismeretében megadhato.
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(b)

Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM

Hateorz SAMPLE:  3-semple 1
’ YLDL HDL Subfractions Albumin
+
DL
1 23l4a 5 6 7|8 9 10
AMA 3 i -
area® 18 141114 10 13 4 4 3 7
Large Intermediate Small
area % a4 a1 15
chol. [mgldi} 22 21 7
VIDLHDL HOL Chol. [mgidl] S0 340
—— Il ()
]— HDL-4,-5,-6,-7
M3tz SAMPLE:  d-senple Quantimetrix LIPOPRINT® SYSTEM
]— HDL-8,-9,-10 i ViDL HDL Subfractions Albumin
L
UV 2804, 8 & onle.e 10
Albumin
AVEN N
M | T —
area® 9 98 dAE W Tk 12
Large Interme diate Small
area % 25 51 24
chol. [mgldl] 12 26 12
HOL Chol. [mpidl] S0 340

5. abra: (a) A HDL szubfrakcios savok sematikus mintazata az elektroforézist kovetden: a felso,
lassan mozgo frakcio a VLDL+LDL séavja, amelyet a nagy HDL (HDL-1,-2,-3), a kdzepes HDL
(HDL-4,-5,-6,-7) és kis HDL (HDL-8,-9,-10) szubfrakciok kovetnek. A leggyorsabban mozgd
frakcio az albumin. A (b) panelen egy egészséges személy denzitometiras képe, mig a (C) panelen

egy beteg reprezentativ denzitometrias képe lathato.
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4.5. Szérum chemerin szint meghatarozasa
A teljes szérum chemerin koncentracid meghatarozasat a kereskedelmi forgalomban kaphat6
szendvics ELISA kit segitségével végeztem (USCN Life Science Inc, Wuhan, Kina) a gyarto altal
megadott Utmutatd szerint. Az intra-assay varidcios koefficiens <10%, mig az inter-assay

variacios koefficiens <12% alatt volt.

4.6. 7-dehidrokoleszterin szint és paraoxonaz-1 aktivitas meghatarozasa

A 7-DHC koncentracio mérése UV spektrometrids moddszerrel tortént Honda és mtsai altal
publikalt modszer alapjan (Honda és mtsai, 1997). A modszer also detektalasi hatara 15 mg/1 és a
valtozasok 15-400 mg/l-es tartomanyban linearisak. Az extrakcio soran 0,2 ml szérum és 1,6 ml
C-hexan:i-propanol 3:1 ardnyt keverékét vortexeltem 20 masodpercen keresztiil, majd
centrifugaltam, és a tiszta feliiliszo abszorbanciajat 282 nm-en mértem meg.

A PONI paraoxonaz aktivitds meghatarozasakor 100 mmol/L Tris-HCI (pH=8,0), 2 mmol/L
CaCly-t tartalmazo pufferben 5,5 mmol/L paraoxont (O,0-dietil-O-p-nitrofenilfoszfat, Sigma)
oldottam fel, majd szérum hozzéadéasa utdn 405 nm-en, szobahdmérsékleten spektofotometrias
modszerrel monitoroztam a képz68dd 4-nitrofenol mennyiségét. Az egy percre jutd abszorbancia
valtozas és az enzim altal 405 nm-en elbontott paraoxon szubsztratra jellemz6 molaris extinkcios
koefficiens (17 600 Mcm™) alapjan meghataroztam a PON1 enzim paraoxonaz aktivitisat. A
mértékegység: U/L, ahol egy unit (egység) 1 umol szubsztrat elbomlasat jelenti egy perc alatt
(Fiilop és mtsai, 2014).

A PONI arilészterdz aktivitds meghatarozasa sordn 1 mmol/L fenilacetatot (Sigma) és 20
mmol/L Tris/HCI puffert (pH=8,0) tartalmaz6 oldatot hasznaltam, szérum hozzdadéasat kovetden

270 nm-en végeztem az abszorbanciamérést. Szubsztratvak segitségével korrigaltam a fenilacetat
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spontan hidrolizisét. Az enzimaktivitast 1310 mol*nm™ molaris extinkcids koefficiens
segitségével szamoltam, és U/L-ben fejeztem ki. Egységnyi (1 unit) PONI1 arilészteraz
aktivitasnak a fenti koriilmények kozott percenkénti 1 pmol fenilacetat bomlasa felel meg (Filop

és mtsai, 2014).

4.7. Statisztikai elemzés
A statisztikai analizist a STATISTICA (ver: 8,0; StatSoft Inc., Tulsa, OK) programmal végeztiik.
Az adatok eloszlasanak vizsgalatat a Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztiik. A két vizsgalati
csoport adatainak Osszehasonlitdsa normalis eloszlas esetén Student-féle kétmintds t-probaval
tortént. A mért paraméterek nem normalis eloszlasakor a Mann-Whitney u-probat alkalmaztuk. A
normal eloszlast mutatd paramétereknél az adatok atlag+szoras (SD) forméjaban fejeztiik ki, mig
a nem-normal eloszlast mutatd adatokndl a median ill. als6 és fels6¢ kvartilis értékeket
alkalmaztunk. A folytonos valtozok kozti 6sszefiiggést Pearson korrelacios analizissel vizsgaltuk.
Multivaridcios analizis (backward-stepwise moddszer) soran meghataroztuk a szérum chemerin
szinttel legjobban dsszefliggd lipoprotein szubfrakciot. Szignifikancia szintnek a p<0,05 érteket

valasztottuk.
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5. Eredmények

5.1. A szérum chemerin koncentracio és lipoprotein szubfrakciok kézotti kapcsolat
elhizott, nem diabeteses és normal testtomegii egyénekben

Az elhizott, nem diabeteses betegek ¢s kontrollok antropometriai €s laboratoriumi paramétereit a
4. tablazatban foglaltam 6ssze. A szérum chemerin koncentracié szignifikinsan magasabb volt az
elhizott, nem diabeteses csoportban a normal testtomegii kontrollokhoz képest. Az emelkedett
hsCRP szint alapjan a betegekben az elhizéssal Osszefiiggésben alacsony szintli, szisztémas
gyulladés igazolodott. A triglicerid és lipoprotein(a) szintek szignifikdnsan magasabbak, mig a
HDL-C ¢és apoA-I koncentraciok szignifikansan alacsonyabbak voltak a betegcsoportban a
kontrollokhoz viszonyitva, azonban az értékek a normal fizioldgias tartoméanyon beliilre estek. A
kontrollokhoz képest az elhizott, nem diabeteses betegekben szignifikansan magasabbnak taldltuk
a hugysav, hemoglobin Alc és ¢homi gliikoz szinteket, azonban az emlitett paraméterek szintén a
referencia tartomanyon beliil voltak, amelyet a 2 6ras OGTT mérésével és HOMA-IR

szdmitasaval is igazoltunk (4. tdblazat).
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4. tablazat: A vizsgélati résztvevok antropometriai és laboratdriumi értékei

