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Roviditések jegyzéke

AAPH: 2,2'-azo-bis-(2-amidinopropane)
dihydrochloride

ABCAT1: adenosine triphosphate-binding
cassette transporter Al

AMI: acute myocardial infarction

Apo: apolipoprotein

BMI: body mass index

CD36: cluster of differentiation 36

CE: cholesterol ester

CETP: cholesterol ester transfer protein
c¢IMT: carotid intima-media thickness
COX: cyclooxigenase

CV: coefficient of variation

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid
eNOS: endothelial nitric oxid synthase
FC: free cholesterol

PL: phospholipid

FMD: flow-mediated dilation

FPLC: fast protein liquid
chromatography

GFR: glomerular filtration rate

GPX: glutathione peroxidase

HDL-C: high-density lipoprotein
cholesterol

HL: hepatic lipase

HEPES: N-2-hydroxyethyl-piperazin-N'-
2-ethane sulfic acid

HO-1: heme oxigenase 1

hsCRP: high-sensitivity C-reactive
protein

ICAM-1: intercellular cell adhesion
molecule-1

IDL: intermedier-density lipoprotein
IFN-y: interferon gamma

IL: interleukin

iNOS: inducible nitric oxide synthase
ISZB: ischaemias szivbetegség
KBr: kalium-bromid

LCAT: lecithin-cholesterol
acyltransferase

LDL-C: low-density lipoprotein
cholesterol

LOOH: lipid hydroperoxide

LOX-1: lectin-like oxLDL receptor 1



Lp(a): lipoprotein (a)

LPL: lipoprotein lipase

MCP-1: monocyte chemotactic protein-1
MMP: matrix metalloproteinase

NO: nitric oxid

oxLDL: oxidized LDL

PAF-AH: platelet activating factor-
acetylhydrolase

piHDL: proinflammatory high-density
lipoprotein

PONI1: paraoxonase 1

RA: rheumatoid arthritis

RCT: reverse cholesterol transport
ROS: reactive oxygen species

SAA: serum amyloid A

SR-B1: scavenger receptor-B1

SLE: systemic lupus erythematosus
SLEDALI: systemic lupus erythematosus
disease activity index

TBARS: thiobarbituric acid-reactive
substances

TC: total cholesterol

TG: triglyceride

TIA: transient ischemic attack
TNF-a: tumor necrosis factor alpha
VCAM-1: vascular cell adhesion
molecule-1

VLDL: very-low-density lipoprotein
We: Westergreen, azaz vorosvértest
siillyedési sebesség

ATvmax: @ maximalis reakcidsebesség

eléréséhez sziikséges ido



1. BEVEZETES

Hazankban a sziv-érrendszeri megbetegedések évek ota vezetik a haldloki statisztikédkat
(2015-ben a férfiak 31,6 %-a, a nék 37,4 %-a halt meg emiatt), de az Eurdpai Unio orszdgainak
Osszesitett mortalitasi adatai kozott is az eldkeld maésodik helyet foglaljak el. Az e
betegségcsoportba tartozd gyakoribb korképek (pl. szivinfarktus, stroke) jellemzden
érelmeszesedés talajan fejlodnek ki [1,2]. A legjabb elméleti megkozelitések szerint az
enyhe gyulladas felelds, mely az idék sordn egyre sulyosabb szerkezeti €s funkcionalis
eltérésekhez vezet. A korai makroszkopos morfoldgiai eltérések koz¢é tartozik a ,,zsiros csikok™
megjelenése az érfalban, melyeket az intima rétegben felszaporodo6 habos sejtek, azaz az oxidalt
low-density lipoproteinnel (oxLDL) zsufolésig telt makrofagok alkotnak [3]. Szervezetiink az
LDL oxidacidja ellen egy masik lipoprotein, a high-density lipoprotein (HDL) segitségével
védekezik, mely képes kivédeni az LDL oxidéaciojat, illetve a mar oxidalt lipideket is
semlegesiteni tudja. A HDL antiaterogén sajatossagat tobbféle mechanizmus révén valositja
meg: antioxidans hatdsa és a reverz koleszterin transzport (RCT) mellett direkt endotél hatasa
¢s endotoxin kotd képessége is szerepet jatszik benne [4].

A populéciés tanulmanyokbol régota ismert, hogy a HDL koleszterin szintje inverz
kapcsolatban all a korondria betegségek kockazataval. Ugyanakkor bizonyos nagyon alacsony
mennyiségli HDL-C-vel rendelkezd népességétdl, mivel HDL-lik sokkal eredményesebben
védi ki a foszfolipidek oxidacigjat. Ezzel szemben familiaris hiper-alfalipoproteinémidban a
magas HDL-C szint a HDL alosztalyok csokkent antioxidans aktivitasat kompenzalja, mig akut
vagy kronikus gyulladassal jaré megbetegedésekben a normalis HDL szint gyakran csdkkent
antiaterogén tulajdonsagot, diszfunkcionéalis HDL-t takar [5]. Ezek a megfigyelések a HDL

mennyiségének  meghatdrozdsa mellett funkcionalitds  vizsgalatdnak  jelentOségét
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hangsulyozzak.

M. Navab és munkatarsai Gttdré munkéjuk soradn kezdetben sejtes rendszereken, majd sajat
fejlesztésli sejtmentes esszéjiikkel vizsgaltak kiilonb6z6 mintdkban a HDL antioxidans
sajatossagat, ¢és igyekeztek kimutatni az esetleg jelenlevd karosodott funkcidju, az 6
terminologidjukban proinflammatorikus HDL (piHDL) jelenlétét [6]. Mas kutatocsoportok is
végeztek hasonlo kisérleteket, azonban az egyes reakciok altal nyert adatok nem feltétlenil
voltak OsszevethetOk a reakcioelegyek 0sszetételében és a mérési modszer tipusaban fennallo
eltérések miatt. A kisérleti reakcidelegyek Osszetétele és a reakciok koriilményei sok esetben
Iényegesen eltértek az €16 szervezetben lejatszodo HDL-LDL interakciotdl, igy az altaluk nyert
eredmények relevancidja sem egyértelmii. Bar Balla J. és mtsai részletesen igazoltak a hembdl
felszabaduld szabad vas, mint oxidans szerepét az érelmeszesedés folyamatadban, azonban a
HDL antioxiddns hatasat vizsgald kisérletekben ezidaig a hemet tudomasunk szerint még nem
alkalmaztak [7].

