Doktori (PhD) értekezés tézisei

A progranulin szint 6sszefiiggése a szénhidrat és lipidanyagcsere,
valamint a gyulladasos folyamatok markereivel familiaris
hiperkoleszterinémias és diabeteses polineuropathias betegekben

dr. Ruzsnavszkyné dr. Nadr6 Biborka

Témavezetd: Dr. Harangi Mariann

DEBRECENI EGYETEM
Egészségtudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2023.



A progranulin szint osszefiiggése a szénhidrat és lipidanyagcsere,
valamint a gyulladasos folyamatok markereivel familiaris

hiperkoleszterinémias és diabeteses polineuropathias betegekben

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében

az egészségtudomanyok tudomanyagban*
frta: dr. Ruzsnavszkyné dr. Nadré Biborka okleveles altalanos orvos

Késziilt a Debreceni Egyetem Egészségtudomanyok doktori iskolaja

(Anyagcsere és endokrin betegségek megeldzése és kontrollja programja) keretében
Témavezetd: Dr. Harangi Mariann
Az értekezés biraloi:

Dr. Csajbok Eva PhD
Lajszné Dr. Toth Beata PhD

A birdlobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Balazs Margit, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Mark Laszl6 PhD

Prof. Dr. Olah Laszld, az MTA doktora
Dr. Csajbok Eva PhD
Lajszné Dr. Toth Beata PhD

Az értekezés védésének idépontja: Debreceni Egyetem AOK, Belgyogyéaszati Intézet
A Epiilet Tanterme
2023. szeptember 28. 13 o6ra



Bevezetés

A kardiovaszkularis megbetegedéseket (CVD) évtizedek 6ta vezetd halalokként tartjak szamon
hazankban ¢és a vilag letdbb fejlett orszagaban. Bar a CVD hatterében allo érelmeszesedés az
¢letkor eldrehaladtaval csaknem az egész populaciot érinti, bizonyos korképek, koziik a
familiaris hiperkoleszterinémia (FH) és a 2-es tipusu diabetes mellitus (T2DM) esetén
jelentdsen nagyobb ardnyban és korabbi életkorban jelenik meg és vezet az ateroszklerotikus
érszovodmények kialakuldsahoz. A fokozott kardiovaszkularis kockdzata miatt ezekben a
korképekben fokozott jelentdséggel birnak azon laboratériumi markerek, melyek jelezhetik az
¢relmeszesedés fokat, eldsegithetik a kiemelten nagy kockdzatli betegcsoportok azonositasat,
vagy segitséget nyujthatnak a gyogyszeres terapiara adott valasz mértékének eldrejelzésében.
E fehérjék felfedezése és szerepiik megismerése emellett elésegitheti jovobeni Uj gyogyszere
terapias lehetdségek feltérképezését is. Bar az utdbbi évtizedekben intenziv kutatasok zajlottak
ilyen molekuldk (foként fehérjék) azonositasa céljabol, a mindennapi orvosi tevékenység soran
is alkalmazhat6 biomarkerek szdma és felhasznalhatosaga korlatozott.

A kiterjedt kutatasok eredményeként ugyanakkor vildgossa valt, hogy az érelmeszesedés
kialakuldsa sordn a lipid- és szénhidrdt anyagcsere zavara, a kronikus gyulladasos és
immunfolyamatok, az oxidativ stressz, valamint az ezek kovetkeztében kialakuld endothel
diszfunkcio, érfali gyulladas, plakképzddés, a plakk instabilla véalasa €s a thrombusképzddés
folyamata egymadssal igen szorosan 0sszefligg, €s a szabalyozasi folyamatok gyakran komplex
modon zajlanak, kolesondsen befolydsolva az egyes komponensek stlyosbodésat. E komplex
szabalyozasi folyamat egyik Ujonnan felismert szerepldéje a progranulin (PGRN), melyet
kezdetben novekedési faktorként azonositottak, €s foként a neurodegenerativ korképek
kialakulasa kapcsan tanulmanyoztak. Mara azonban vilagossa valt, hogy a PGRN-nak
szertedgazo szerepe van a szervezet milkodésének szamos teriiletén, koztiik az endothel sejtek
¢s az idegsejtek regeneracidja soran. A PGRN szerepérdl azonban alig allt rendelkezésre adat a

FH és a T2DM szévédményeként megjelend diabeteses polyneuropathia esetén.



Irodalmi attekintés

A progranulin (PGRN)

A PGRN, melyet proepithelin, granulin-epithelin precursor, és acrogranin néven is ismernek
egy, a szervezet szamos szovete ¢s sejtje altal expresszalt novekedési faktorként azonositott
fehérje. A kodolt PGRN egy 593 aminosavbol felépiild, 68,5 kDa molekulasuly, ciszteinben
gazdag fehérje, mely erésen glikozilalt formaban szekretdlodik. A PGRN-t szamos sejttipus
képes expresszalni, koztiikk az epithel sejtek, makrofagok, T-sejtek, neutrofil granulocitak,
neuronok, adipocitak, fibroblasztok és kondrocitdk. A kdzponti idegrendszerben a neuronok,
asztrocitomak, mikroglia és endothel sejtek is termelik kiilonb6z6 stresszor hatdsok, példaul
hipoxia, csokkent gliik6z koncentracio, acidozis vagy oxidativ stressz hatdsara. A teljes PGRN
fehérje mellett a kiilonb6zo proteadzok altal végzett enzimatikus hasitas hatasara létrejott 6 KDa
méretll peptidek, Gn. granulinok (GRN A-G) is aktiv szereppel birnak, foként a gyulladasos és
a neuroprotektiv folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. A szekretorikus leukocita proteaz
inhibitor (SLPI) direkt k6tédése a PGRN fehérjéhez ugyanakkor meggatolja az enzimatikus
hasitast. A HDL f6 apoliporoteinje, az apolipoprotein A1 (ApoAl) komplexet képezve a PGRN
molekulaval ugyancsak gatolja a granulinna torténd konverziot. . A fehérje multifunkcionalis
jellege hamar vilagossa valt. Szamos, a szervezet szempontjabol kulcsfontossagu biologiai és
patologiai folyamatban felvetédott s szabalyozd szerepe, tobbek kozott a sejtnovekedés €s
sejtosztddas, a sejtmigracid, a sejthaldl €és a regeneracid, valamint az angiogenezis, a
lizoszomalis homeosztazis szabalyozasa, a fagocita stimulacio, az immunsejt aktivacio, citokin
termelés, illetve az inzulin rezisztencia szabalyozasa kapcsan. Mindezek hatdsara felmeriilt a
szerepe a tumorgenezis, az embriogenezis, a sebgyogyulas és az idegsejt regeneraciod
folyamataban. A PGRN-ra specifikus receptor létezése jelenleg nem bizonyitott. A PGRN
ugyanakkor szdmos sejtfelszini receptorhoz kotddik, melyek koziil a tumor nekroézis faktor
receptor 1 és 2 (TNFR1 és TNFR2) a fehérje anti-inflammatorikus szerepéért, mig a sortilin a
neuronalis hatasokért felelhet. A PGRN affinitdsa a TNF2 receptorhoz nagyobb, mint a tumor
nekrozis faktor- o (TNFa)-¢, és egyforma affinitdssal kotédik a TNFR1-hez és TNFR2-hoz.