Elhizott (n=50) Kontroll (n=38)  P-ért¢k  Referencia
tartomany
Nem (n6/férfi) 4317 33/5
Eletkor (év) 44,20 + 13.50 4226 + 11.36 n.s.
BMI (kg/m?) 41,96 + 8.63 2405 + 321 <0.001
hsCRP (mg/l) 8.24 (3.2 - 13.09) 0.85 (0.5-1.38) <0.001 <5.2
Triglicerid (mmol/l) 1.4(1.1-20) 0.9(0.7-1.6) <0.01 <1.70
Osszkoleszterin (mmol/1) 5.04 + 0.83 5,06 + 1.03 n.s. <5.2
HDL-koleszterin (mmol/I) 136 + 0.33 172 + 047  <0.001 fii:>L0;
no: >1.3
LDL-koleszterin (mmol/l) 3.17 + 0.74 293 + 0.98 n.s. <3.4
Apolipoprotein A-1 (g/l) 148 + 0.24 1.66 + 0.39 <0.01 >1.15
Apolipoprotein B (g/l) 0.86 + 0.20 0.78 + 0.26 n.s. <1.0
Lipoprotein(a) (mg/l) 248 (120 - 586) 112 (80 - 300) <0.01 <300
Frukt6zamin (pmol/l) 22532 + 27.95 233.90 + 15.76 n.s. <285
ffi:200-420;
Hugysav (umol/1) 315.24 + 91.61 258.67 + 70.54  <0.001
n6:140-340
Hemoglobin Alc (%) 581 + 0.57 506 + 0.33 <0.001 4.2-6.1
Ehomi gliikéz (mmol/l) 490 + 0.75 441 + 057 <0.01 3.6-6.0
2 6ras OGTT (mmol/1) 7.00 + 2.01 6.54 + 1.13 n.s. 7.8
Inzulin (mU/1) 17.14 + 9.91 1426 + 6.02 n.s. 2.1-22
HOMA-IR 3.2(22-5.1) 2.4 (1.3-3.3) n.s.
Chemerin (ng/ml) 590.08 = 90.29 404.99 + 127.07 <0.001

n.s., nem szignifikans

BMI, tettomegindex; hsCRP, high-sensitivity C-reaktiv protein; HDL, high-density lipoprotein;
LDL, low-density lipoprotein; OGTT, oralis gliikkoz tolerancia teszt; HOMA-IR, homeostasis

model assessment — inzulin rezisztencia
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Az LDL ¢és HDL szubfrakciok szazalékos €s mennyiségi eloszlasa az 5. és 6. tablazatban lathato.
Az LDL szubfrakciok eloszlasat tekintve az 6ssz LDL-C értékhez hasonléan nem volt
szignifikans kiilonbség a két vizsgalati csoportban a nagy LDL szubfrakcié ardnyat illetden (5.
tablazat). Ezzel ellentétben a kis LDL szubfrakcio aranya, tovabba mind a nagy, mind a kis LDL
szubfrakcio abszolut mennyisége szignifikdnsan nagyobb volt elhizott, nem diabeteses
egyénekben a kontroll csoporthoz képest. Elhizottakban az LDL atlagos mérete szignifikansan

alacsonyabb volt.

5. tablazat: Az LDL szubfrakciok szazalékos és mennyiségi eloszlasa elhizott, nem diabeteses

betegek és kontrollok esetében

Elhizott (n=50) Kontroll (n=38) p-érték

LDL szubfrakciok szazalékos eloszldsa

Nagy LDL (%) 25.8 + 4.1 244 £ 47 n.s.
Kis denz LDL (%) 2.196 + 2.275 0.6029 =+ 0.646 <0.001

LDL szubfrakciok mennyiségi eloszlasa

Nagy LDL (mmol/l) 1.317 + 0.361 1.146 + 0.405 <0.05
Kis denz LDL (mmol/l) 0.113 0.118 0.029 0.034 <0.001
Atlagos LDL méret (nm) 26.98 + 0.32 27.28 + 0.18 <0.001

H_
H_

n.s., nem szignifikans
LDL, low-density lipoprotein
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Bar a HDL-C koncentraciok mindkét csoportban a normal tartomanyba estek, a HDL
szubfrakciok vizsgalatakor az elhizott csoportban eltolodast tapasztaltunk a kis HDL szubfrakcid
iranyaba (6. tablazat). A nagy HDL szubfrakcido ardnya szignifikdnsan alacsonyabb, mig a
kozepes ¢s kis HDL szubfrakcidk aranya szignifikdnsan magasabb volt az elhizottak korében a
normal testtomegli kontrollokhoz képest. Az elhizott, nem diabeteses csoportban a nagy és a
kozepes HDL szubfrakciok abszolit mennyisége szignifikansan alacsonyabb, a kis HDL

szubfrakcié mennyisége szignifikansan magasabb volt a kontrollhoz viszonyitva.

6. tablazat: A HDL szubfrakciok szazalékos és mennyiségi eloszlasa elhizott, nem diabeteses

betegek és kontrollok esetében

Elhizott (n=50) Kontroll (n=38) p-érték

HDL szubfrakciok szazalékos eloszldsa

Nagy HDL (%) 225 + 57 346 + 85 <0.001
Kozepes HDL (%) 52.3 + 3.4 48.3 + 4.4 <0.001
Kis HDL (%) 252 + 59 171 + 5.7 <0.001

HDL szubfrakciok mennyiségi eloszlasa

Nagy HDL (mmol/l) 0.319 + 0.157 0.635 + 0.300 <0.001
Ko6zepes HDL (mmol/1) 0.708 + 0.169 0.832 + 0.182 <0.01
Kis HDL (mmol/I) 0.333 + 0.070 0.285 + 0.087 <0.01

HDL, high-density lipoprotein
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A szérum chemerin koncentracid és az apolipoprotein molekuldk szintje kozotti kapcsolat
vizsgalatakor szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a chemerin és az apoA-I (r=-0,24; p=0,03)
szintek kozott, ill. szignifikans pozitiv 6sszefiiggést mutattunk ki a chemerin és az apoB (1=0,35;
p=0,001), valamint a chemerin ¢és a lipoprotein(a) szintje kozott (r=0,38; p=0,0003).