A gyulladas soran termel6dé kiilonbozo fehérjék, enzimek, citokinek modositjak a HDL
koleszterin koncentracigjat, Osszetételét, valamint a HDL-en levé fehérjék tipusat,
mennyiségét, szerkezetét és mitkkodését. Ezek a modosulasok a HDL funkcionalis deficitjéhez
vezethetnek. Koronaria-betegek korében végzett kisérlet soran annak ellenére, hogy a lipidek
koncentracidja a normal tartomanyban volt, a betegek tobbségének HDL-e nem védte az LDL-
t az oxidaciotol, azaz proinflammatorikus volt [5,8]. A HDL gyulladas okozta funkcionalis
karosodasa legvaldsziniibb a kifejezett tartds szisztémas gyulladassal jellemzett
koérallapotokban, igy a szisztémas autoimmun megbetegedésekben, melyek koziil az egyik
leggyakoribb a szisztémas lupus erythematosus (SLE). A betegség gyulladasos
fellangolasokkal tarkitott lefolyasa sordn szinte egyetlen szervrendszert sem kimél, a betegek
korai haldlozasaért a hatékony immunszuppressziv szerek felfedezése el6tti éraban a sulyos

akut gyulladds szovédményei voltak feleldsek, mig a jelenlegi sokkal hosszabb &tlagos



¢lettartam mellett a sziv-érrendszeri megbetegedések [9]. A betegeknél joval nagyobb aranyban
fordulnak eld a hagyomdnyos kardiovaszkuladris kockazati tényezOk, azonban ezek
onmagukban még nem nyuUjtanak kelld magyardzatot az SLE-sek korében megfigyelhetd
felgyorsult érelmeszesedésre, igy annak kialakuldsdban betegség-specifikus, a gyulladassal
Osszefiiggd kockazati tényezok szerepe is felmeriilt.

Elséként McMahon M. és mtsai vizsgaltdk szisztémas autoimmun korképekben, SLE-ben
¢és reumatoid artritiszben (RA) szenvedd betegeik kdrében a HDL antioxidans tulajdonsagat, és
meghataroztak a piHDL el6fordulasi gyakorisdgat. Eredményeik szerint a HDL RA-ben 20%-
ban, SLE-ben pedig 45-48%-ban volt proinflammatorikus, és Osszefliggést taldltak a piHDL
jelenléte valamint a korondaria-betegség és a szubklinikus ateroszkler6zis eléforduldsa, illetve
egyes gyulladasos markerek szintje kozott [10-12]. A gyulladdsos paraméterek, a
betegségaktivitds, a lipidprofil, a HDL antioxidans kapacitas és a HDL szubpopulaciok
megoszlasanak egyidejii komplex Osszefiiggéseit azonban tudomdsunk szerint még nem

vizsgaltak SLE-ben.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A lipidek szallitasat a keringésben lipoproteinek végzik. Ezek tobbsége (kilomikron,
VLDL, IDL, LDL) a perifériat latja el funkcidikhoz sziikséges lipidekkel, és azok tulkinalata
esetén hatasuk potencilisan aterogén. A HDL ugyanakkor képes a periférids szovetekbdl a
foloslegben jelen levd lipidek elszallitdsara, melyek igy ujra-hasznosulhatnak vagy

kivalasztasra keriilhetnek, tehat hatasa alapvetden antiaterogén.

2.1. A HDL jellemz6i és érése

A HDL egy foszfolipideket (PL), nem észterifikalt koleszterint és fehérjéket tartalmazo
egy rétegii kiilsé hidrofil burokbdl, valamint egy elsdsorban koleszterin észtereket (CE), kisebb
mennyiségben pedig triglicerideket (TG) tartalmazé hidrofob magbdl épiil fel. A lipoproteinek
kozott a fehérje/lipid ardny a HDL esetében a legnagyobb, a fehérjék a részecske tomegének
35-65%-at teszik ki, ez magyardzza nagy strtiségét (1063-1210 g/1) és kis méretét (5-12 nm).
A HDL részecskék nem egységesek, tobb egymastdl eltérd jellemzokkel bird csoportra,
ugynevezett szubpopulaciora tagolédnak, melyek a HDL érési folyamata soran alakulnak at
egymasba. Az egyes alosztalyok kiilonboznek méretiikben, strliségiikben, elektromos
toltésiikben, lipid és fehérje Osszetételiikben és a lipid homeosztazisban betdltott szerepiikben
(1. és 2. tablazat). Osztalyozasuk is heterogén, az elvalasztasukra alkalmazott médszertdl fiigg
(2. tablazat). A leggyakrabban alkalmazott stirliség-gradiens ultracentrifugalassal ill. gradiens
gélelektroforézissel az alabbi frakciok kiilonithetok el méretiik szerint cs6kkend sorrendben: 2b
>2a>3a>3b>3c.

A lipoproteinek szerkezeti fehérjéi az apolipoproteinek (Apo), melyek a felszini
foszfolipid rétegbe integralodva helyezkednek el, és részt vesznek a részecskék alapvetd

funkcidiban. A HDL 6 strukturalis fehérjéje a foként a majban és belekben szintetizal6dod



1. tablazat A HDL alosztalyok fizikokémiai tulajdonségai [13]

HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c

Atlagos molekula-tomeg (kDa) 410 400 360 200 160
Relativ lipid tartalom (%) 65 60 55 45 35
Relativ fehérje tartalom (%) 35 40 45 55 65
Felszini lipidek (mol/mol HDL)

Foszfolipidek 130 140 120 45 25

Nem-észterifikalt koleszterin 70 40 25 15 10
Mag lipidek (mol/mol HDL)

Koleszterin észterek 180 160 140 70 40

Trigliceridek 30 20 15 10 5
Apolipoproteinek (mol/mol HDL)

ApoA-I 4,5 4 34 3 2-3

Egyebek <2 <2 <2 1 <l

ApoA-I, mely a HDL fehérje tartalmanak mintegy 70%-4at alkotja, és a legtobb HDL
alosztalyon megtalalhat6. Alapvetd jelent0ségli, mint a HDL szintézis és a RCT kiindulo
molekuldja, antioxiddns, gyulladascsokkentd €s antiaterogén hatassal bir [14]. Az ApoA-II a
részecskék 15-20%-an eldforduld szerkezeti fehérje, mely szintén részt vesz a RCT-ban,
emellett egyes vizsgalatok soran antioxidans, masokban aterogén tulajdonsagat észlelt¢k. Az
ApoC-II a lipoprotein lipaz (LPL) aktivatora, mig az ApoC-III a LPL és a hepatikus lipaz (HL)
inhibitora, igy a sejtek lipid felvételét szabalyozzak. Tovabbi fontosabb strukturalis fehérjéi
még: az ApoA-IV, a lecitin-koleszterin-aciltranszferaz (LCAT) aktivatora; az ApoE, mely az
LDL-receptor ligandjaként vesz részt a receptor-medialt lipoprotein felvételben; a C5b-9
komplement komplexet inaktivalni képes Apol, és a szfingozin-1-foszfatot (S1P) kotd ApoM.
A szerkezeti fehérjék mellett a HDL enzimeket is hordoz, melyek egy része antioxidans hatast,
ilyen a humén paraoxonaz-1 (PON1), a PON3, trombocita aktivald faktor acetilhidrolaz (PAF-

AH) és a glutation-peroxidaz (GPX), mig mas résziik a RCT-ban vesz részt, példaul a LCAT



2. tablazat A HDL osztalyozasa az alkalmazott elvalasztasi mddszer és fizikai tulajdonsagai

alapjan [15]

Nagyon Kozepes Nagyon kis
Nagy HDL Kis HDL
nagy HDL HDL HDL
(large) (small)
(very large) (medium) (very small)
Denzitas (g/1) 1063-1087 1088-1110 1110-1129 1129-1154 1154-1210
Meéret (nm) 12,9-9,7 9,7-8,8 8,8-8,2 8,2-7,8 7,8-7,2
Siiriiség-gradiens
HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
ultracentrifugalas
Stirtiség (g/1) 1063-1087 1088-1110 1110-1129 1129-1154 1154-1170
Gradiens gél-
HDL2b HDL2a HDL3a HDL3b HDL3c
elektroforézis®
Meéret (nm) 12,9-9,7 9,7-8,8 8,8-8,2 8,2-7,8 7,8-7,2
2-D gél
o-1 o-2 o-3 o-4 Pre-3-1 HDL
elektroforézis
Meéret (nm) 11,2-10,8 9,4-9,0 8,5-7,5 7,5-7,0 6,0-5,0
Nagy HDL-
NMR ph Kozepes HDL-P Kis HDL-P
Meéret (nm) 12,9-9,7 9,7-8,8 8,8-8,2 8,2-7,8 7,8-7,2
Ion mobilitas HDL2b HDL2a és HDL3
Méret (nm) 14,5-10,5 10,5-7,65

@ Egy dimenzids gél elektroforézis nem-denatural6 gradiens poliakrilamid gélen (4%-20%).® HDL-P, HDL részecske.