A PGRN szerepe az érelmeszesedés kialakulasaban

A PGRN érelmeszesedésben betdltott szabalyozo szerepével kapcsolatban egyre tobb adat all
rendelkezésre. ApoE knockout egerekben az PGRN delécigja fokozta az érelmeszesedeés
kialakulasat. A PGRN humdan artéria carotis mintdkban expresszalodott, ¢és anti-
inflammatorikus hatést fejtett ki. A PGRN szérum szintje az artéria carotis ateroszlerdzis

fiiggetlen prediktoranak bizonyult, valamint az akut ischaemids stroke-on atesett betegek esetén
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az Osszmortalitds ¢és a funkciondlis kimenetel eldre jelzdjeként azonositottak. Policisztas
orvarium szindromas betegekben a kardiovaszkularis kockazat j biomarkereként irtak le. A
PGRN fokozott termelddését irtdk le az érfali habos sejtekben és az intima vaszkularis
simaizom sejtjeiben human érelmeszesedéses plakk szoveti vizsgalata soran. Emellett PGRN -
/- ApoE -/- knockout egerekben sulyosabb lefolyasu érelmeszesedés megjelenését igazoltak a
PGRN +/+ Apo-E-/- egerekhez viszonyitva. A PGRN csokkentette a monocita kemoattraktans
fehérje-1 indukalta monocita kemotaxist és a vaszkuldris simaizomsejtek interkeukin-8
termelését. Ugyanakkor a PGRN hidnya érelmeszesedés kialakulasat indukalta egerekben a
gyulladésos citokinek és adhézios molekuldk termelésének fokozasat, valamint az endothelialis

nitrogén-monoxid szintetdz (eNOS) aktivitds mérséklésén keresztiil. Emellett a PGRN hianya

c ey

A familiaris hiperkoleszterinémia

A familiéris hiperkoleszterinémia (FH) autoszomalis, dominans 6roklédést korkép, melyet a
mar gyermekkortdl megfigyelhetd jelentésen emelkedett Osszkoleszterint és low-density
lipoprotein koleszterin (LDL-C) szint jellemez, mely korai generalizalt érelmeszesedéshez, és
az ennek talajan kialakul6 stlyos szovédmények, koztiik iszkémids szivbetegség, iszkémids
agyi infarktus €s alsovégtagi artérids érsziikiilet kialakulasdhoz vezet. A heterozigdta formak
eléfordulasa gyakori, kordbban 1:500 gyakorisaginak tartottdk, Gjabban azonban az europai
populécidban a prevalenciat jelenleg kb. 1:300-ra becsiilik, de a gyakorisag elérheti az 1:200-
at is. Egy adatbanyészati modszereket alkalmazé korabbi vizsgalat sordn az Eszak-Kelet
Magyarorszag lakossag korében végzett vizsgalat soran a heterozidta FH (HeFH) prevalenciaja
1:340. A homozigétak pedig 1:1.000.000-hoz valészintiséggel fordulnak elé az
atlagnépességben. A betegség fontos jellemzdje az érelmeszesedés korai megjelenése, mely
progressziv esetekben homozigota formaban mar gyermekkorban, heterozigota formaban pedig
az utobbi évtized forradalmi valtozasokat hozott. Mind a heterozigota, mind a homozigota FH
esetében 1) hatdsmechanizmusu szerek keriiltek klinikai forgalomba. A heterozigota FH esetén
a nagy intenzitasu statin (rosuvastatin napi 20-40 mg vagy atorvastatin 40-80 mg) és napi 10
mg ezetimib kezelés mellé adott PCSK9 gatld6 monoklondlis antitestek (evolocumab és
alirocumab) ¢€s small interfering RNS (inclisiran) készitmények jelentés mértékben hattérbe
szoritottdk a kordbban széles korben alkalmazott extrakorporalis kezelés format, a szelektiv

LDL aferezis kezelést.



Diabeteses polineuropathia

A 2-es tipusu diabetes mellitus mikrovaszkularis szovédményei koziil a neuropathias
szovodmények igen gyakoriak, és a szervezet barmely részét érinthetik. A négy {6 tipusa a
periférias neuropathia, a proximalis neuropathia, a fokalis neuropathia és az autoném
neuropathia, melyek koziil a periférias forma a leggyakoribb. Ugyanakkor az autoném
neuropathia, és ezen beliil a kardidlis autondm neuropathia kialakuldsa szintén jelentds
mértékben befolydsolja a betegek ¢letmindségét és életkilatasait.

A 2-es tipusu diabeteses betegek neuropathidjanak kialakuldsa komplex folyamat, melyben a
magas Vércukorszint okozta ozmotikus kdrosodas, a felgyorsult glikolizis, az alternativ
anyagcsere utvonalak (poliol-utvonal, protein kinaz-C (PKC)-tutvonal és fokozott glikalt
végtermék (AGE)-utvonal és a hexdzamin utvonal) aktivacidja, a csokkent antioxidans
kapacitas, a reaktiv oxigén szabadgyok (példaul a szuperoxid (*O2-) anion) termelés
kovetkeztében kialakuld oxidativ stressz, a fokozott nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
(NADPH) oxidaz aktivitassal és poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) aktivacioval jard
mitokondrialis oxidacio karosodasa, az endothelialis diszfunkcid, valamint a nuklearis faktor-
kappa B (NFkB) utvonal ¢és a ciklooxigenaz-2 (COX-2) aktivacidja altal kivaltott lokalis
gyulladasos folyamatok kialakuldsa jatszik kulcsszerepet. Ehhez jarulnak hozza a kiilonb6z6
novekedési faktorok és genetikai tényezok, melyek végiil az idegrostok karosodasanak
kialakulasahoz vezetnek. A diabeteses neuropathia a 2-es tipust diabetes mellitusban szenvedd
betegek mintegy 15%-ban kimutathaté mar a diagnozis felallitasanak pillanataban, és a 10 éves
betegségtartam soran a betegek kb. 50%-ban okoz panaszt. A diabeteses neuropathia
incidencidja az ¢letkor eldrehaladtaval jelentésen novekszik. Leggyakoribb tiinetei a
fokozatosan kialakuld bizsergés, tliszurasszerti érzés, ¢égé fajdalom az érintett ideg lefutisa
mentén zsibbadéas, fokozodo érzéketlenség. A vibracioérzésrdl (mélyérzésrdl) a kalibralt
hangvillaval torténd szlrdvizsgalat ad felvilagositast, mely a vastag mielinizalt rostok
mukodését jellemzi. A monofilamentum teszt pedig a feliiletes érzés és a vékony idegrostok
vizsgalatara szolgal. A szenzoros milkodés vizsgalatara alkalmas a Neurométerrel
(Neurometer®) torténd eszk6zds vizsgalat, ami a vastag és vékony mielinizalt, valamint a nem
mielinizalt vékony szenzoros rostok vizsgalatadt teszi lehetdvé. A modszer kvantitativ
eredményt ad, igy alkalmazdsa lehetdvé teszi a kezelés hatékonysaganak kovetését.
A periférids neuropathia gyakran tarsul, akar tiinetmentes forméban is kardialis autonom
neuropathiaval, melynek vizsgalatara a Ewing-féle kardialis autoném reflex tesztek a mai napig
standard modszernek szamitanak a klinikai gyakorlatban. Az 6t reflexteszten beliil két nagy

csoportot kiilonithetiink el. A paraszimpatikus beidegzés miikodését a mélylégzéses vizsgalat,
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a Valsalva-mandver és fekvésbol hirtelen felallaskor szivfrekvenciavaltozas mérésével
vizsgaljuk. A fekvésbdl valo felallaskor és a kézizom-szoritod vizsgalat (handgrip test) soran a
vérnyomasértékek valtozdsa elsésorban a szimpatikus idegrendszer miikodésérél nyujt
szamunkra informaciot.

¢letmadd kezelés és a neuropathids fajdalom csokkentése. Az életmdd kezelésen beliil kiilondsen
fontos elem a diéta, a rendszeres fizikai aktivitas, a lipidszintek és a vérnyomdas megfeleld
kontrollja. A betegség lefolyasat befolyasold szerek a korkép pathomechanizmusat célozzak.
Ide tartozik az alfa-liponsav és a benfotiamin, valamint az omega-3 zsirsavak és az ald6z
reduktaz gatlo szerek. A fajdalom csokkentésében a szerotonin €s noradrenalin ujrafelvételt
gatlo szerek (duloxetin, velaflaxin), a triciklikus antidepresszansok (amitriptilin, nortriptilin,
desipramin, imipramin), az antikonvulziv szerek (pregabalin, gabapentin), illetve ezek
hatastalansaga esetén az opioid analgetikumok alkalmazhatéakA diabeteses neuropatia
neuropathias fajdalom csokkentése. Az ¢letmod kezelésen beliil kiilondsen fontos elem a diéta,
a rendszeres fizikai aktivitas, a lipidszintek és a vérnyomds megfeleld kontrollja. A betegség
lefolyésat befolyasolo szerek a korkép pathomechanizmusat célozzak. Ide tartozik az alfa-
liponsav és a benfotiamin, valamint az omega-3 zsirsavak €s az aldo6z reduktaz gatld szerek. A
fajdalom csokkentésében a szerotonin és noradrenalin Ujrafelvételt gatlo szerek (duloxetin,
velaflaxin), a triciklikus antidepresszansok (amitriptilin, nortriptilin, desipramin, imipramin),
az antikonvulziv szerek (pregabalin, gabapentin), illetve ezek hatastalansadga esetén az opioid
analgetikumok alkalmazhatoak.