Minden vizsgalati személyt egyiitt tekintve a szérum chemerin szint pozitivan korrelalt az LDL-C
szintjével (r=0,27; p=0,0086) (6.a. abra). Pozitiv, bar nem szignifikans trend mutatkozott a
chemerin szint és a nagy LDL szubfrakci6 aranyat tekintve (r=0,20; n.s.) (6.b. abra), mig
szignifikans pozitiv korrelaciot taldltunk a chemerin koncentracié és a kis denz LDL szubfrakcio
kozott (r=0,39; p=0,0003) (6.c. abra). Ahogy a 6.d. dbran is lathatd, inverz korrelaciot mutattunk
ki a chemerin szint és az atlagos LDL méret kozott (r=-0,37; p=0,0008). Tovabba szoros
Osszefliggést talaltunk a BMI és az atlagos LDL méret kozott (r=-0,39; p=0,0002).

Minden résztvevot egyiitt véve a chemerin szint és a HDL szubfrakciok kozotti kapcsolat
vizsgalatakor a chemerin szint negativan korrelalt a HDL-C szintjével (r=-0,24; p=0,02) (7.a.
abra), hasonldéan a nagy HDL szubfrakci6 ardnyaval (r=-0,47; p=0,00001) (7.b. abra). Ezzel
ellentétben, a kdzepes ¢€s a kis HDL szubfrakciok ardnya pozitiv dsszefliggést mutatott a szérum
chemerin koncentraciéval (r=0,23; p=0,04 és 1=0,47; p=0,000008) (7.c. és 7.d. abra).

A chemerin koncentracié és a lipoprotein szubfrakciok kozotti Osszefliggéseket a vizsgalati
csoportokban kiilon-kiilon is tanulméanyoztuk. A korrelaciok a kontrollok esetében szignifikdnsak
maradtak a HDL-C ¢és a kozepes HDL szubfrakciok kivételével. Az elhizottak esetében nem

talaltunk szignifikans 0sszefiiggést.
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6. abra: Osszefiiggések a szérum chemerin koncentracié és az LDL-C szint (a), a nagy LDL

szubfrakcio ardnya (b), a kis denz LDL szubfrakcio ardnya (c) és az atlagos LDL méret kozott (d)
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7. abra: Osszefiiggések a szérum chemerin koncentréacié és a HDL-C (a), a nagy HDL

szubfrakcio (b), a kozepes HDL szubfrakcio (c) és a kis HDL szubfrakcid kozott (d)
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A BMI hatasanak figyelembevételével a chemerin és az LDL-C szint (p=0,01), a kis denz LDL
szubfrakcio aranya (p=0,03), az atlagos LDL méret (p=0,03), a nagy HDL szubfrakcié aranya
(p=0,03) és a kis HDL szubfrakcid aranya (p=0,005) kozotti korrelaciok maradtak szignifikansak.
Vizsgalataink tovabbi részében tobbszords regresszids analizist alkalmaztunk a BMI hatasanak
tisztazésara, ahol fiiggd valtozoként a chemerint jeloltik meg. A modellbe az aldbbi
paramétereket foglaltuk bele: életkor, nem, BMI, hsCRP, HDL-C, nagy HDL, kézepes HDL, kis
HDL, LDL-C, nagy LDL, kis denz LDL ¢s atlagos LDL méret. Az analizis eredménye alapjan
szérum chemerin koncentracidval legszorosabban osszefiiggd faktorok a hsCRP (p<0,001) és a
kis HDL szubfrakci6 voltak (p<0,001). Vizsgalataink alapjan a BMI a szérum chemerin

koncentracionak nem volt fiiggetlen elérejelzéje (p=0,895) (7. tablazat).

7. tablazat: Tobbszoros regresszios analizis eredménye (fliggd valtozo a szérum chemerin szint)

Beta p-érték
hsCRP 0.565 <0.001
Kis HDL (mmol/l) 0.383 <0.001
Nagy HDL (mmol/l) -0.17 0.053
Eletkor 0.103 0.262
LDL-C (mmol/l) 0.093 0.291
Nagy LDL (mmol/l) -0.09 0.594
Kis denz LDL (mmol/l) -0.05 0.638
Atlagos LDL méret (nm) -0.07 0.759
HDL-C (mmol/l) 0.118 0.762
Ko6zepes HDL (mmol/I) -0.25 0.809
Nem -0.020 0.838
BMI -0.020 0.895
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5.2. Lipoprotein szubfrakciok eloszlasa SLOS és kontroll gyerekekben

A vizsgalatunkban résztvevd SLOS ¢és egészséges gyerekek klinikai és laboratériumi
paramétereit a 8. tablazatban foglaltam 6ssze. Az SLOS gyerekeket Kelley és Hennekam score
rendszere alapjan klinikai sulyossag szerint tipizaltuk. Az atlagos klinikai sulyossagi score az
SLOS csoportban 30,9+15,1 volt. Egy sulyos fenotipusu gyerek (score>50) ujsziilottként exitalt,
7 gyerek kozepes sulyossagi — tipusos — csoportba (score 20-50), mig 3 gyerek enyhe
fenotipusba tartozott (score<20). A 7DHC szintje a betegcsoportban 205 (85-274) mg/l volt, mig
az egészséges gyerekekben a detektalasi hatar ald esett (<0,15 mg/l). A lipidparaméterek
tekintetében az Osszkoleszterin, LDL-C és HDL-C szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a
betegcsoportban a kontrollhoz képest (8. tablazat). Szignifikans negativ korrelaciot mutattunk ki

a klinikai stlyossagi score és a HDL-C szintje k6zott (r=-0,804; p=0,003) (8. abra).