¢és a koleszterin-észter transzfer protein (CETP). A proteomikai vizsgalatok sordn a HDL-en
detektalt tobb mint 80 kiilonbozd fehérje kozott egyesek gyulladas fennallasa esetén jelennek
meg (pl. SAA, amyloid B), mig mésok szerepe még nem tisztazott [16].

A HDL szintézis kiindulasi molekuldja az ApoA-I. Ez 1ép reakcidba a sejtek felszinén
levé adenozin-trifoszfat kotd kazetta transzporter A1 (ABCAI1) molekulédval, melynek
segitségével foszfolipideket €s koleszterint vesz fel elsdsorban a méjbol, kisebb mértékben a
periférias sejtektdl, igy jon létre a diszkoid alaku naszcens, vagy mas néven pre- HDL [17].

Ez a HDL érésének és egyben a RCT-nak is az els6 1épése. A LCAT a szabad koleszterin (FC)
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észteresitése révén lehetdve teszi a HDL méretének fokozatos ndvekedését, és ahogy a pre-B
HDL FC ¢és TG tartalma novekszik, HDL3-m4 alakul és gdmb alakot vesz fel. A CETP, mely
els6sorban (74%) a HDL-hez kotddik, CE-t helyez 4t a VLDL és LDL részecskékre, mig onnan
trigliceridet juttat a HDL-re [18]. A PL-eket a kilomikron és VLDL részecskékr6l a PLTP
juttatja a HDL2-re, mely a legnagyobb méretii és egyben legkisebb stirtiségti HDL frakcio [19].
Végiil a HDL-t a m4j veszi fel részben a SR-B1 révén, melyhez az ApoA-I segitségével
kapcsolodik, részben pedig az LDL-receptoron keresztiil, melynek az ApoE a ligandja. A
koleszterin a majban a 7a-hidroxildznak koszonhetden epesavakka alakul és kivalasztasra

keriil, vagy az Gijonnan szintetizalt lipoproteinekkel ismét a periférias szovetek felé indul.

2.2. Aterogenezis

Az ateroszkler6zis az artéridk falaban fellépo kronikus gyulladassal jar6 megbetegedés,
mely foként modosult endogén anyagok hatasara kezdddik, melyek a velesziiletett €s szerzett
immunitas valaszat valtjak ki, és a vaszkularis homeosztazis felboruldsahoz vezetnek. A
velesziiletett immunvalasz a vaszkuldris endotél sejtek ¢€s monocitak/makrofagok
aktivacidjaval kezdddik, majd gyorsan koveti a szerzett immunvalasz, melynek sordn antigén
prezentald sejtek szamos potencialis antigént prezentalnak az effektor T limfocitdk szamara.
Az immunvalaszt indukal6 mdédosult endogén anyagok kozott kiemelt szereppel bir az oxidalt
LDL (oxLDL), melyben kiilonb6zé citotoxikus hatast lipid oxidaciés termékek - lipid
hidroperoxidok, aldehidek ¢és karbonilok — halmozdédnak fel [20]. Az oxidativ agensek
keletkezésében a 12/15 lipoxigenaz, az 5-lipoxigendz, a myeloperoxidaz (MPO), cyclooxigenaz
(COX) ¢és NADPH oxidaz utvonalak szerepét egyarant felvetették [21,22]. Az endotél sejtek és
makrofagok altal termelt lipoxigendz tObbszordsen telitetlen zsirsavakat konvertal lipid
peroxidokka, mig az aktivalt mononukleéris sejtek altal termelt MPO tirozil gyodkoket,

hipoklorsavat, kloramint és nitritet termel [23]. Az LDL lipid tartalmanak oxidécidjat reaktiv
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szabad gyokok (ROS) és katalitikusan aktiv fémionok egyarant kivalthatjak. A vas nagy
mennyiségben van jelen a keringésben, mint a vorosvértestekben taldlhaté hem alkotdeleme. A
vordsvértestek lizise soran az érpalydban a methemoglobinbdl kdnnyen felszabadul a hem,
mely hidrofob jellegének koszonhetéen be tud 1épni az LDL-be, hem oxigenaz-1 (HO-1) és
ferritin termelést valt ki. A HO-1 felszabaditja a vasat, melyet a ferritin kot meg, ezéltal védve
ki a szabad vas er0s oxidativ sajatossagat [7,24,25]. Amennyiben a felszabadult vas megkotése
nem torténik meg, az oxidativ termékek keletkezéséhez vezet. Az ateroszklerotikus plakkokban
nagyobb mennyiségli katalitikusan aktiv vas és ferritin jelenlétét igazoltdk és eléfordulasuk
Osszefiiggést mutatott a fennalld kardiovaszkuléris betegségekkel [26,27].

Az oxidalt LDL az endotél sejtekre a lektin-szerti oxLDL receptor-1-n (LOX-1) és a
cluster of differentiation 36 (CD36) scavenger receptoron keresztiil fejti ki hatasat: fokozza a
LOX-1 ¢és a vaszkuldris adhéziés molekuldk (intercellularis sejtadhézidés molekula-1
(ICAM-1), vaszkularis sejtadhézidos molekula-1 (VCAM-1)) expresszidjat, valamint a
monocita kemotaktikus protein-1 (MCP-1) felszabadulasat [28-30]. Tovabbi endotél hatasa,
hogy az endotél nitrogén monoxid szintaz (eNOS) expresszidjanak gatldsa és a ROS
termelésének fokozasa révén csokkenti a nitrogén monoxid (NO) biologiai hozzaférhetdségét,
emellett endotél sejt apoptdzist valt ki [31].