Az ALA szamos klinikailag jelentds hatissal rendelkezik. Részt vesz a gliikoz és lipid
anyagcsere, valamint a géntranszkripcio6 szabalyozasaban. A GLUT4 transzporter aktivitadsanak
fokozédsan keresztiil javitja a gliikozfelvételt az izom- €s zsirsejtekbe. Az ALA antioxiddns
hatast fejt ki, mivel képes helyreallitani az intrinzik antioxidans rendszert, ezen beliil fokozza
a glutation szintézisét. Emellett kelatot képezve hatékonyan képes a nehézfémek (vas, réz és
cink) keringésbdl torténd eltavolitasara, melyek egyébként fokozzak az oxidativ stresszt. Sot,
egyéb antioxidansokkal ellentétben az ALA mind a zsiroldékony, mind a vizoldékony
komponensekkel képes reakcioba 1épni. Az ALA, illetve annak redukalt forméja
(dihidroliponsav — DHLA) képes a reaktiv oxigén gyokok inaktivaciojara. Az NFkB jelatviteli
utvonal aktivacigjan keresztiil pedig fokozza a nitrogén-monoxid szintetdz (NOS) aktivitasat,

ugyanakkor gatolja a proinflammatorikus citokinek és adhézids molekuldk termelddését.



Célkitiizések

Munkank soran célul tiztik ki a kezeletlen HeFH betegekben és az illesztett kontroll
populécioban

e aszérum PGRN szint meghatarozasat,

e a PGRN szint §sszefliggésének vizsgalatat a szérum lipid paraméterekkel,

e czen beliil a HDL és LDL szubfrakciok aranyaval,

e valamint a gyulladasos ¢és endothel funkcids paraméterekkel.

Célul thiztiik ki a periférias polineuropathids T2DM betegek kezelés eldtt, valamint 3 honapos

napi 600 mg alfa-liponsav kezelését kbvetden, illetve az illesztett kontroll populacioban

e aszérum PGRN szint meghatarozasat,

e aPGRN szint osszefliggésének vizsgalatat a szérum lipid paraméterekkel,

e az aramérzet kiiszobértékének és a composite autonomic score (CAS) értékének
valtozasaval,

e valamint a gyulladasos és endothel funkcios paraméterekkel.



Betegek és modszerek

Vizsgalati populacio

HeFH betegek és kontroll csoport

Nyolcvanegy heterozigota FH-s beteget és 33 kor- és nemhez ill6 egészséges kontroll alanyt
vontunk be. A betegeket a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Klinika Lipid szakrendel6jében
megjelentek koziil valasztottuk ki. Minden FH-s beteg heterozigdta volt (HeFH) egy bizonyitott
LDL-receptor génmutacioval szemben, vagy teljesitette a DLCN FH diagnosztikai kritériumait.
ambulanciankra rutinszeriien beutalt betegek mintait kontrollként hasznaltuk. Csak olyan
betegek mintait valasztottuk kontrollként, akik nem szedtek gydgyszert, és akik korabban
kronikus betegségben nem szenvedtek, és az elmult 3 honapban nem kezelték Oket akut
betegséggel. Tovabba a kontrollokban a fizikalis vizsgalat, az elektrokardiogram és a
laboratériumi vizsgalatok, beleértve a lipidparamétereket is, nem mutattak szignifikans eltérést.
Az 1-es és 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegek nem vettek részt a vizsgalatban.
Tovabba kizartuk az alkoholizmusban, ismert majbetegségekben, autoimmun és endokrin
betegségben szenveddket, valamint azokat, akik olyan neuroldgiai és hematolodgiai eltérésekkel
rendelkeznek, amelyek periférids polineuropatiaval jarhatnak. Varandos ndket és a
rosszindulat daganatos betegeket nem vontuk be a vizsgédlatunkba. Minden résztvevot
tajékoztattunk a kutatasrol és részvételi szandékukat illetden irasbeli beleegyezést adtak. A
vizsgalati protokollt a helyi és regiondlis etikai bizottsagok (DE RKEB/IKEB 4775-2017,
iddépont: 2020. aprilis 3. és az ETT TUKEB 34952-1/2017/EKU, a beérkezés idépontja: 2017.

junius 30.) hagytak jova és a tanulmanyt a Helsinki Nyilatkozatnak megteleléen végeztiik el.

Diabetes mellitusban szenvedd, diabeteses neuropathias betegek és kontroll csoport

Vizsgéalatunkba 54 {0 2-es tipusu diabetes mellitusban szenvedd, diabeteses neuropathids
beteget vontunk be (22 férfit és 32 nét). Az atlag életkor 64,15+8,7 év volt. Minden beteg 600
mg napi dozisban szedett Thiogammat® (alfa-liponsav) 6 honapon keresztiill. Minden beteg
ordlis antidiabetikus (metformin, DDP4-gatl6, szulfonilurea) kezelésben részesiilt, az inzulin
terapidban részesiild betegek kizarasra kertiltek. Az 1-es tipusu diabeteses betegeket szintén
kizartuk a vizsgélatbdl, valamint azokat is, akiknek az anamnézisében diabeteses nefropathia
(eGFR <60 mL/min/1.73 m2, perzisztalo albuminuria) vagy proliferativ retinopathia szerepelt.
Tovabba kizartuk azokat a betegeket, akiknek ismert ma4j, endokrin vagy autoimmun
betegségiik volt vagy alkoholistak voltak. Kizartuk azokat hematologiai és neurologiai

betegségekkel rendelkezdket, akiknek betegségiik Osszefiigghet periférids neuropathia
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kialakulasaval. Nem vettiik bele a vizsgalatba a dohanyosokat, terheseket és a rosszindulata
daganatos betegségben szenveddket sem. A sulyos pangasos szivelégtelenségben (NYHA: 11—
IV) szenveddket, a miokardialis infarktuson atesett betegeket €s a stilyos korondaria betegségben
szenvedoket is kizartuk. A betegek a DE Belgyogyaszati Intézet Diabetologia szakrendelésérol
keriiltek kivalasztasra. A vizsgalatban minden résztvevo beteg irasbeli beleegyezo nyilatkozatot
irt ala. A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga és az Egészségiigyi Tudomanyos
Tanacs Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsdga jovahagyta (DE RKEB/IKEB 4775-2017,
id6pont: 2020. aprilis 3. és az ETT TUKEB 34952-1/2017/EKU, a beérkezés idopontja: 2017.

junius 30.).

Vérvétel és laboratoriumi paraméterek mérése

A vizsgalatba bevont betegektdl és a kontrolloktdl 12 6ras €hezést kdvetden vénas vérvétel
tortént. A szérum mintakat 10 perces 3500 g-n torténd centrifugalassal elvalasztottuk 4 °C-on.
A mintakbol a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében standard laboratoriumi
modszerekkel meghataroztak a szénhidrat- és lipidanyagcserére jellemzo paramétereket Cobas
c501 tipusu analizatorral (Roche Ltd, Mannheim, Németorszag). A szérum 6sszkoleszterin és
a triglicerid koncentracié meghatarozéasa enzimatikus, kolorimetrias médszerrel, a HDL-C és
az LDL-C esetében homogén, enzimatikus mddszerrel (Roche HDL-C plus 3rd generation és
Roche LDL-C plus 2nd generation) tortént. Az apolipoprotein A1 (ApoAl), az apolipoprotein
B (ApoB) és a lipoprotein (a) (Lp(a)) értékét immunoturbidimetrids modszerrel mérték (Tina-
quant Apolipoprotein A-1 ver.2, Tina-quant Apolipoprotein B ver.2 és Tina-quant
Lipoprotein(a) ver.2). A vizsgéalatokat a gyartd altal megadott utmutatd szerint végezték.
Tovabbi laboratoriumi mérésekre a szérum mintakat -70 °C-on helyeztiik el, és 2 honapon beliil

felhasznaltuk.