14,

HDL-C (mmolf)

0 10 20 30 40 50 60
Klinikai stlyossagi score

8. abra: Osszefiiggés a klinikai sulyossagi score és a HDL-C szint kozdtt SLOS betegekben
(n=11; r=-0,804; p=0,003)
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8. tablazat: A Smith-Lemli-Opitz szindromas és kontroll gyerekek klinikai és laboratoriumi

értékei
SLOS (n=11) Kontroll (n=10) p

Nem 4 lany /7 fin 5 lany / 5 fig
Eletkor (év) 571 + 6.93 5.36 + 6.02 n.s.
Klinikai silyossagi score 309 + 15.1
7-Dehidrokoleszterin (mg/l) 205 (85-274) n.d.
OsszKkoleszterin (mmol/l) 1.73 £ 0.9 3.52 + 0.63 <0.0001
LDL-koleszterin (mmol/l) 09 =+ 04 1.88 + 0.46 <0.0001
Nagy LDL (%) 16.9 (14.5-22.4) 26.1 (23.8-30.4) <0.001
Kis denz LDL (%) 10.2 (2.3-13.3) 0.8 (0.0-2.7) <0.01
Atlagos LDL méret (nm) 25.7 + 0.83 27.16 + 0.32 <0.001
LDL szubfrakcios mintazat

normal (n) 3 8

atmeneti (n) 1 2

abnormal (n) 7 0
HDL-koleszterin (mmol/l) 055 + 0.38 1.04 + 0.27 <0.01
Nagy HDL (%) 73.5 (47.4-77.2) 345 (31.6-41.8)  <0.001
Kozepes HDL (%) 19.8 (18.9-39.6) 495 (44.3-50.5)  <0.001
Kis HDL (%) 7.1(2.3-11.0) 16.0 (13.9-18.5) <0.01

n, esetszam; n.s. nem szignifikdns, n.d. nem detektalhat6 (<0,15 mg/1)
SLOS, Smith-Lemli-Opitz szindroma; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density
lipoprotein
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Az LDL szubfrakciok vizsgélatakor a kontrollokhoz képest a nagy LDL szubfrakcido aranya
szignifikansan alacsonyabb (p<0,001), mig a kisméretii denz LDL szubfrakcid6 aranya
szignifikansan magasabb (p<0,01) volt az SLOS csoportban (8. tablazat). Tovabba az atlagos
LDL méret szignifikansan kisebb volt a betegcsoportban a kontrollokhoz viszonyitva (p<0,001).
Ezek az adatok Osszhangban voltak az LDL szubfrakciés mintazattal is: 7 SLOS gyerek
abnormalis, egy beteg atmeneti és 3 gyerek normal LDL szubfrakcidés mintazattal rendelkezett,
szemben az egészséges csoporttal, ahol a kontrollok dontd tobbsége normal LDL szubfrakcios
mintédzattal birt (8. tablazat). A 9.a. dbran egy tipusos SLOS gyerek abnormalis LDL szubfrakcios
mintazata lathato (atlagos LDL méret: 25,34 nm) dontden kisméretli denz LDL szubfrakcioval
(9.a. dbra, piros szinnel jelolve). A 9.b. dbran egy egészséges gyerek normal denzitometrids képét
mutatom be, ahol jellegzetesen a nagyméretli, kevésbé denz LDL szubfrakciok latszanak (sarga
szinnel jeldlve).

A HDL szubfrakcidk monitorozasa soran kapott eredmények alapjan az SLOS betegekben
eltolodast mutattunk ki a nagyméreti HDL szubfrakcié irdnyaba (8. tablazat). A nagy HDL
szubfrakci6 ardanya markansan magasabb (p<0,001), mig a kozepes és a kis HDL szubfrakcio
aranya alacsonyabb (p<0,001 ¢és p<0,01) volt a betegcsoportban az egészséges gyerekekhez
viszonyitva. A 10.a. dbran a HDL szubfrakciok denzitometrias képét mutatom be egy tipusos
SLOS gyerek esetében (10.a. abra), ahol a nagy HDL szubfrakcié egyértelmii dominanciaja
figyelhetd meg a kozepes €s a kis HDL szubfrakcid rovasara, mig a 10.b. abran egy egészséges

gyerek HDL szubfrakcids mintazata lathato.
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(a)

7/ 16/2013 SAMPLE 8-burjan Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
16: 56
VLDL MID LDL HDL
c B |A| 1] 2|3]a]5]s 7
L
area% 149 46 74 6.1 119 136 95 7.1 3.9 203
chol.{mg/dl) 15 5 7 6 12 14 10 7 4 20
HI_HI_HI LO
Reference Reference
Range [s22 23 15 25 57 30 6 0 0 | z 40) Range
ParticleSize(A) 277 261 245 230 218

TotalLDL-C(mg/dI):64 (s130)
MeanLDL-Particle Size: 253.4 A (TYPE B;s 265) TotalChol.(mg/dl): 100 (= 200)
Reference ranges derived from 126 serum samples that met the NGEP _ATPI guidelines for desirablel pid status
LDL-C is comprised of the sum of cholesterol ﬁ Mid bands C through A as wnﬁu all

the subfractions
2/ 612013 SAMPLE: 9-tube 9 Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
12:29
VLDL MID

LDL HDL
[

B |Al 1] 2|3]|4]|5]|e] 7

'\

| SN
area% 202 81 61 90192 62 303
chol(mg/d) 20 8 6 9 19 & 3
Reference Reference
Range 522 28 15 25 57 30 Il 2 an] REE
ParticleSize(A) 277 261 TotalLDL-C(mg/di):49  (<130)
MeanLDL-Partiole Size: 273.1 A (TYPE A; 2268.0)

TotalChol.{mg/dl): 100 (< 200)
Reference ranges derived from 125 serum samples that met the NCEP_ATPIIl ﬁuldnllms for desirablelipid status
LDL-C is comprised of the sum of cholesterel in Mid bands C through A as well as all the subfractions

9. abra: (a) LDL szubfrakcids mintazat egy tipusos SLOS beteg esetében dontéen kisméretii
denz LDL szubfrakcioval (atlagos LDL méret 25,34 nm; piros szinnel jelolve). (b) LDL

szubfrakcios mintazat egy kontroll gyerek esetében, ahol jellegzetesen a nagyméretii, kevésbé
denz LDL szubfrakciok latszanak (atlagos LDL méret 27,31 nm; sarga és narancs szinnel

jelolve).
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(a)

71 16/2013 SAMPLE:  4-ukacsp Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
13: 56 " "
oy HDL Subfractions Albumin
oL
1 2 3|14 6 6 718 9 10

area % 23 2414 13 9 8 2 2 2 2
Large Intermediate Small
area% 62 33 5
chol. (mg/di) 3 16 3

HDL Chol.{mgldl) 50 240

(b)

2/ 612013 SAMPLE: 8-tube 8 hdl Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
13:57 vioL HDL Subfractions Albumin
LbL
1 2 314 5 6 718 9 10
L1 “"\
\
L [ [
area % — 14 138 11 12 22 6 5 5 5
Large Intermediate Small
area% 35 50 15
chol. (mg/di) 17 25 7