A kemotaktikus és sejtadhézidés molekulak indukaljdk a keringd monocitak és T-
¢és ott a T-helper limfocitdk altal termelt citokinek hatdsdra a monocitdk makrofagokka
differencidlodnak. A makrofagok scavenger receptoraikon keresztiil oxLDL-t vesznek fel,
mely kozvetleniil, vagy kiillonboz6 szignalizacids ttvonalak révén szamos aterogén iranyba
hat6 folyamatot indukal. A felvett CE-k a lizoszoémakban FC-né hidrolizalédnak, melyeket az
endoplazmatikus retikulumban az acil-koleszterin aciltranszferdz-1 ismét észteresit [32]. A

CE-k a citoplazmaban lipid cseppek formajaban tarolodnak, létrehozva a habos sejtek
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jellegzetes morfologiai képét, mig az endoplazmatikus retikulumban felhalmoz6d6 FC olyan
komplex valaszreakciot indukal, mely a sejtek apoptozisdhoz vezet [3]. Az oxLDL felvétel
révén aktivalt makrofagok szdmos proinflammatorikus hatast anyagot termelnek, koztiik IL-
1B-t, tumor nekrozis faktor-o-t (TNF-a), MPO-t, 12/15 lipoxigendzt, ROS-t és matrix
metalloproteinazokat (MMP) [33]. A citokinek tovabbi immunsejtek bevandorlasat teszik
lehetévé az intimaba, mig az MPO és a 12/15 lipoxigendz LDL-t oxidalnak, igy novelve az
oxLDL mennyiségét [21]. Az oxLDL-CD36 kolcsonhatas a makrofagok polarizacidjanak
elvesztését és a fokalis adhézids kindz aktivacigjat valtja ki, meggatolva a makrofagok tovabbi
degradacioja révén plakk instabilitashoz vezetnek, melyet alatdmaszt, hogy a human ateromak
vizsgalata soran a sériilékeny teriileteken fokozott MMP aktivitast észleltek [35].

A vaszkularis simaizomsejtek is rendelkeznek sejtfelszini scavenger receptorokkal -
koztiik LOX-1-el is - és oxLDL hataséra aterogén aktivaciojuk zajlik, melynek részjelenségei
a sejtek csokkent differencialodasa, fokozott proliferacioja, és lipid akkumulacioja [36]. Igy
az intimdba vandorold simaizomsejtek proliferdlnak, illetve habos sejtekké alakulnak,
hozzéjarulva ezzel az érfalban szabad szemmel is észlelhetd zsiros csikok kialakuldsédhoz,
melyek az ateroszklerdzis elsé stadiumat reprezentaljak. Az érelmeszesedés tovabbi
progressziojat a fokozott intersticialis kollagén szintézis, a gyulladdsos sejtek mennyiségének
novekedése ¢és az altaluk termelt MMP-k okozta matrix degradacio jellemzi, mely
elvékonyitja a plakk fibrozus sapkajat, igy noveli annak sériilékenységét. Az instabil plakk
megrepedése a trombusképzddés révén a lumen sulyos besziikiilését vagy elzarodasat valtja

ki és igy akut cerebro- vagy kardiovaszkularis esemény kialakuldsdhoz vezet.

2.3. A HDL antiaterogén tulajdonsagai

A HDL a szervezetben szamos kiilonb6zd folyamatban vesz részt, melyekben hatasa az

13



érelmeszesedés kialakuldsdnak megel6zésében illetve progresszidjanak gatlasaban nyilvanul
meg. F6 antiaterogén hatésai: a reverz koleszterin transzport, gyulladascsokkentd, antioxidans,
vazoprotektiv €s antitrombotikus hatasok, valamint az endotoxin semlegesités [4] (1. abra).

A HDL talan legfontosabb ateroprotektiv hatdsa a reverz koleszterin transzport,
melynek sordn a periférias sejtekbdl — igy az érfali makrofagokbol is - az ABCA1 és az ABCGl1
transzporterek kozvetitésével foszfolipideket és koleszterint vesz fel, melyet részben szabad
koleszterinként a felszini lipid rétegben, részben észteresitést kdvetden a belsé magban szallit.
A szallitott koleszterin egy része a CETP révén atkeriil a trigliceridekben gazdag
lipoproteinekre tovabbi felhasznalasra, a tobbit pedig a HDL a majba juttatja, ahol epesavak
keletkeznek beldle, melyek az epecsatorndk sejtjeinek apikalis membranjaban levd
ABCG5/ABCGS transzportereken keresztiil valasztodnak ki az epébe, igy szabadulva meg a
felesleges koleszterintdl [37]. A RCT-hoz nélkiilozhetetlen az intakt ABCA1, ABCGI1 és

ApoA-I molekulék jelenléte. Az ABCA1 és ABCG1 egyarant ATP kotd kazetta transzporterek,

1. abra A HDL antiaterogén hatésai [5]

Makrofag
habos sejt
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melyek az ATP hidrolizise sordan nyert energia felhasznaldsaval, szekvencidlis, egymast
kovetd miikddéssel végzik a lipidek egyiranyt szallitasat a sejtektdl a HDL részecskék fel. Az
ABCA1 elsdsorban lipid-szegény ApoA-I-t kot meg, valamint kisebb mértékben HDL3-t, mig
egyaltalan nem transzportal koleszterint és PL-eket a HDL2 részecskékre. Ezzel szemben az
ABCGTI csak nagyobb HDL partikulumokra (f6leg HDL2-re) transzportal, €s egyaltalan nem
szallit koleszterint a lipid-szegény ApoA-I-re. Az ABCGI1 fokozottan expresszalodik a
makrofagokban, fontos szerepe van a habos sejtekbdl torténd koleszterin kiaramlasban [38].

A HDL antioxidans hatasanak tévén gatolja az LDL oxidacidjat, melynek
mechanizmusa egyrészt az oxidalt lipidek - mint a lipid-hidroperoxidok (LOOH) és
lizofoszfatidilkolin - atszallitasa az oxLDL-r6l a HDL-re, masrészt azok inaktivalasa. Mindezt
foként az ApoA-I és az antioxidans enzimek, a PON1, PON3, PAF-AH ¢s a GPX biztositjak,
melyek LOOH-kat hidrolizalnak hidroxidokkd [39]. Béar az emlitett enzimek mindegyikének
észlelték antioxidans hatdsat, de részben mennyisége, részben aktivitdsa miatt koziilik a
legnagyobb jelentdséggel a PON1 bir, elsdsorban ez felelés az LDL oxidaci6 gatlasaért. A 45
kDa tomegl kalcium dependens enzimet elsdként felfedezett szubsztratja, a szerves foszfat
metabolitok kozé tartozd paraoxon alapjan nevezték el, melyet hidrolizal. Elsddleges
fiziologias aktivitdsa valoszinlileg laktondz, a zsirsavak oxidéacidja soran keletkezd lipid-
peroxidokat semlegesiti, tovabba hidrolizalja a homocisztein tiolaktont is, mely aterogén
hatasat a HDL, LDL, albumin ¢és a véralvadési faktorok fehérjelancainak kovalens modositasa
- N- és S-homociszteinilacidja - révén fejti ki [40,41]. Az enzim miikddéséhez az intakt
szerkezetli HDL nyujtotta makromolekuléris kozeg €s az ApoA-I jelenléte is sziikséges [39].
Koncentracioja a vérplazmaban atlagosan 60 mg/l, de nagy egyéni kiilonbségeket mutat (13-
szoros) az aktivitasahoz hasonldan, melyben 40-szeres eltérés is el6fordul. Ennek hatterében a

7-es kromoszoman elhelyezkedé PON1 gén polimorfizmusa all, melybdl jelenleg kozel 200

........
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PON1 Cl107T polimorfizmus, mig az aktivitdsait a kodold régi6 Q192R és L55M
polimorfizmusok hatarozzak meg. Adott allélekkel rendelkezd személy PONI aktivitasa
kiilonbozd szubsztratokkal szemben eltérd [42]. A PONI1 genotipus jelentds variabilitdsa miatt
a mindennapi gyakorlatban az enzimaktivitds szempontjabol a fenotipus meghatarozasa bir
nagyobb jelentdséggel. A paraoxon ¢&s fenilacetat szubsztratokkal szemben mutatott
enzimaktivitasok eltéré aranya alapjan az emberek harom fenotipusba sorolhatok: az AA
alacsony, az AB kozepes ¢s a BB nagy aktivitasti csoportokba [43]. A HDL antioxidans
aktivitasanak tovabbi fontos determindnsa a felszini lipid réteg fluiditdsa, mely a
szfingomielin/foszfatidilkolin, szabad koleszterin/foszfatidilkolin és a telitett/tobbszordsen
telitetlen zsirsavak aranyanak csokkenésével parhuzamosan novekszik. Nagyobb fluidités
esetén fokozott a LOOH-k transzportja a sejtmembranbdl a HDL-re, és ekkor az ApoA-I
antioxidans aktivitasa is kifejezettebb [44]. A HDL oxidaciot gatlo hatasai kozé tartozik még a
ROS termelés gatlasa a neutrofil NADPH oxidaz inaktivalasa éltal, valamint az endotél sejtek
oxLDL, illetve SAA indukalt szuperoxid anion termelésének csokkentése [45,46].