A progranulin és az aszimmetrikus dimetil-arginin (ADMA) szérum szintek mérése

A szérum PGRN- és ADMA-koncentraciokat kereskedelmi forgalomban kaphaté kompetitiv,
enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgélati (ELISA) kittel (BioVendor, Brno, Csehorszag és
DLD Diagnostika GmBH, Hamburg, Németorszag) mértik 3,38-4,35 %-0s intra-assay
variabilitasi koefficiens (CV)-kel és 6,36—7,99 %-0s inter-assay CV-kel. PGRN intra-assay CV
esetében 4,9-5,4 % és az inter-assay CV pedig 4,3-9,6 % volt. Az értékeket ng/ml-ben, illetve
pumol/l-ben fejeztiik ki.
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A szérum NO szint meghatarozasa

A NO szintjének meghatarozasat a Griess reakciod (Green LC és mtsai, 1982) alapjan hataroztuk
meg. A Griess reakcio soran a nitrit koncentraciot mérjiik, ami jo mutatoja az NO termelésnek.
300 pul deprotonizalt plazmat azonos térfogati Griess-reagenssel (a szulfanilamidot és az N- (1-
naftil) etiléndiamin-dihidrokloridot 2,5% H3PO4-ben oldva, 0,5% és 0,05% oldatban feloldva,
¢s kozvetleniil felhasznalas eldtt 1:1 térfogatardnyban Osszekeverve) 10 percig
szobahdémérsékleten, sotétben. Az optikai denzitast spektrofotometriasan mértiik 550 nm

crcr

értekeket pmol/l-ben fejeztiik ki.

A TNFa szérum szint mérése

A TNFa szérum szintjét a kereskedelmi forgalomban 1évé TNFa ELISA teszttel értékeltiik
(R&D Systems Europe Ltd., Abington, Anglia). A TNFa szintek mérését a gyart6 ajanlasainak
megfeleléen végeztiik. Az intra-assay CV-k 1,9-2,2%-os és az inter-assay CV-k 6,2 és 6,7%
kozott mozognak. Az értékeket pg/ml-ben fejeztiik ki.

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

Svédorszag) alkalmazasaval mértiik. Szendvics technikdn alapul, amelyben két monoklonalis
antitest iranyul az oxidalt apolipoprotein B molekula kiilonall6 antigén determinansai ellen. Az
oxLDL mérésére szolgalo intra- és inter-assay variabilitasa 5,5-7,3 % és 4-6,2 %, szenzitivitasa

<1 mUl/l volk.

A szolubilis intercellularis adhézios molekula-1 (SICAM-1), a szolubilis vaszkularis
adhézios molekula-1 (SVCAM-1) és szolubilis CD40 ligand (sCD40L) szérum szint
mérése

A SICAM-1, sVCAM-1 és sCD40L szinteket kereskedelmi forgalomban 1év6 szendvics ELISA
kitekkel (R&D Systems Europe Ltd., Abington, Anglia) mértiik. A méréseket a gyarto utasitasai
szerint végeztiikk. Az intra-assay CV-k és inter-assay CV-k 3,7-5,2%, illetve 4,4-6,7% (ICAM-
1), 2,3-3,6% és 5,5-7,8% (VCAM-1), 4,5-5,4% és 6,0-6,4% (sCD40L) voltak. Az értékeket
ng/ml-ben adtuk meg.
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A szérum mieloperoxidaz koncentracio mérése
ELISA kittel (R&D Systems Europe Ltd., Abington, Anglia) mértiik. A variaciok intra- és inter-
assay egyiitthatoja 6,5-9,4% volt. Az ELISA vizsgalatot a gyart6 utasitisai szerint végeztiik.

A PONI1 paraoxonaz és arileszteraz aktivitasok meghatarozasa

A szérum PONI arileszterdz aktivitast fenilacetat szubsztrattal (Sigma Aldrich, Magyarorszag)
mértiik, a fenilacetat hidrolizisét pedig szobahdémérsékleten 270 nm-en kovettiik. A szérum
PON1 paraoxonaz aktivitast mikrotiter lemezen, kinetikus félautomatizalt modszerrel
hataroztuk meg, szubsztratként paraoxont (O,Odiethyl-O-p-nitrofenil-foszfat, Sigma-Aldrich,

Magyarorszag) hasznalva. A paraoxon hidrolizisét szobahdmérsékleten 405 nm-en vizsgaltuk.

A szérum LDL és HDL szubfrakciok meghatarozasa poliakrilamid gélelektroforézissel
Az LDL ¢és HDL lipoprotein szubfrakciokat elektroforetikus modszerrel vizsgaltuk
poliakrilamid gélen Lipoprint rendszerrel (Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA,
USA). 25 ul szérumot adtunk a poliakrilamid gélcsévekhez, valamint 300, illetve 200 ul gél
oldatot toltottiink be egyenként, amely lipofil festékként szudan feketét tartalmaz. A csoveket
szobahOmeérsekleten 30 percig fotopolimerizaltuk, majd folyamatosan elektroforetizaltuk 3
mA/cs6-vel. Minden elektroforézis kamra a gyart6 altal biztositott mindségellendrzést foglalt
magaban (Liposure Serum Lipoprotein Control, Quantimetrix Corporation, Redondo Beach,
CA, USA). A fénytorési savokat ArtixScan M1 digitalis szkennerrel (Microtek International
Inc., CA, USA) szkenneltiik, ¢és Lipoware szoftverrel elemeztiik (Quantimetrix Corporation,
Redondo Beach, CA, USA).

Az LDL-szubfrakcios analizisben hét LDL-szubfrakciot vizsgéltunk. A nagy LDL (nagy
LDL%) aranyat az LDL1 és az LDL2 szazalé¢kanak sszegeként hataroztuk meg, mig a kis LDL
(kis LDL%) aranyat az LDL3-LDL7 0sszegeként hatdroztuk meg. Az LDL-szubfrakciok
relativ teriiletet megszoroztuk a minta teljes koleszterinkoncentracioval. A szamitott teljes
LDL-C, a Midbands C-A ¢és az LDL-szubfrakciokra (LDL1-LDL7) vonatkozo koleszterin
0sszegébdl all; és erdsen korrelal a kdzvetleniil mért LDL-C-vel.

A HDL szubfrakcids analizisben tiz HDL szubfrakciot kiilonboztettiink meg az LDL és az
albumin csticsok kozott, ¢s harom {6 osztalyba soroltak: nagy (HDL1-t6l HDL3-ig), kdzepes
(HDLA4-t6l HDL7-ig) és kis (HDL8-t6]l HDL10-ig) HDL szubfrakciok. A HDL részhalmazok
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A neuropathia vizsgalata a diabeteses betegeken

A periférids neuropathiat minden betegnél részletesen kivizsgaltuk. A betegek kitoltottek a
neuropathids fajdalomra vonatkoz6 DN4 kérddivet, minden betegnél végzetiink kvantitativ
szenzoros vizsgalatot és megitéltik a vibracidérzést. A szenzomotoros polineuropathia
diagnozisat szemész allitotta fel in vivo konfokdlis corneamikroszkopiat alkalmazva.
Neurometer® (Neurotron Inc., Baltimore, Maryland, USA, 2002) alkalmazasaval hataroztuk
meg a periférids idegfunkcidt az dramérzet-kiiszobérték (CPT: current perception threshold)
tesztelésével.