HDLChol.(mg/dl) 60 240

10. abra: (a) HDL szubfrakcios mintazat egy tipusos SLOS beteg esetében, ahol a nagy HDL
szubfrakciok aranya (z61d szinnel jelolve) dominal; és (b) egy kontroll gyerek esetében, ahol a
beteghez képest nagyobb ardnyban jelennek meg a kdzepes és a kis HDL szubfrakciok (sarga és

piros szinnel jeldlve).
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5.3. Szérum PON1 paraoxonaz és arilészteraz aktivitas, valamint a PON1 arilészteraz
aktivitds és a lipoprotein paraméterek kozotti osszefiiggések SLOS és kontroll
gyerekekben

A HDL-hez asszocialt szérum PON1 paraoxonaz aktivitas alacsonyabb volt az SLOS csoportban
az egészséges gyerekekhez képest (SLOS 37,5 (9,98-93,22) U/l vs. kontroll: 72,85 (42,04-
206,93) U/l; p=0,069), bar a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans. Azonban a
kontrollokhoz viszonyitva a PONI1 arilészteraz aktivitds szignifikdnsan alacsonyabb volt a

betegcsoportban (SLOS: 64,30+52,69 U/ vs. kontroll: 107,934+26,83 U/L; p=0,022) (11. abra).

140

100

120 |
1

[es]
=]

(=]
=

is
(=]

PON1 arileszteraz aktivitas (U/)

20

SLOS Kontroll

11. abra: Szérum PONL1 arilészteraz aktivitas SLOS és kontroll gyerekekben (p=0,022 ; o atlag;
box: atlag+SD; whiskers: atlag+1,96’SD)

A szérum PONI1 arilészteraz aktivitas és a lipoprotein paraméterek kozotti Osszefiiggéseket
vizsgalva szignifikdns pozitiv korrelaciot talaltunk a PONI arilészterdz aktivitds és az

0sszkoleszterin szint kozott (1=0,543; p=0,045) (9. tablazat). Tovabba pozitiv trend volt a PON1
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arilészteraz aktivitas és az LDL-C valamint a nagy LDL szubfrakci6 kézott. Azonban a PONI
arilészteraz aktivitas szignifikans negativ Osszefiiggést mutatott a kis denz LDL szubfrakcid
aranyaval (r=-0,578; p=0,031), ill. pozitivan korreldlt az atlagos LDL mérettel (r=0,610;
p=0,021).

Bar nem volt szignifikdns kapcsolat a PONI arilészteraz aktivitds ¢s a HDL-C kozott,
szubfrakcios szinten szamos Osszefliggést mutattunk ki (9. tdblazat). A nagy HDL szubfrakcid
aranya er0s negativ Osszefliggést mutatott a PON1 arilészteraz aktivitassal (r=-0,798; p=0,001),
viszont a kdzepes ¢és a kis HDL szubfrakcié aranya mar a PON1 arilészteraz aktivitassal pozitivan

korrelalt (r=0,652; p=0,012 és r=0,663; ¢s p=0,010).

9. tablazat: Korrelaciok a szérum PONI1 arilészteraz aktivitas és a lipoprotein paraméterek kozott

(n=21)

Valtozok r p
Osszkoleszterin (mmol/l) 0.543 0.045
LDL-koleszterin (mmol/l) 0.533 n.s.
Nagy LDL (%) 0.349 n.s.
Kis denz LDL (%) -0.578 0.031
Atlagos LDL méret (nm) 0.610 0.021
HDL-koleszterin (mmol/I) 0.457 n.s.
Nagy HDL (%) -0.798 0.001
Kozepes HDL (%0) 0.652 0.012
Kis HDL (%) 0.663 0.010

n.s. nem szignifikdns
HDL-C, high-density lipoprotein; LDL-C, low-density lipoprotein
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6. Megbeszélés

Korabbi tanulmanyok alapjan jol ismert, hogy az LDL és HDL lipoproteineknek fontos szerepiik
van az atherosclerotikus ill. fokozott oxidativ stresszel jardé korfolyamatokban. Ezek a
lipoproteinek inhomogén partikulumok; lipid és protein Osszetételiik, funkciojuk, méretiik és
denzitasuk alapjan kiilonb6z0 szubpopulaciokra oszthatok. Patoldgias koriilmények kozott az
LDL ¢és HDL szubfrakciok aranya eltolodhat, lipidomjukban és protedmjukban kedvezétlen
valtozasok allhatnak be, amelyek normal miikodésiiket jelentdsen befolyasolhatjak.

Vizsgalatunk elsé felében normal lipid paraméterekkel rendelkezd elhizott, nem diabeteses
csoportban vizsgaltuk a lipoprotein szubfrakciok eloszlasat. Bar a vizsgalati csoportban az LDL-
koleszterin szintje normal tartomanyban volt, az LDL szubfrakciok aranyat és mennyiségét
tekintve eltérést tapasztaltunk. Az elhizott csoportban a kis denz LDL szubfrakci6é ardnya és
abszolut mennyisége is szignifikdnsan magasabb volt a normal testtdmegii csoporthoz képest,
mig az atlagos LDL méret szignifikdnsan alacsonyabb volt a betegcsoportban. Mivel a kisméretii
denzebb LDL partikulumok szoros kapcsolatban allnak a kardiovaszkularis megbetegedések
kockézataval (Mertens és Holvoet, 2001, Krauss, 1995), ezért az LDL szubfrakcios vizsgalat
alapjan elmondhato, hogy az elhizott betegek normal LDL-C szint ellenére magasabb rizikdval
rendelkeznek a kardiovaszkularis betegségek tekintetében. Mig a kis denz LDL szubfrakcid
megndvekedett mennyisége egyértelmii pozitiv 6sszefiiggést mutat a kardiovaszkularis rizikdval,
addig a kiilonb6z6 HDL szubfrakciok funkcionalis és strukturdlis heterogenitasuk miatt eltérd
antiatherogén tulajdonsaggal rendelkeznek (Superko és mtsai, 2012). Korabbi tanulmanyok arrol
szamoltak be, hogy a nagy HDL szubfrakcié aranyanak csokkenése és a kis HDL szubfrakcid
aranyanak novekedése hozzdjarul a korondria betegség magasabb rizikdjadhoz (Kontush és