A HDL gyulladascsokkento hatdsa dsszetett, antioxidans tulajdonsaga mellett szerepet
jatszik benne endotoxin semlegesitd képessége, az endotél sejtek sejtadhézids és kemotaktikus
molekulainak, valamint a monocitdk MMP expressziojanak gatlasa. A HDL gétolja az aktivalt
endotél sejtek felszinén a sejtadhézids molekuldk lizofoszfatidilkolin, illetve citokin indukalt
érfal intima rétegébe. Hatdsa részben szfingozin-1-foszfat tartalmanak koszonhetd, mely egy
lizoszfingolipid, ami specifikus G-protein kapcsolt receptorain keresztiil fejti ki biologiai
hatésainak széles palettajat, koztiik a VCAM-1 és ICAM-1 expressziojanak csokkentését [47].
A HDL a MCP-1 termelés gatlasan keresztiil is akadalyozza a monocitdk intimaba vandorlasat,
emellett endotoxinokat kot meg és semlegesit, els6sorban a PONI ¢és az ApoA-I révén, igy védi

ki az éltaluk indukalt sejtaktivaciot és a kovetkezményes gyulladast [46].
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Vazoprotektiv hatdsainak kdszonhetéen fontos szerepet tolt be az érendotél épségének
megorzésében is. Gatolja a trigliceridben gazdag lipoproteinek, TNFa, vagy komplement altal
medialt sejtlizist, mikdzben stimulalja az endotélsejt proliferaciot és migraciot, melynek
kivaltasdban az ApoA-I és a lizoszfingolipidek egyarant részt vesznek [47-48]. Részt vesz
aktivalja az endotél sejteken az eNOS-t és a COX-2-t, a felszabaduld NO ¢és prosztaciklin pedig
vazodilataciot valt ki [50,51]. Komplex antitrombotikus hatasa a véralvadas és a vérlemezke

adhézio gatlasaban, valamint a fibrinolizis eldsegitésében egyarant megnyilvanul [52,53].

2.4. Diszfunkcionalis HDL keletkezése, jellemzoi, szerepe az érelmeszesedésben

Diszfunkcionalis HDL alatt olyan HDL részecskéket értiink, melyek a szervezetben nem
képesek fiziologias antiaterogén szerepiik ellatasdra. Az ilyen HDL tovabbi rokon értelmii
megnevezései még a proinflammatorikus HDL (piHDL), akut fazis HDL (A-HDL), oxidalt
HDL (oxHDL), ahol az elnevezések egyben a HDL megvaltozott viselkedésére is utalnak.
Gyulladas soran a felszabadul6 szabadgyokok, enzimek, lipid oxidacios termékek nemcsak az
LDL lipid tartalmat oxidaljak, hanem amennyiben mennyiségiik meghaladja azt a kiiszobot,
melyet az egészséges HDL ellenstlyozni képes, a HDL-t is oxidativan modosithatjak (2. abra).
In vitro kisérletek soran bizonyitottdk, hogy a HDL ¢és lipid tartalma kdnnyen oxidalhato [54].
Az oxidalt HDL jelenlétét anti-oxHDL monoklonalis antitest segitségével igazoltdk human
abdominalis aorta ateromatézus plakkjanak intima rétegében, valamint immunhisztokémiai
vizsgalattal ApoA-I és ApoA-II jelenlétét is detektaltak az ateroszklerdzisos érfalban [55].

A HDL oxidécioja tobbféle modon is 1étrejohet, kialakuldsdban a MPO, lipoxigenaz,
peroxinitrit, tokoferoxi gyokok és fém ionok is szerepet jatszhatnak [23,44,56-59]. Ezek az
agensek tipusuktdl fiiggéen mas-mds mechanizmussal oxidaljadk a HDL-t, és a 1étrejovo

oxidativ valtozdsok nem egyforma mértékben ¢érintik annak lipid és fehérje alkotoit.
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2. abra A diszfunkcionalis HDL kialakulasa
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A lipoxigenaz ¢és a fém ionok elsdsorban a lipideket oxidaljadk ¢és a fehérjék oxidativ

modosuldsat mar a lipid oxidéacids termékek (koleszterin-észter és foszfolipid-hidroperoxid

szarmazeékok) generaljak, mig a MPO termelte szabadgyokok az apolipoproteinek szerkezetét

valtoztatjak meg. A lipoxigenaz illetve Cu?" hatasara keletkezd foszfatidilkolin és koleszterin-

¢szter hidroperoxidok eldszor az ApoA-I és ApoA-II specifikus metionin gydkeit oxidaljak

[23]. Erésebb oxidativ hatdsra, mint amilyen példaul a MPO altal termelt hipoklorit, az
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ApoA-I tovabbi - foként cisztein, lizin €s triptofan - aminosavai is oxidalodhatnak, valamint
keresztkotések johetnek létre az ApoA-I és ApoA-II molekuldk kozott, melyek igy ApoA-I
homodimereket és -trimereket, valamint ApoA-I-ApoA-II heterotrimereket képeznek [56].
Hasonl6 hatést valt ki az erés oxidans peroxinitrit, mely az aktivalt endotél és makrofag sejtek
altal termelt NO és szuperoxid reakciojaval jon létre, és a fehérjék tirozin oldallancaival
reagalva azok nitrotirozin modosulatat hozza 1étre, és funkciojuk romlésdhoz vezet [57]. A
peroxinitrit keletkezését az MPO is eldsegiti, ezzel az ApoA-I-ben nemcsak a klorotirozin,
hanem a nitrotirozin oldallancok kialakuldsdhoz is hozz4ajarul [59].

A HDL lipidom oxidacidja tobbféle valtozast idéz eld: a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak oxidécidja soran foszfolipid-hidroperoxidok, mig a koleszterinek oxidacidjaval
koleszterin-hidroperoxidok képzddnek. Az oxHDL CE tartalma a csokkent LCAT aktivitasnak
koszonhetden alacsonyabb, hasonloan a foszfatidilkolin tartalmdhoz, mig ezzel parhuzamosan
az oxidalt allapotra jellemzd lizofoszfatidilkolinok mennyisége n6 és a foszfatidiletanolamin
eltlinése figyelhetd meg. A HDL peroxinitrittel illetve AAPH-val valé oxidacidja sordan az
ApoA-I fokozza a HDL magjaban levd foszfatidilkolin aldehidek képzddését, melyeket ezt
kovetéen a PONI1 lizofoszfatidilkolinnd hidrolizdl [58]. Az oxidaci6 a HDL lipid
Osszetételének modositdsa — a telitett zsirsavak, koleszterin és szfingomielin ardnyanak
novelése - révén csokkenti a lipid burok fluiditasat, mely a koleszterin efflux kapacités
csokkenéséhez vezet [44].