A Neurometer® egy transzkutan elektromos stimulator, amely CPT tesztelés soran valtakozo
aram0 szinuszos ingereket hoz l1étre felszini elektrodasok keresztiil hiarom kiilonb6zo
frekvencian: 5 Hz, 250 Hz és 2000 Hz. Ertékeljiik a kis nem mielinizalt C-rostot, a kis
mielinizalt AB-rostot és a nagy mielinizalt AB-rost funkcidt. Az intenzitastartomany 0,01 és
9,99 milliamper kozott van (43). Az elektroddkat a mutatoujj disztalis phalanxara és a
nagylabujj dorsalis oldalara helyeztiik fel unilateralisan. Az intenzitast addig noveltiik, amig a
beteg fajdalommentes érzékelést nem tapasztalt. A Neurometer® a beteg reakcidja alapjan
automatikusan bedllitotta az adott betegnél az észlelési szintet. Ezek utan minden betegnél 5-7
stimulust alkalmaztunk ezen a szinten feliil vagy alul, a résztvevok pedig megmondtak, hogy
melyiket érezték er6sebbnek. Miutan elegendd helyes valaszt kaptunk meghatarozhato volt az
adott betegnél az aramérzet kiiszobértéke, melyet mA-ben adtunk meg.

Az autondém funkciok értékelését a Ewing-féle standard kardiovaszkularis reflex tesztekkel
értékeltiik, mely a mély belégzés és kilégzés soran mért szivirekvencia valtozast, a felallaskor
észlelt szivfrekvencia valtozast (30/15 arany), a Valsava mandver sordn észlelt szivfrekvencia
valtozast, a felallaskor észlelt és a tartdos kézizomfeszités hatasara kialakuld szisztolés és
diasztolés vérnyomasvaltozast tartalmazza. A composite autonomic score (CAS) az autonom
neuropathia sulyossagat adja meg a fenti 6t reflex teszt értékelése alapjan. Minden teszt esetén
a normal: 0, a hatarérték: 1, a koros: 2 pontot jelent. igy a CAS értéke 0 és 10 pont kozott
mozog. A 0-1 érték a normalis, a 2-3 érték enyhe, a 4-6 kozotti mérsékelt, mig a 7-10 pont

kozotti stlyos autondm mitkddészavart jelez.
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Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéseket a Statistica 13.5.0.17 szoftver (TIBCO Software Inc. USA) és a
GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Prism Software Inc., USA) alkalmazasaval végeztiink.
Statisztikai teljesitményelemzést végeztiink az SPH Analytics kalkulatoraval (SPH Analytics
LTD., Alpharetta, GA, USA), hogy megvizsgaljuk a szérum PGRN-koncentraciok kiilonbségét
az FH-s betegekben (1. csoport) és a kontroll egyénekben (2. csoport). A statisztikai
teljesitmény 0,8 (0,98) felett volt. A két kategorikus valtozd kozotti kapcsolatot chi-négyzet
probaval szamitottuk ki. Az eloszlas normalitasat a Kolmogorov—Smirnov teszttel vizsgaltuk.
A csoportok kozotti 6sszehasonlitast a normal eloszlast valtozok esetén Student-féle paratlan
t-probaval, nem normal eloszlasu valtozok esetén Mann-Whitney U-probaval végeztiik. Az
adatokat az atlag = SD vagy median (fels6-also kvartilis) formajaban jelenitettiik meg. Pearson
korrelaciot hasznaltunk a kivalasztott valtozok kozotti kapesolat vizsgdlatdra. Tobbszoros
regresszids elemzést végeztiink a PGRN-koncentracio legjobb prediktoranak meghatarozasara.

A p=0,05 valoszintiségi értékeket tekintettiik statisztikai szempontbdl szignifikansnak.
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Eredmények

A lipidszintek, gyulladasos és oxidativ paraméterek, valamint a PGRN szintek a HeFH
betegek és a kontrollok esetén

A HeFh csoportban szignifikansan magasabb szérum 06sszkoleszterin, LDL-C, triglicerid,
apoB100 ¢és Lp(a) szintet talaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitva, mig a HDL-C és ApoAl
szintjében nem volt szignifikans eltérés. Bar szignifikdnsan magasabb volt a PON1 arileszteraz
aktivitas a HeFH betegekben a kontrollokhoz viszonyitva, a PON1 paraoxonaz és sostimulalt
paraoxonaz aktivitdsban nem tapasztaltunk szignifikans eltérést. A szérum mieloperoxidaz.
oxLDL, sICAM-1 és TNFa szérum szintje szignifikdnsan magasabb volt az HeFH csoportban
a kontrollokhoz képest, a hsCRP, sVCAM-1, sCD40L és ADMA szérum szintje nem
kiilonbozott szignifikdnsan a két csoportban. A szérum PGRN szintje nem kiilonbozott

szignifikans mértékben a HeFH betegek ¢€s a kontrollok kozott.

Az LDL és HDL szubfrakciok szintje és aranya a HeFH betegek és a kontroll csoport
esetén

A VLDL aranya ¢s szintje, valamint az IDL szint szignifikdnsan magasabb volt a HeFH betegek
esetén a kontroll csoporthoz viszonyitva. A HeFH csoportban magasabb volt a kicsi stirli LDL
szubfrakcié ardnya €s alacsonyabb az atlagos LDL részecske méret a kontroll populacidhoz
képest. A HeFH betegek esetén emellett alacsonyabb volt a nagy és kozepes HDL szubfrakcio
szintje és aranya, mig a kicsi HDL szubfrakcié nagyobb mennyiségben és ardnyban volt jelen

a betegek szérumaban, mint a kontrollok esetén.

A szérum PGRN szintek kiilonb6z6 vaszkularis szovodmények korabbi megjelenése
esetén, illetve annak hianyaban a HeFH betegekben

Kissé, de nem szignifikans mértékben nagyobb szérum PGRN szintet talaltunk azon HeFH
betegekben, akiknek a koreldzményében AMI szerepet (n = 5, atlag életkor az els6 AMI
bekovetkeztekor: 53,8 + 5,9 év) azokhoz képest, akiknél a korel6zményben nem szerepel (n =
75) (43,07 vs. 37,46 ng/mL, p = 0,06). Nem talaltunk kiilonbséget a szérum PGRN szintek
tekintetében a barmely vaszkularis eseményen atesett €s 4t nem esett, a stroke-on atesett és at

nem esett €s az artéria carotis sziikiilettel rendelkezd és nem rendelkezé HeFH betegek esetén.

A szérum PGRN szint dsszefiiggései a lipidszintekkel, a lipid szubfrakciokkal és az

oxidativ és gyulladasos paraméterekkel a vizsgalt csoportokban
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Szignifikéns pozitiv korrelaciot talaltunk az életkor (r = 0,21; p = 0,03), a VLDL szubfrakcio
aranya (r = 0,24; p = 0,02) és a szérum PGRN szint, mig a VLDL és PGRN szint korrelacidja
a szignifikancia hataran volt (r = 0,19; p = 0,057). Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk az
IDL arany (r = —0,24; p = 0,01), az atlagos LDL részecske méret (r = —0,32; p < 0,001) és a
PGRN szintek kozott a teljes vizsgalt populacidban.

A szérum triglicerid szintje pozitivan korrelalt a PGRN szinttel a HeFH és a teljes vizsgalati
populacidban, de a kontroll csoportban nem. Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a HDL-
C ¢és a PGRN szérum szintje kozott a teljes vizsgalati populécioban, de a HeFH és a kontroll
csoportban kiilon-kiilon nem. Szignifikdns negativ korrelacidt észleltink a nagy HDL
szubfrakci6 aranya és a szérum PGRN szintje kdzott minden vizsgélati populacidoban, mig a
kicsi HDL aranya és a PGRN szérum szintje kozott szignifikans pozitiv korrelaciot taldltunk
minden vizsgalt populdcidban. A szérum TNFa és PGRN szintje kozott szignifikans pozitiv
korrelacio keriilt leirdsra minden vizsgalt betegcsoportban. A szérum SVCAM-1 szignifikdnsan,
pozitivan korrelalt a PGRN szintjével a HeFH betegekben és a teljes vizsgalati populacidban,

de a kontroll csoportban nem.