Chapman, 2006). Tobb irodalmi adat arra utal, hogy a HDL szubfrakciok kozil a kis HDL
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szubfrakci® magasabb oxidativ rezisztencidval rendelkezik a teljes HDL tartalomhoz képest
(Shuhei és mtsai, 2010), mig mas tanulmanyok szerint a nagy HDL szubfrakcio jelzi az
alacsonyabb kardiovaszkularis kockazatot (Laasko és mtsai, 1993). Jelen vizsgalatunkban az
elhizott betegcsoport esetében normal tartomanyban 1évéo HDL-C szint ellenére szignifikans
mértéka eltolodast figyeltiink meg a kisméreti HDL szubfrakci6 iranyaba. Az LDL és HDL
szubfrakciok szintjén bekovetkezd valtozasok az elhizott betegek korai sziirésére hivjak fel a
figyelmet a késobbi kardiovaszkularis komplikaciok kialakulasanak megeldzése érdekében.
Tovabba az LDL és a HDL szubfrakciok mennyiségi eloszlasaban bekdvetkezd valtozasok
szamos mindségi eltérést vonhatnak maguk utan, mint pl. a csdkkent antioxidans képességi,
diszfunkcionalis HDL vagy az enzimatikusan médosult LDL.

Kordbban emelkedett szérum chemerin szintrél szamoltak be szamos elhizdssal és emelkedett
kardiovaszkularis kockazattal jaro betegségben, pl. koronaria betegségben (Xiatao és mtsai,
2012), metabolikus szindroméaban (Jialal és mitsai, 2013), elhizott nem diabeteses betegek
esetében (Sledzinski és mtsai, 2013) és 2-es tipusi diabetes mellitusban (Yang és mtsai, 2010,
Weigert és mtsai, 2010b). A szérum chemerin szint szoros kapcsolatban van az elhizassal és
gyulladéssal 0sszefiiggd markerekkel (Lehrke és mtsai, 2009), tovabba szintje fogyds hatisara
csokken (Kim és mtsai, 2013). Az emlitett adatokkal 0sszhangban szignifikdnsan magasabb
szérum chemerin koncentraciot mutattunk ki az elhizott csoportban, amely az emelkedett hsCRP
szint mellett alatamasztja az elhizottakban az elhizds soran fennalld, alacsony szintli kronikus
gyulladas jelenlétét. Adataink tdmogatjdk azt az elképzelést, mely szerint az altalunk vizsgalt
elhizott betegek normal szénhidrat és lipid paraméterek ellenére is fokozott kardiovaszkularis
kockazatnak lehetnek kitéve.

Az elhizott és normal testtomegli, nem diabeteses betegek adatainak elemzése soran a szérum

chemerin szint pozitivan korrelalt az LDL-C szinttel, amely 0sszecseng a korabbi publikaciok
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eredményeivel (Xiatao és mtsai, 2012, EI-Mesallamy és mtsai, 2011). Tudomasunk szerint az
irodalomban elsoként vizsgaltuk az LDL szubfrakciok szérum chemerin szinttel valo kapcsolatat.
Szoros Osszefiiggést mutattunk ki az atherogén kis denz LDL szubfrakcié aranya és a szérum
chemerin szint kozott, ill. szignifikans negativ korrelaciot talaltunk az atlagos LDL méret és a
chemerin szint kozott. Spiroglou és munkatdrsai az atherosclerotikus 1ézidkban a chemerin
a vaszkularis simaizomsejtek €s a habos sejtek chemerin expresszioja kozott (Spiroglou és mtsai,
2010). A fenti adatokbol kiindulva feltételezésiink szerint a chemerin parakrin hatisa révén
modosithatja az LDL 0sszetételét, kisméretli konnyebben oxidalhato LDL partikulumokat hozva
létre, amelyek hozzajarulnak az atherosclerosis progresszidjahoz. Kordbbi tanulmanyokhoz
hasonloan jelen vizsgalatunkban a szérum chemerin koncentracié negativ kapcsolatban allt a
HDL-C szinttel (Jialal és mtsai, 2013, Sell és mtsai, 2010, Lehrke és mtsai, 2009), azonban a
chemerin szint és a kiilonb6z6 HDL szubfrakciok kozotti osszefiiggések mar nem voltak ilyen
egyontetiiek. A chemerin szint és a nagy HDL szubfrakci6 ardnyéaval negativan, mig a kozepes és
a kis HDL szubfrakci6 ardnyaval pozitivan korrelalt. Eredményeink alapjan felvetddott a kérdés,
ezek az Osszefliggések milyen mértékben tudhatoak be a BMI hatdsanak, ill. melyik az a
lipoprotein szubfrakcio, amely a legszorosabb Osszefiiggésben van a szérum chemerin szinttel. A
kérdések tisztazasara tobbszorods regresszios modellt dolgoztunk ki, amelynek eredménye alapjan
elmondhat6, hogy a hsCRP mellett a kis HDL szubfrakci6 bizonyult a szérum chemerin
koncentracio fiiggetlen eldrejelzdjének, mig a BMI nem volt a chemerin fiiggetlen prediktora.
Szamos szerzd beszdmolt a HDL patoldgids kornyezetben torténd lipid €s protein szerkezetének
megvaltozasarol (Lo Prete és mtsai, 2009, Holzer és mtsai, 2011, Berrougui és mtsai, 2012), ill.

crer

gyulladésos koriilmények kozott (Yu és mtsai, 2012). Tovabba fontos megjegyezni, hogy a HDL
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anti-inflammatorikus tulajdonsagaihoz az apoA-I apolipoprotein jelentds mértékben hozzajarul,
ugyanis foként a kisméreti, diszkoidalis HDL-en lokalizal6édva védi annak foszfolipid tartalmat
az oxidaciotol (Rye és Barter, 2013, Barter és mtsai, 2013). Ugy tiinik tehat, hogy az elhizassal
jaro, alacsony foku gyulladas valtozasokat idézhet el6 a HDL lipid és fehérje szerkezetében,
beleértve a szabad koleszterin és koleszterin-észter tartalom csokkenését, amely hozzéjarulhat a
HDL méretének csokkenéséhez. Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy vizsgalatunkban a szérum
chemerin szint szorosan Osszefligg a valosziniileg csokkent antioxidans hatast, kis HDL
szubfrakcioval.