Az akut fazis HDL-ben tobb olyan komponens is nagyobb mennyiségben talalhato,
mely a nativ HDL-ben nincs, vagy csak nagyon kis mennyiségben van jelen. Ezek kdz¢ tartozik
a szérum amyloid A (SAA), a coruloplazmin (CP), ApoC-III, a hemoglobin és kotéfehérjéi, a
haptoglobin és hemopexin. Ezek a gyulladas hatdsara szintetizalodo proteinek részben sajat
proinflammatorikus hatadsuknal fogva, részben pedig antiinflammatorikus fehérjék (ApoA-I,

ApoA-II, ApoM, ApoJ, PON1) HDL-r6l valo leszoritasa révén jarulnak hozzd a HDL
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antiaterogén funkciojanak csokkenéséhez (2. abra).

A szérum amyloid A elsésorban a m4j altal termelt kisméreti (12 kDa) apolipoproteinek
csaladja, melyeket 4 kiilonb6zd gén kodol, de ezek koziil csak 3 expresszalodik. Az SAAT és
SAA?2 fontos akut fazis fehérjék, szintjiik az akut fazis reakci6 soran orakon beliil emelkedik
¢és akar 1000-szeres koncentraciot is elérhet. Az SAA4 ezzel szemben fiziologids alkotdja a
HDL-nek és nem-gyulladasos koriilmények kozott ez adja a HDL SAA tartalmanak tobb mint
90%-at. Az akut fazis SAA (A-SAA) eldszeretettel kotddik a HDL3 szubfrakcidhoz, mikdzben
leszoritja roluk az ApoA-I-t. Ennek eredményeként az ApoA-I jelenlété¢hez kotott HDL
funkciok — ABCA1 receptor kotés és RCT, PON1 aktivacié és antioxidans aktivitds, LCAT
aktivalas és HDL remodelling - defektusa figyelhetd meg [60]. Az A-SAA fokozza a HDL
kotddését a vaszkularis proteoglikanokhoz valamint retencidjat az érfal intima rétegében, igy
lehetové teszik oxidativ modosulasat. A mononukledris sejtekre az A-SAA kemotaktikus,
migraciot, adhéziot és szoveti infiltraciot eldsegitd hatast gyakorol [61]. A SAA HDL funkciora
gyakorolt negativ hatdsat tobb nagy populacios tanulméanyban is igazoltak. A HDL-C és SAA
koncentraci6 0Osszefliggését vizsgalva megallapitottdk, hogy a magasabb HDL értékkel
rendelkezd betegek kozott az alacsony SAA koncentracio csokkent, mig a magas SAA szint
megndvekedett kardiovaszkularis- és 6sszmortalitassal jar egyiitt [62].

Koszoruérbetegekben ¢és kronikus vesebetegekben a HDL ApoC-Ill-ban gazdagabb,
mint az egészséges kontrollokban. Az ApoC-III proinflammatorikus mediator: az ApoC-III
tartalmit HDL részecskék pozitiv korrelaciét mutattak a fokozott kardiovaszkularis rizikoval,
mig az ApoC-IIl negativ részecskék kardioprotektiv hatdsunak mutatkoztak [14]. A
coruloplazmin (CP) egy ugynevezett ,,holdvilag” fehérje, azaz olyan multifunkcionalis protein,
mely a szubsztrat, lokalizacid, expresszid fliggvényében valtoztatni tudja a hatasat. Egyszerre
réztranszporter, részt vesz a vas homeosztazis és az angiogenezis szabalyozasaban, keringd

antioxidans, ugyanakkor gyulladdsos koriilmények kozott fokozza az LDL oxidacidjat [63].
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Mennyisége akut fazis reakci6 soran 2-3-szorosara nd. Simaizomsejtek és endotélsejtek altal
termelt szuperoxid anionok jelenlétében eldsegiti a lipid peroxidok képzddését, és tobb nagy
populécids tanulmanyban (Helsinki Heart Study, Rotterdam Study, The Ludwigshafen Risk and
Cardiovascular Health Study) is Osszefliggést mutattak ki a CP magasabb szérum szintje,
valamint a koszorubetegség ¢és a szivelégtelenség eléfordulasa, tovabba a kardiovaszkularis
mortalitds kozott [64]. A hemoglobin (Hb) és scavenger fehérjéi, a haptoglobin (Hp) és
hemopexin (Hx) mennyisége szignifikdnsan novekedett a koronariabetegek HDL-ében az
egészséges kontrollokéhoz képest, és hasonld jelenség figyelhetd meg a hiperlipidémia egér
modelljében. A Hb, Hp, Hx jelenléte pozitiv korrelaciét mutatott a HDL LOOH tartalmaval,
valamint a HDL Hb tartalma a hem, ROS és IL-6/IL-10 hanyados, mint a szisztémas gyulladas
markerének értékeivel [65].

A HDL kiilonb6zd konstitucionalis fehérjéinek mennyisége, illetve aktivitdsa a
diszfunkciondlis HDL-ben csokkent, mely harom f6 okra vezethetd vissza. A gyulladas soran
megvaltozik a fehérjeszintézis panel: elétérbe keriil az akut fazis fehérjék szintézise, mikdzben
csokken a HDL antiinflammatorikus proteinjeinek szintézise. Bizonyos akut fazis fehérjék
elészeretettel kotddnek a HDL-hez, és onnan leszoritjak a kotésbdl a szerkezeti fehérjéket és az
antioxidans enzimeket, emellett a szoban forgd proteinek egy része oxidativ mddosulast is
elszenved, mely fiziologias funkcioik kdrosodasdhoz vezet. Ilyen fehérjék az ApoA-I és ApoA-
II, ApoM, ApoJ, PON1 és LCAT. A HDL ApoA-I tartalmanak csokkenését szdmos
betegségben leirtak, koztiik kronikus vesebetegségben, pszoridzisban és RA-ben. Szerkezeti
modosulasa tobbféle modon is étrejohet, tirozin, metionin, cisztein, lizin és triptofan gyodkei
oxidativan modosulhatnak, valamint keresztkotések johetnek 1étre az egyes molekulak kozott,
mely mind funkcidvesztést von maga utan [23,56,59]. Az ApoA-II szintje szintén csokken RA-
ben és kronikus veseelégtelenségben, metionin gyokei oxidativan modosulhatnak és prooxidans

hatéasra heterotrimereket képez az ApoA-I-gyel [56]. Az ApoM csokkent szintjét leirtdk mar

21



kronikus vesebetegségben, diabetes mellitusban és pszoriazisban. Az ApolJ alacsonyabb
mutatott az inzulinrezisztenciaval és a BMI-vel [14]. Kiilonbozé korképekben - koztik
koszortuér-betegségben, kronikus veseelégtelenségben, 2-es tipusti diabetes mellitusban, RA-
ben, pszoridzisban és Sjogren-szindromaban - észlelték a PON1 csokkent aktivitasat, mely
pozitiv asszociaciot mutatott a HDL gyengiilt antioxidans kapacitasaval [14,66].