A progranulin, lipid paraméterek, gyulladasos és endotel funkcios markerek a
neuropathias diabeteses betegek esetén az AL A kezelés elott és utan, illetve a kontroll
csoportban

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a betegek és a kontrollok kozott sem a kezelés el6tt,
sem a kezelés utani értékeket tekintve az életkor, a testtomeg index, a derékkorfogat, a szérum
gliikoz, kreatinin, higysav, HbAlc, ICAM-1, PGRN, ¢és oxLDL, valamint az egyéb vizsgalt
lipid paraméterek kapcsan. A 6 honapos ALA kezelés szignifikans csokkenést eredményezett a
szérum TNFa szintjében, és szignifikdns mértékben csokkentette az aramérzet-kiiszobértéket,
valamint az autonom idegrendszer karosodasat jellemzé CAS értékét. Ezen vizsgalt
paraméterek mindegyike szignifikdnsan magasabb volt a betegek esetén az ALA kezelés elott

a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A szérum progranulin szintje diabeteses betegekben a 6 honapos ALA kezelés elott és
utan, valamint az egészéges kontroll csoportban

A kezelés hatdsara a szérum PGRN szint szignifikansan nétt (33,3+7,2 vs. 36,2+7,9 ng/mL;
p<0,05). A kezelés eldtti és utdni PGRN szérum szint a diabeteses neuropathias betegeknél nem
kiilonbozott szignifikans mértékben a kontroll populacidhoz viszonyitva. A kezelés elétti

szérum progranulin szint pozitiv korrelaciot mutatott a szérum sICAM-1, oxLDL ¢és TNF-a
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szintekkel, mig nem talaltunk szignifikans korrelacidt a kezelés elotti PGRN és sVCAM-1
szérum szintje kozott.

A 6 honapos ALA kezelést kdvetden szérum PGRN szint pozitiv korrelaciot mutatott a szérum
SICAM-1, sVCAM-1 ¢s TNF-a szintekkel, mig nem talaltunk szignifikans korrelaciot a kezelés
elotti PGRN és az oxLDL szérum szintje kozott.

Az aramérzet kiiszobérték valtozasa negativan korrelalt a diabeteses neuropathis betegek ALA
kezelés elotti szérum PGRN szintjével.

A tObbszords regresszios analizis alapjan a diabeteses neuropathids betegek esetén a szérum
PRGN fiiggetlen prediktora a szérum sICAM-1 szintje volt mind a kezelés el6tt (beta =0,439;
p<0,001), mind a 6 honapos ALA kezelést kdvetden (beta=0,488; p<0,001). A modell a
szérum SICAM-1, sVCAM-1, oxLDL, és TNFa szinteket tartalmazta.

Az uj eredmények osszefoglalasa
A kezeletlen HeFH betegek vizsgalata soran:

1. A betegek szérum PGRN szintje nem kiilonbozott szignifikans mértékben a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Jelzetten, de nem szignifikdns mértékben nagyobb szérum
PGRN szintet talaltunk azon HeFH betegekben, akiknek a koreldzményében AMI
szerepelt azokhoz képest, akiknél a korel6zményben nem szerepel.

2. Szignifikéns pozitiv korrelacidt taldltunk a VLDL szubfrakcid aranya és a szérum
PGRN szint kozott, mig szignifikdns negativ korrelaciot talaltunk az IDL ardny, az
atlagos LDL részecske méret és a PGRN szintek kozott a teljes vizsgalt populacioban.

3. A szérum triglicerid szintje pozitivan korrelalt a PGRN szinttel a HeFH betegeknél és a
teljes vizsgalati populacioban. Szignifikans negativ korrelaciot talaltunk a HDL-C és a
PGRN szérum szintje kozott a teljes vizsgélati populdcidban. Szignifikans negativ
korrelaciot észleltiink a nagy HDL szubfrakcio aranya és a szérum PGRN szintje kozott,
mig a kicsi HDL ardnya és a PGRN szérum szintje kozott szignifikdns pozitiv
korrelaciot talaltunk minden vizsgalt populdcioban.

4. A szérum TNFa és PGRN szintje kozott szignifikans pozitiv korrelacio kertilt leirasra
minden vizsgalt betegcsoportban. A szérum sVCAM-1 szignifikansan, pozitivan
korrelalt a PGRN szintjével a HeFH betegekben ¢€s a teljes vizsgalati populacidban.

5. A lépésenként végzett tobbszOrds regresszios analizis a szérum PGRN szint legjobb
prediktora a sSVCAM-1, a IgTNFa és a kicsi HDL szubfrakci6 aranya volt.

A diabeteses neuropathids betegek vizsgélata soran:

6. A 6 honapos ALA kezelés hatasara a szérum PGRN szint szignifikansan nétt.
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7. A kezelés elotti szérum PGRN szint pozitiv korrelacidot mutatott a szérum sICAM-1,
oxLDL és TNF-a szintekkel.

8. A 6 honapos ALA kezelést kdvetden szérum PGRN szint pozitiv korreldciét mutatott a
szérum sICAM-1, SVCAM-1 és TNF-a szintekkel.

9. Az aramérzet kiiszobérték valtozasa negativan korrelalt a diabeteses neuropathias
betegek ALA kezelés el6tti szérum PGRN szintjével.

10. A tobbszords regresszios analizis alapjan a diabeteses neuropathids betegek esetén a
szérum PRGN fiiggetlen prediktora a szérum sICAM-1 szintje volt mind a kezelés elott,

mind a 6 honapos ALA kezelést kovetden.
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Megbeszélés

Kutatocsoportunk elészor irta le a PGRN szint Osszefliggését kezeletlen FH-s betegek
mintaiban a lipid paraméterekkel és az érelmeszesedés oxidativ és gyulladasos markereivel. A
PGRN gyulladasos folyamatok fontos modulatoraként keriilt a figyelem eldterébe, kdzvetleniil
kotédik a TNFa receptordhoz, illetve gatolja a TNFa jelatvitelét. A PGRN gatolja a p38 és a c-
Jun N-terminal kinaz (JNK) TNFa altal indukalt foszforilaciojat és csokkenti a NFkB nuklearis
hozzajarul minden egyes szakaszahoz, a plakk megjelenésétol az érésen at egészen a ruptiraig.
Human endothel sejtekben a PGRN gatolja az ateroszkler6zis folyamatat az Akt—eNOS ttvonal
aktivalasaval és az NFxB tutvonal csendesitésével, a sVCAM-1, sICAM-1 és a monocita
kemoattraktans protein-1 (MCP-1) csokkent expresszidjat eredményezve. Tovabba a PGRN
gén torlése fokozta az ateroszklerdzist ApoE hidnyos egerekben a gyulladdsos folyamatok
indukalédsan keresztiil, ami tilzott koleszterin felhalmoz6dast eredményez a makrofdgokban és
modositja a HDL-hez kotott fehérjék aktivitasat és mennyiségét. Mindezek a PGRN anti-
atherogén hatasat demonstraljak. Vizsgalatunk soran szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk
a TNFa, sVCAM-1 és PGRN szintek kozott HeFH betegekben és a teljes vizsgalt populacioban,
mely jelezheti, hogy a vaszkularis gyulladas Gsszefligg a fokozott érelmeszesedéssel a HeFH
betegekben, €s ez indukalja a PGRN expresszidjat a HeFH esetén, amely elnyomja a TNFa és

SICAM-1 altal medialt gyulladasos folyamatokat. A HDL-C szintjét szdmos kutat6 vizsgalata

crer

crer

az egyik fOo markere a hosszabb kardiovaszkularis betegség mentes tulélésnek HeFH
betegekben. Ezzel szemben a legtobb korabbi tanulmany nem talélt kiilonbséget a HDL-C
szintjében HeFH és nem FH betegek mintai kozott. Tovabba a fokozott koleszterilészter
transzfer protein aktivitdis az HeFH betegekben trigliceridben gazdag HDL részecskék
kialakulasahoz vezet, melyek az apolipoprotein E (ApoE) receptor utvonalon katabolizalédnak,
kisebb HDL részecske méretet eredményezve. A kis pre-fp HDL részecskék emelkedett
Sajat eredményeink Osszhangban vannak az irodalmi adatokkal. A HDL-C koncentracidja
hasonlo volt a HeFH betegek és a kontrollok ko6zott, azonban a nagy HDL szubfrakcio
koncentracioja és aranya szignifikdnsan alacsonyabb, €s a kis HDL szubfrakcio koncentracioja
¢és aranya szignifikdnsan magasabb volt a HeFH betegekben a kontroll csoporthoz képest.