Vizsgalataink masodik felében oroklott koleszterin anyagceserezavarban szenvedd, csokkent
szérum Osszkoleszterin szinttel rendelkezd SLOS gyerekekben vizsgéltuk a lipoprotein
szubfrakciok eloszlasat. Korabbi tanulményokban széles korben vizsgéltdk a lipid paraméterek
szintjét és a koleszterin bioszintézis folyamatat SLOS-ban (Merkens és mtsai, 2004, Behtilova és
mtsai, 2000), azonban eddig nem sziiletett publikacio szubfrakcios szintli vizsgalatokrol.
Tovabba megallapitottdk, hogy a diagnézis felallitasa soran mért kezdeti koleszterin koncentraciod
alapvetden meghatarozza a betegség stlyossagat, ezzel egyiitt a varhato élettartamot (Tint és
mtsai, 1995b, V. Olah és mtsai, 2013). Vizsgalatunkban az irodalmi adatokkal megegyez6en,
mind az LDL-C, mind a HDL-C szint markansan alacsonyabb volt SLOS-ban az egészséges
gyerekekhez képest, tovabba negativ dsszefliggést mutattunk ki a klinikai stilyossagi score és a
szérum HDL-koleszterin szint k6zott. Eredményeink hangstlyozzak a HDL lehetséges kozponti
szerepét az SLOS pathomechanizmuséban.

Az LDL szubfrakciok vizsgalatakor a beteg gyerekek esetében nem vart modon markansan
magasabb volt a kis denz LDL szubfrakci6 aranya a kontroll gyerekekhez képest. Ezzel egyiitt az
abnormalis LDL szubfrakcids mintdzat prevalencidja SLOS-ban mintegy 63% volt, mig egyetlen

egészséges gyerek sem rendelkezett abnormdlis LDL szubfrakcidos mintézattal. Adataink
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osszhangban vannak a STRIP (Special Turku coronary Risk factor Intervention Project)
tanulmany eredményeivel, ahol 7 éves egészséges gyerekek korében a kis denz LDL szubfrakcid
eléfordulasat 1-4% kozé becsiilték (Kaitosaari és mtsai, 2009). Mivel az LDL szubfrakciok koziil
a kisméretli denz LDL szubfrakcié hajlamos leginkabb az oxidativ degradéaciora (Mertens és
Holvoet, 2001), ezért a kis denz LDL szubfrakcié ilyen nagyaranyt el6fordulasa jelentdsen
hozzajarulhat az SLOS-ban fellépd fokozott lipidperoxidaciohoz. A HDL szubfrakcidok
tekintetében jelentés mértéki eltolodast tapasztaltunk a nagy HDL szubfrakcié iranyaba SLOS
gyerekekben; a nagy HDL szubfrakci6 ardnya szignifikdnsan magasabb, mig a kdzepes és a kis
HDL szubfrakciok aranya szignifikansan alacsonyabb volt a betegcsoportban a kontrollhoz
képest. Feltételezéslink szerint ennek a markans eltolodasnak a hatterében fokozott reverz
koleszterin transzport allhat, amellyel a szervezet megprobalja kompenzalni a keringésben és az
agyban fellépd rendkiviil alacsony Koleszterin szintet, bar ennek tisztazasara tovabbi vizsgalatok
tervezése sziikséges.

A PONL1 a legismertebb HDL-hez asszocialt antioxidans és anti-inflammatorikus hatasti enzim,
amely f6leg a kis HDL szubfrakciokon lokalizalodik (Schiavon és mtsai, 2002, Kontush és mtsai,
2003). Korabbi tanulményok csokkent PONT1 aktivitdsrol szamoltak be szdmos megndvekedett
oxidativ stresszel jaro korallapotokban (Camps és mtsai, 2009), ezért az SLOS gyerekek korében
tapasztalt alacsony mennyiségli kis HDL szubfrakcio és csokkent PONI arilészterdz aktivitas
alapjan feltételezhetd a majban torténd csokkent termelddésiik, amely szintén hozzdjarulhat a
szervezet csokkent antioxidans kapacitdsdhoz. Fontos megjegyezni, hogy a PONI1 enzim
kiilonféle szubsztratspecifitassal, pl. paraoxondz és arilészteraz aktivitassal rendelkezik. A PONI
paraoxonaz aktivitas nagyban fiigg a Q192R polimorfizmustol és trimodalis eloszlast mutat, ezért
az atlag populacioban a PON1 paraoxonaz aktivitas széles interindividudlis valtozatossaggal

(akar 15-40 szeres) rendelkezik (Camps és mtsai, 2009). Ezzel szemben a PONI arilészteraz
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aktivitas fliggetlen a Q192R polimorfizmustdl, igy aktivitdsa populacidés szinten unimodalis
(Furlong és mtsai, 2006, Deakin és James, 2004). Az SLOS gyerekek korében ugyan alacsonyabb
PON1 paraoxondz aktivitast észleltiink az egészséges gyerekekhez képest, azonban ez a
kiilonbség nem volt szignifikans, amely valoszinlileg a paraoxonaz aktivitds trimodalis
eloszlasaval, valamint a SLOS természet¢bdl adodoan az alacsony betegszammal hozhatd
kapcsolatba. Ugyanakkor a PONI1 arilészteraz aktivitds szignifikdnsan alacsonyabb volt a
betegcsoportban a kontrollhoz viszonyitva és szdmos lipoprotein szubfrakcidval Osszefiiggést
mutatott. A PONI arilészterdz aktivitds negativan korrelalt a kis denz LDL szubfrakcio
aranyaval. Tovabba a HDL szubfrakciok esetében, a PONI arilészterdz aktivitds negativan
korrelalt a nagy HDL szubfrakci6 aranyaval, mig a kozepes ¢és a kis HDL szubfrakcié ardnyéval
pozitivan filiggott 0ssze. Ezek a korrelaciok aldtdmasztjadk azokat a korabbi megfigyeléseket,
amelyek szerint a kisméreti HDL szubfrakcié rendelkezik a legmagasabb PON1 aktivitassal
(Bergmeier és mtsai, 2004). Eredményeink arra utalnak, hogy a csokkent PONI arilészteraz
aktivitas és a lipoprotein szubfrakciok eltolodasa SLOS-ban 1) biomarkerként szolgalhatnak a
kedvezdtlen oxidativ valtozasok becslésére.