A HDL szerkezetében bekovetkezd valtozasok a részecskék antiaterogén funkcidinak
valtozd mértékli deficitjéhez vezetnek, amit Aallatkisérletes modellekben ¢és human
betegcsoportokban is kimutattak (2. abra). Nativ és oxidalt HDL-t makrofagokbol szarmazé
habos sejtekkel inkubalva a nativ HDL jelentds koleszterin kidramlast hoz 1étre a sejtekbdl,
azonban az oxHDL efflux kapacitasa elmaradt a nativ HDL-ét6l [67]. Akut szepszisben
szenvedd betegeknél tobb mint 70%-kal csokkent koleszterin kidramlast észleltek, mely a
gyogyulast kovetden csaknem normalizaldédott [68]. Intravénasan alkalmazott endotoxin
hatasara human kisérletben influenzaszert tiinetek jelentkeztek CRP, és szérum illetve HDL-
hez kotott SAA szint emelkedés kiséretében, mikozben a HDL koleszterin kiaramlast kivalto
képessége a gyulladas elérehaladésaval parhuzamosan egyre csokkent [69]. Az SAA fokozott
termelddése szisztémas gyulladds hianyaban is szignifikansan csokkentette a RCT-ot [68].
Tobb kisérletben igazoltdk, hogy a lipid peroxidacionak kulcsszerepe van a koleszterin
kidramléds romlasaban [56,70]. Az enyhe oxidans hatasra 1étrejovo RCT csokkenésben inkabb
a HDL lipid komponenseinek oxidativ modosulésa jatszik szerepet [71]. Az er0sebb oxidacid
kapcsan kialakulé ApoA-I inaktivacié részben az ABCAL, részben a SR-B1 irdnti csdkkent
affinitdsban nyilvanul meg [70]. A RCT csokkenését RA-ben, SLE-ben, pszoriazisban,
periodontalis betegségekben, HIV infekcioban és szepszisben is kimutattak [72].

A HDL oxidacié mértéke korrelal a PON inaktivacidjaval. Eset-kontroll tanulméanyok

mellett prospektiv kohorsz vizsgalatban is igazoltak, hogy az alacsonyabb PON1 aktivitas a
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koronaria-betegség fliggetlen rizikofaktora [73]. Akut koronaria szindromaban szenvedd
a betegek HDL frakcidiban magasabb volt a LOOH ¢s gyulladasos index értéke, €s alacsonyabb
a PON1 aktivitas és a koleszterin efflux kapacitas [74]. A lipid oxidacios termékek emelkedett
szintje mellett észlelt csokkent PON1 enzimaktivitasrol szamos kiilonb6zo betegesoportban is
beszamoltak (pl. kronikus vesebetegség, COPD, pszoridzis, rozacea, Sjogren-szindroma, SLE,
RA stb.). Szarkoidozisban szenvedoknél a kisebb PONT1 aktivitas inverz asszociacidét mutatott
csokkent szintjét észlelték, csakugy mint az akut stroke miatt kezelt betegeknél [75,76].

Az oxidacié révén a HDL nemcsak elvesziti antioxidans tulajdonsagat, hanem az
oxLDL-hez hasonléan a makrofdgokra citotoxikus részecskévé valtozik, mely ndveli az
intracellularis ROS szintjét, ugyanakkor hozzajarul az antioxidans enzimek termelésének
csokkentéséhez, valamint leirtdk endotél sejt apoptozist indukald hatasat is [77]. A rézzel erdsen
oxidalt HDL hatésara jelentdsen csokken az eNOS expresszio, és igy a NO felszabadulas az
endotél sejtekben [57,77]. Az oxidalt HDL3-mal, illetve annak lipid komponensével tortént
stimuldcié csaknem teljesen megakadalyozza az endotél sejtekben a NO hatasara fellépé cGMP
felszabadulast, igy hozzajarul a NO-hoz kotott antiaterogén hatdsok gyengiiléséhez. Fokozza
tovabba a plazminogén aktivator inhibitor-1 expessziojat, mRNS-ének stabilitdsat ¢és
felszabadulasat az endotél sejtekben, s mivel az oxLDL-hez hasonldéan képes a vérlemezkék
aktivaciojara, ezért protrombotikus hatast [78,79]. Az oxHDL nem képes kivédeni az oxLDL
indukalt makrofag adhéziot, sét fokozza a monocitak kotddését az endotél réteghez [80]. A
végstadiumu vesebetegektl szarmazdé HDL-nek az LDL-indukélt monocita kemotaktikus
aktivitasra gyakorolt gatld hatdsa jelentdsen csokkent, és az egészséges kontrollal
Osszehasonlitva fokozta a makrofagok gyulladasos citokin (TNFa, IL-6, IL-1B) termelését,

melynek mértéke pozitivan korrelalt az urémias betegek SAA szintjével [81].
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2.5. A diszfunkcionalis HDL elofordulasa

A diszfunkciondlis HDL kialakuldsat mar j6 néhany akut vagy kronikus gyulladassal
jéaré allapotban kimutattdk. Képzddése szempontjabol donté fontossagl a gyulladdsos milid
jelenléte. Akut gyulladassal jar6 sebészeti beavatkozasok, illetve influenza virus infekcié soran
igazoltdk a piHDL el6fordulasat, mely a gyogyulds sordn visszanyerte antiaterogén
sajatossagait és nativ HDL-1¢ alakult vissza [82,83]. Kronikus gyulladassal jar6 korképek koziil
koszortér-betegségben, akut korondria szindromdban, 2-es tipusti cukorbetegségben,
metabolikus szindroméban, kronikus veseelégtelenségben, dializalt betegekben, SLE-ben, RA-
ben, szisztémas szklerozisban, Crohn-betegségben, szivtranszplantacion atesettek korében,
pulmonalis hipertonidban, valamint obstruktiv alvéasi apnoéban és akut stroke-ban is igazoltdk

jelenlétét [6,8,10,84-86].

2.6. A HDL szubpopulaciok jelentosége

A HDL részecskék méretiikben, felépitésiikben és funkciojukban heterogének (1. és 2.
tablazat). Osszetételilk részben genetikailag meghatrozott, de befolyasoljak a fennalld
gyulladasos folyamatok, a taplalkozés, dohdnyzas és egyéb kornyezeti tényezdk, valamint a
gyogyszerek is. Funkcidjukat a rajtuk taldlhaté apolipoproteinek, enzimek és egyéb fehérjék,
valamint a lipid komponensek mindsége és mennyisége szabja meg. Mivel a tobb, mint 80
ismert HDL-hez asszocialt fehérje koncentracioja tobbnyire alacsonyabb anndl, hogy minden
HDL részecskén eléfordulhasson, valdszinii, hogy jelenlétik egyes specifikus HDL
frakciokhoz kothetd. Ezt tamasztjak ald a kiilonb6zd lipoproteomikai vizsgalatok eredményei
is. Az ApoE, ApoC-I, ApoC-II és Apo C-III a nagyméretii HDL2 alosztalyon taldlhatd meg,
mig a PON1, PON3, PAF-AH antioxiddns enzimek, valamint az LCAT els6sorban a denz

HDL3, azon beliil is HDL3c részecskéken fordul el nagyobb aranyban [87,88]. Az egyes HDL
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szubpopulaciok lipidomja is eltér egymastol: a denzitas ndvekedésével parhuzamosan az egyes
frakciok koleszterin/koleszterin-észter és szfingomielin/foszfatidilkolin ardnya csdkken [89]. A
lipidek koziil a S1P kizardlag az ApoM tartalmu HDL3 részecskéken talalhatd meg [47].