A HDL funkciok, beleértve a HDL-asszocialt enzimeket is, gyakran karosodottak HeFH
betegekben. A HDL-asszocialt PON1 hidrolizalja a reaktiv oxigéngyokoket, ezaltal csokkent
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endogén oxidativ stresszt eredményez €s megelOzi az érelmeszesedés kialakulasat. Néhany
korabbi tanulmanyban csokkent PON1 arilészteraz aktivitast figyeltek meg FH betegekben.
Ezzel szemben mi nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni a PON1 paraoxonéz, s
stimulalt paraoxonaz vagy arilészteraz aktivitisban a HeFH betegek és a kontrollok kozott.
Ugyanakkor az emelkedett szérum oxLDL és MPO szint igazolja az emelkedett oxidativ
stresszt a HeFH betegpopulacionkon, amely egybevag néhany masik kutatocsoport
megfigyeléseivel. Szignifikans negativ korrelaciot irtak le a HDL-C és a PGRN szintje kozott
szivinfarktusos betegekben. Sajat HeFH betegeinkben és az egész vizsgalt beteganyagon a
PGRN pozitivan korreldl a trigliceriddel és negativ korrelaciot talalunk a HDL-C és a PGRN
kozott a teljes vizsgalt csoportban, de a HeFH betegekben nem. Szignifikans negativ korrelacio
igazolodott a nagy HDL szubfrakcié aranya és a PGRN kozott, és szignifikdns pozitiv
korrelaciot észleltiink a kis HDL ardny és a PGRN kozott minden vizsgalt betegnél, illetve
minden vizsgalt csoportban is kiilon-kiilon. Ezek a korrelaciok a PGRN és a HDL szubfrakciok
kozott Gj adatok. Tovabba, tobbszords regresszids analizis alapjan a PGRN-t legjobban a kis
HDL szubfrakcio jelezte elére, amely utalhat a PGRN feltételezett szerepére a HDL
metabolizmusban.

Korabbi vizsgalatok bizonyitottdk, hogy az aszimptomatikus FH betegek 90 %-anak volt
atheroszklerotikus plakkja carotis ultrahangon, ismert atheroszklerotikus betegség nélkiil. A
PGRN expresszalodik a humdan atheroszklerotikus 1¢zion. Tovabba a PGRN szint
szignifikdnsan magasabb a miokardidlis infarktuson atesett beteg mintdiban a kontroll
mintakhoz képest. Ezért mi szintén magasabb PGRN szérum koncentraciot vartunk a HeFH
betegeinkben a normal koleszterinszinttel rendelkezd kontroll populacidhoz képest, de nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott. Osszehasonlitottuk a HeFH
betegcsoportban azokat a betegeket, akiknek szerepelt AMI az anamnézisében azokkal, akiknek
nem estek at korabban AMI-n. Habar a szérum PGRN szint magasabb volt az AMI-n atesett
HeFH betegekben, de a kiilonbség nem volt szignifikans, valdsziniileg az igen jelentds egyének
kozti variabilitds miatt. Tovabba a PGRN magasabb lehet az infarktus akut vagy szubakut
fazisdban a kronikus fazishoz képest. A PGRN szint kinetikdjanak kovetéséhez tovabbi,
hosszabb tavll vizsgéalatok sziikségesek nagyobb infarktuson atesett populacion. Az
atheroszklerotikus betegek klinikai eseményei utan tekintélyes rezidualis kockazat marad meg,
valosziniileg a kronikusan zajlo gyulladasos folyamatok miatt. A HeFH betegekben alkalmazott
lipidcsokkentd terapia szintén modulélja az atheroszklerézis gyulladasos folyamatait, egyrészt
indirekt mdédon az LDL-koleszterin csokkentésével, mésrészt direkt médon a gyulladasos

folyamatok jelatvitelének befolyasolasan keresztiil.
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A TNFa jelentds szerepet jatszik a vaszkularis endothelsejtek gyulladasos valaszdban a
sejtadhézios molekulak indukcidjaval, beleértve a VCAM-1-t €s ICAM-1 termelddését, melyek
elosegitik a neutrofilek kitapadasat az endothel sejtekhez. Ebbdl kifolyolag a PGRN-nak kettds
hatdsa van, egyrészt a neutrofil toborzas elfojtasaval gatolja a neutrofilek kemotaxisat, mivel
csokkenti a TNFa altal indukalt ICAM-1 expressziot, masrészt enyhiti az endothel gyulladasat.
Korabbi tanulmanyban leirtdk, hogy a magasabb PGRN szint 0sszefligg a T2DM betegek
mikrovaszkularis szovodményeinek kialakuldsaval, ideértve a diabéteszes nephropathtiat,
neuropathiat és retinopathiat. Ezidaig nem voltak adatok az ALA hatasarol a PGRN szintjére
T2DM betegekben. Munkéank sordn elséként vizsgaltuk az ALA kezelés hatasat a diabéteszes
neuropathias betegek PGRN szintjére. Eredményeink azt mutatjak, hogy az ALA kezelésnek
elényds hatasa van a szenzoros tlinetekre €s a neuropathias deficitre diabéteszes betegekben.
Az endothelium képes szabalyozni az érfali gyulladdsos folyamatokat biologiailag aktiv
agensek kibocsatasaval. Diabéteszes neuropathidban az alternativ metabolikus utvonalak
aktivalodasa szorosan Osszefiigg a sejten beliili hiperglikémia indukalt oxidativ stresszel ¢€s az
endothelsejtek nem képesek kompenzilni a megndvekedett oxidativ stresszt az NO
termelésével, amely megnovekedett oxLDL-hez vezet.

Mas kutatok azt kozolték, hogy az oxLDL indukalt NFxb aktivacido mérsékli a sejtadhéziods
molekulak (pl. ICAM-1, VCAM-1) expressziojat és az endothelsejtek gyulladdsat idézi eld.
Ezek a folyamatok vezetnek a vasa vasorum funkciondalis valtozasdhoz diabéteszes
neuropathidban, ezek okozzak a neurondlis ischeamidt és a direkt axonalis karosodast. Leirtak,
hogy a PGRN enyhitheti az ischaemiés-reperfiizids neuronalis kdrosodast egerekben a neutrofil
toborzas gatlasaval, mely a NFxb utvonal és MMP9 csokkent aktivaciojat eredményezi.
Vizsgalataink soran szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a PGRN és a TNFa szint kozott
diabéteszes neuropathids betegekben. Ahogy kordbban emlitettiik, a PGRN direkten kotodik a
TNFR-hoz in vitro, ezért azt feltételezziik, hogy a PGRN szint kompenzatorikus emelkedése a
TNFa altal indukéalt NFxB aktivacio eredményeként kovetkezik be, amely Osszefiigg a
neuronalis gyulladassal és az oxidativ stresszel diabéteszes neuropathidban. Jelen
tanulmanyban pozitiv korrelaciot talaltunk a PGRN és sSICAM-1 szintek kozott, valamint a
PGRN ¢és az oxLLDL szintek kozott. Ezen korrelaciok azt mutatjdk, hogy a PGRN fontos
szerepet jatszik a gyulladasos folyamatokban a TNFa indukalt NFkB és mitogén aktivalt
protein kindz (MAPK) jelatviteli utvonalak aktivalasanak gatlasaval, a TNFR kompetitiv
antagonistajaként. Tovabba a gyulladascsokkentd hatas miatt a PGRN hasznos marker lehet az
oxidativ stressz szintjének mérésére diabéteszes neuropatidban. Azt feltételezziik, hogy a

PGRN szintjének emelkedése kompenzatérikus valaszt jelenthet diabéteszes neuropatidban a
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kemokinek és az intercellularis adhézios molekulak (pl. SICAM-1, sVCAM-1) NFxB altal
kozvetitett expresszidjanak csokkentésére, és védi az endothel sejteket az atheroszklerosishoz
tarsulo gyulladastol. Habar a korrelacio nem volt szignifikans, de pozitiv korrelaciot lattunk a
PGRN ¢s az LDL-C szint kozott, és szignifikdns negativ korrelacié igazolodott a PGRN ¢és a
HDL-C kozott, melyek alatdmasztjak a fent emlitett megallapitasokat.