A csokkent PONI1 arilészteraz aktivitassal egyidejlileg magas 7DHC szintet mutattunk ki az
SLOS betegek széruméban, amely szintén hozzajarulhat a betegségben fennallo fokozott oxidativ
stressz allapothoz. A 7DHC rendkiviil gyorsan reagal a molekularis oxigénnel, citotoxikus hatast
oxiszterolok képzddése kozben. Jelenleg a molekularis biologiai vizsgalatok kozéppontjaba a
3B,5a-dihidroxikoleszt-7-én-6-on nevii oxiszterolt helyezik, amelyr6l kimutattadk, hogy
SLOS-ban (Korade és mtsai, 2010, Korade és mtsai, 2014, Xu és mtsai, 2011). Mivel a 7DHC és

a 7TDHC-bol szarmaztatott oxiszterolok potencialis prooxidans agensek, ezért ezek a molekulak
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fontos szerepet jatszhatnak a megndvekedett lipid peroxidacidban, ill. a lipoproteinek felszinén

crer
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7. Osszefoglalas

A plazma lipoproteinek struktarajuk, funkcidjuk, méretiik és denzitasuk alapjan szubfrakcidkra
oszthato partikulumok, amelyeknek eloszlasa szamos lipidanyagcsere zavarral jaré korképben
megvaltozhat. A lipoprotein szubfrakciok kapcsolatban vannak a gyulladdsos és oxidativ
folyamatokban szerepet jatsz6 markerekkel is. A chemerin egy nemrégiben leirt adipokin,
amelyet dont6en a viszceralis zsirszovet expresszal és pozitivan korreldl a gyulladassal, valamint
az elhizassal 0sszefiiggd metabolikus rizikofaktorokkal. A humén paraoxonaz-1 (PON1) a HDL-
hez kotddo antioxidans hatdsu enzim, amelynek aktivitisa az oxidativ stresszel jard
korfolyamatokban csokken. Munkank célja volt a lipoprotein szubfrakciok és a szérum chemerin
kozotti kapcsolat vizsgalata elhizott nem diabeteses betegekben. Tovabba 6roklott koleszterin
anyagcserezavarban szenvedé Smith-Lemli-Opitz szindromas (SLOS) gyerekekben vizsgaltuk az
LDL és a HDL szubfrakciok eloszlasat és a PON1 enzimmel val6 kapcsolatat.

A szérum chemerin koncentracié szignifikansan magasabb volt az elhizott csoportban ¢és
pozitivan korrelalt az atherogén kis denz LDL szubfrakcioval. Elhizottakban a HDL szubfrakciok
aranya ¢s mennyisége a kisméreti HDL szubfrakcidok irdnyaba tolodott el. A nagy HDL
szubfrakci6 a chemerin szinttel negativ, mig a kozepes és a kis HDL szubfrakcioval pozitiv
Osszefiiggést mutatott. TObbszords regresszids analizis alapjdan a chemerin szint fiiggetlen
eldrejelzéje a hsCRP és a kis HDL szubfrakci6. Az SLOS gyerekek korében szignifikansan
magasabb volt a citotoxikus 7-dehidrokoleszterin koncentracidja és a kis denz LDL szubfrakcid
aranya. A HDL szubfrakciok ardnya a nagy HDL szubfrakciok felé tolodott el, tovabba a PON1

arilészteraz aktivitds szignifikdnsan alacsonyabb volt SLOS-ban az egészséges gyerekekhez
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képest. A PONI1 arilészteraz aktivitds a kis denz LDL szubfrakcioval negativ, ugyanakkor a kis
HDL szubfrakcioval pozitiv kapcsolatban allt.

Eredményeink alapjan a chemerinnek szerepe lehet a lipoprotein metabolizmus szabalyozasaban.
Elhizds soran megvaltozik a lipoprotein szubfrakcidok eloszlasa, amely hozzajarulhat az
érelmeszesedés progressziojahoz fokozva a kardiovaszkularis kockazatot. SLOS-ban a csokkent
PONI1 arilészteraz aktivitas és a lipoprotein szubfrakciok kedvezdtlen iranyt megvaltozasa
erOsitheti a betegek szervezetében fennalld oxidativ stresszt. A PONI1 arilészteraz aktivitas
monitorozdsa fontos kiegészitd biomarker lehet az SLOS pathomechanizmusdnak pontosabb

megértésében.
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8. Summary

Plasma lipoproteins are heterogeneous particles that consist multiple lipoprotein
subpopulations and vary in structure, function, size and density; therefore, their distribution
might change in several lipid metabolic disorders. Indeed, lipoprotein subfractions are also
associated with inflammatory and oxidative markers. Chemerin is a recently described adipokine
expressed primarily in the white adipose tissue and showing positive correlations with obesity-
and inflammatory-related risk factors. Human paraoxonase-1 (PON1) is an HDL-linked
antioxidant enzyme with diminished activity in diseases characterized by enhanced oxidative
stress.

First, we aimed to study the relationship between the distribution of lipoprotein
subfractions and serum chemerin levels in non-diabetic obese (NDO) subjects. Furthermore, we
also examined the associations between the distribution of lipoprotein subfractions and PON1
activity in children with an inherited cholesterol metabolic disorder termed Smith-Lemli-Opitz
syndrome (SLOS).

Serum chemerin concentration was significantly higher in NDO patients and correlated
positively with the highly atherogenic small-dense LDL subfraction. Compared to the lean
subjects, we demonstrated a shift towards the small-sized HDL subfractions in the NDO patients.
Also, a significant negative correlation was found between serum chemerin concentration and the
proportion of large HDL subfraction, while there were significant positive correlations between
chemerin levels and proportions of intermediate and small HDL subfraction. Based upon the
multivariate analysis, hsCRP and small HDL subfraction turned out to be the best independent
predictors of chemerin.

Analyzing data from children with SLOS, the levels of the cytotoxic 7-dehydrocholesterol
were significantly higher in them, compared to healthy infants. We also observed a shift towards
the small-dense LDL and the large HDL subfractions in SLOS. PONL1 arylesterase activity was
significantly decreased in the affected children and correlated negatively with the proportions of
the small-dense LDL and the large HDL subfractions. Significant positive associations were
detected between PONL1 arylesterase activity and the proportions of intermediate and small HDL
subfractions.

In conclusion, chemerin may be involved in the regulation of lipoprotein metabolism in
non-diabetic obese subjects. Early changes in the distribution of the lipoprotein subfractions may
contribute to the progression of atherosclerosis, leading to increased cardiovascular risk.
Decreased PONL1 activity and deleterious shifts in the distribution of lipoprotein subfractions may
also contribute to the impaired antioxidant status observed in SLOS; therefore, monitoring of
serum PONL1 arylesterase activity may serve as a complementary biomarker in SLOS.
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