A non-HDL-koleszterin szint, ami magaba foglalja az 6sszes atherogénnek tartott lipoprotein
részecskét (LDL, VLDL, VLDL-maradék, lipoprotein(a)) pozitivan korreldl a PGRN szinttel.
Ugy gondoljuk, hogy a PGRN-szintek valtozasai szorosan Osszefiigghetnek az endothel
diszfunkcioval és a diabéteszes neuropathidhoz tarsulo lipidanyagcsere eltérésekkel. Korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy a PGRN-t megvédik a hozza kotédo fehérjék a lebomléstol,
példaul a SLPI és ApoAl, mely a HDL részecske f6 apolipoproteinje. Més kutatok azt
allapitottak meg, hogy a HDL makrofagokra kifejtett gyulladascsokkentd hatasat a PGRN
hasitasanak és granulintermelésének csokkenése okozhatja. Jelen tanulményban a PGRN és a
HDL-C szintek kozotti szignifikans pozitiv korrelacio tehat aldtdmasztja a HDL protektiv
szerepét a PGRN hasitasaban.

Kovetkeztetéseink igazolasdhoz azonban tovabbi vizsgélatok sziikségesek. Vizsgélatunk
néhany korlatjat mindenképpen érdemes megemliteni. A vizsgélt populacié viszonylag kis
mérete €s a férfiak alacsony szdma a mintdban csokkentheti az elemzés erejét; azonban a
gyulladdsos markerek, a CPT és a PGRN szintek kozotti szignifikans korrelaciok ravilagitanak
a PGRN és a neurondlis regeneracios folyamatok kozotti Osszefiiggésre. Ezért ebben a
betegpopulacidban nagyobb, hosszu tavu kovetéssel jard vizsgalatokra van sziikség ahhoz,
hogy feltarjuk a PGRN cukorbetegség altal kivaltott oxidativ stressz neuronalis helyreallito

mechanizmuséaban jatszott szerepét.
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Osszefoglalas

A progranulin (PGRN) egy olyan ndvekedési faktor, melyet szamtalan szdvet és sejttipus képes
expresszani, koztiik az epithel, a myeloid és limfoid sejtvonalak, a neuronok €s a mikroglia. A
PGRN a korédbbi vizsgélatok alapjan direkt mdédon képes kotddni a tumor nekrozis faktor
receptorhoz (TNFR), gatolva ezzel a tumor nekrozis faktor-alfa (TNFa)-medialta gyulladasos
heterozigdta familiaris hiperkoleszterinémias (HeFH) betegeknél nem vizsgaltdk. A PGRN
emellett mérsékli az ischaemia-reperfuzié indukalta idegsériilést egerekben a neutrofil sejtek
sejtfalba torténd bevandorlasanak gatlasan keresztill. Az antioxidans hatasu alfa-liponsav
(ALA) alkalmazasa diabeteses neuropathidban az idegvezetés javuldsat €s a neuropathias
fajdalom mérséklését eredményezi, azonban a PGRN szintekre kifejtett hatasat kordbban nem
tanulmanyoztak. Ezért célul tiiztiik ki a szérum PGRN szintjének meghatarozasat kezeletlen
HeFH-s betegekben. Emellett vizsgaltuk a gyulladdsos és endothel diszfunkcios markerek,
koztiik a TNFa, szolubilis intercellularis adhéziés molekula-1 (SICAM-1) ¢és a szolubilis
vaszkularis adhézios molekula-1(SVCAM-1), valamint a PGRN szintje k6zotti sszefiiggéseket
a HeFH-s betegekben, valamint 2-es tipusu diabetes mellitusban szenvedd, periférias
neuropathias betegekben 6 honapos ALA kezelést kovetden. Tovabba vizsgalni terveztiik a
PGRN szérum szintének és a periférias szenzoros neuropathia stilyossaganak valtozéasa kozotti
Osszefliggést.

Ezért 81 kezeletlen HeFH-s beteget és 32 egészséges kontroll személyt vontunk be. A HeFh-t
a Dutch Lipid Clinic Network kritériumrendszer alapjan diagnosztizaltuk. A szérum PGRN,
SICAM-1, sVCAM-1, oxidalt LDL (oxLDL) és TNFa koncentraciokat enzim-kapcsolt
immunoszorbens assay segitségével hatdroztuk meg. A lipoprotein szubfrakciok azonositasat
Lipoprint gélelektroforézissel végeztiik. Emellett egy prospektiv vizsgalat keretében 54 £6 2-es
tipusu diabeteses, periférids neuropathias beteget kezeltiink napi 600 mg ALA adasaval 6
honapon keresztiil. Az daramérzet-kiiszobérték (CPT) meghatarozasat alkalmaztuk a szenzoros
neuropathia sulyossaganak értékelésére. Tovabba 24 {6 diabeteses, nem neuropathias beteget
is bevontunk a vizsgalatba.

és a kontrollok kzott. Szignifikdns pozitiv korrelacio igazolddott a triglicerid, TNFa, sVCAM-
1 és a kis HDL szubfrakcid aranya, valamint a PGRN szérum szintje kozott, mig szignifikans
negativ korrelaciot talaltunk a nagy HDL szubfrakci6 aranya és a PGRN szérumszintje kozott
a teljes vizsgalati populdcioban és a HeFH-s betegek esetén. A PGRN szérum szintjének

legjobb prediktoraa SVCAM-1, a logTNFa és a kis HDL szubfrakci6 aranya volt. A 6 hdnapos
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ALA kezelést kovetéen a periférids neuropathias diabeteses betegek PGRN szintje
szignifikansan emelkedett, emellett szignifikdnsan javult a CPT értékiik. Emellett szignifikans
pozitiv korrelaciot talaltunk a TNFa, a SICAM-1, és a PGRN szérum szintek k6zott mind az
ALA kezelés eldtt, mind a kezelést kovetden. Szignifikans negativ korrelacio igazoldodott a CPT
értékek javulasanak mértéke €s a szérum PGRN szintje kozott. Tovabba, a PGRN szint legjobb
prediktora a diabeteses neuropathids betegek esetén a SICAM szintje volt.

A HDL szubfrakciok, gyulladasos markerek é¢s a PGRN szintek kozotti szoros 0sszefiiggések
arra utalnak, hogy a PGRN anti-atherogén hatast fejt ki a HeFH-s betegek esetén részben a HDL
Osszetételének modositdsan, részben a gyulladasos folyamatok mérséklésén keresztiil,
ugyanakkor nem befolyasolja érdemben az oxidativ stressz mértékét. Emellett a PGRN
szintjének valtozasa az ALA kezelés kovetkeztében kedvezd hatast fejthet ki az endothel
funkciora és a neurondlis gyulladasra periférias neuropathidban szenvedd diabeseses betegek
esetén. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a PGRN szerepének tisztazasara a HeFH-s betegek
¢relmeszesedéses folyamatainak szabalyozasaban és a jelentségének feltarasara a neuronalis
repair folyamatokban diabeteses periférids neuropathias betegek esetén. A PGRN szerepének
jobb megértése az athero-inflammacids és neurondlis repair folyamatokban befolyéasolhatja a
terapias stratégiankat a familiaris hiperkoleszterinémidas és a diabeteses periférias neuropathias

betegeink esetén.
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