Az eltérd felépitésit HDL frakciok az érelmeszesedés folyamatanak gatlasaban is mas
szerepet jatszanak. Mivel foként a denz HDL3 frakcidhoz kapcsoltan talalhatok az antioxidans
hatast enzimek ¢és lipidek, valamint e frakcionak a RCT-ban is alapvetd jelentdsége van, ezért
ez az alosztdly felelds az érelmeszesedést gatlo hatds talnyomo részéért. A HDL
szubpopulaciok antioxidans tulajdonsdganak Osszehasonlitdsa soran valamennyi gatolja az
LDL oxidacigjat, és ez a hatés a denzités fokozddasaval parhuzamosan nd az alabbi sorrendben:
HDL2b < HDL2a < HDL3a < HDL3b < HDL3c [88]. Ezzel 6sszhangban a kicsi denz HDL3
ellenallobb az oxidativ modosuldssal szemben, eredményesebben gatolja a VCAM-1

expressziot a vaszkularis endotél sejteken, és az oxLDL-lel szemben is jobban védi azokat, mint

crer

crer

vazokonstriktor és protrombotikus hatdsu tromboxan A2 termelését, addig a HDL2 gatolja azt,
ezért utobbi vazorelaxans hatasa a kifejezettebb [91]. Az apoE tartalmu HDL2 trombocita
aggregaciot gatlo hatisa jelentdsebb, azonban a szdveti faktor utvonal gatlo specialisan a
HDL3-hoz kotddik, s igy annak antikoaguldns tulajdonsaga hangstlyosabb [92].

Az egyes korképekben a HDL mennyiségében és funkcidjaban bekdvetkezod valtozadsok nem
feltétleniil aranyosan érintik az egyes HDL frakcidkat. Obez és normal testsulyu nék HDL-
jeinek Osszehasonlitasa soran az obezeknél szignifikansan kevesebb volt a nagy és tobb a
kozepes HDL aranya, mig kis HDL szintjiikben nem volt eltérés [93]. Alacsony és normal

cre

antioxidans aktivitdsdnak Osszehasonlitdsa soran az alacsony HDL szinttel rendelkezd
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populdcidban a HDL2 koncentracidja szdmottevéen alacsonyabb volt a kontrollénal. A HDL
pozitiv Osszefiiggést mutatott a HDL2 részecske tomeggel és mérettel [90]. Metabolikus
szindroméaban szenvedd alanyok HDL3c részecskéinek endotél sejtekre gyakorolt
antiapoptotikus aktivitasa 35%-kal elmaradt az egészséges kontrollokétol, melynek hatterében
e részecskék magjanak megvaltozott sszetétele, emelkedett triglicerid és csokkent koleszterin-

¢észter tartalma igazolddott [94].

2.7. SLE, érelmeszesedés és diszfunkcionalis HDL

Az autoimmun korképek egy olyan betegségcsoportot képviselnek, mely {6 jellemzdje,
hogy az immunrendszer sajat antigénjeivel szemben indit tdmadast. Az immunreakcioban
résztvevd autoreaktiv T- és B-sejtek granulocita és makrofag aktivaciot valtanak ki, valamint
citokineket, citotoxikus mediatorokat és autoantitesteket termelnek. Ezek hataséra lokalis vagy
szisztémas gyulladas 1ép fel, mely szovet- illetve szervkarosoddshoz vezet. A szisztémads
autoimmun betegségek lefolydsa soran aktiv, a gyulladas tiineteinek fellangolaséaval jellemzett,
és jelentds gyulladésra utald panasz nélkiili, nyugalmi periodusok valtakoznak. A szisztémas
lupus erythematosus egyike a leggyakoribb autoimmun megbetegedéseknek (70/100000 f6).
Kialakuldsaban genetikus ¢és kornyezeti tényezok egyardnt szerepet jatszanak, melyek
véltozatos tlinetek megjelenéséhez vezetnek. A leggyakrabban eléforduld altalanos,
mozgésszervi ¢és bortlinetek, valamint hematologiai eltérések mellett gyakori a
neuropszichiatriai-, 1égzdszervi,- kardialis-, emésztérendszeri- €s veseérintettség is. A
betegségre jellemz6 a nagyszamu autoantitest jelenléte. Diagnosztikus jelentdségli a betegek
tobb mint 95%-dban megtaldlhatd antinukleéaris antitest (ANA), azonban jelenléte nem
specifikus SLE-re. Az anti-Sm fajlagos a lupusra, mig az anti-dsDNS el6forduldsa a betegség

aktivitasanak jelzdje. Tovabbi gyakran kimutathatd antitestek az antifoszfolipid antitestek
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(antikardiolipin — anti-CL, lupus antikoagulans- LA), antineutrofil citoplazmatikus antitest
(ANCA), reumatoid faktor (RF), anti-SSA, anti-SSB, anti-UIRNP, de el6fordulhatnak
vorosvértest, fehérvérsejt, trombocita és endotél, sot oxLDL, HDL és ApoA-I elleni antitestek
is. A betegeknél a jellegzetes poliklondlis immunglobulin szaporulat mellett magasabb
immunkomplex (IC) szint, alacsony C3 és C4 komplement szint és komplement aktivits
igazolhatd. Az aktiv periddusokban egyéb altalanos gyulladast jelzd eltérések, igy gyorsult
vorosvértest-siillyedés (We), emelkedett CRP, és a gyulladasos citokinek megnovekedett
koncentracidja is észlelhetd. Az elmult évtizedekben a betegek életkilatdsai az
immunszuppressziv gyogyszereknek koszonhetéen dramaian javultak. Jelenleg az 5 éves
tulélés 95%, ebben a periddusban a betegségaktivitds szovodményei (veseelégtelenség,
hematolégiai vagy kozponti idegrendszeri szovédmény) szerepelnek halalokként. Ot év
elteltével a sziv-érrendszeri betegségek okozta mortalitds (AMI, stroke) keril elétérbe, a
betegek 10 éves tulélése 85% [95].

SLE-ben a kardiovaszkularis morbiditds ¢és mortalitds jelentésen meghaladja az
atlagnépességét, annak 6-9-szerese. Korcsoportonkénti bontdsban vizsgdlva azonban a
kockazat joval nagyobb is lehet, a 35-44 éves ndk szdmara a betegség fennalldsa 52-szeres
miokardialis infarktus rizikot jelent [96]. A betegek érelmeszesedésének folyamata felgyorsult,
melyet a megndvekedett carotis intima-media vastagsag (cIMT), carotis plakkok jelenléte,
endotél diszfunkcio, és az artéria brachialis megromlott aramlasfiiggd dilatacioja (FMD) jelez
[97]. A plakk képzoédés folyamatdban a hagyomanyos kardiovaszkularis rizikofaktorok
gyakoribb el6forduldsanak és betegség-specifikus tényezdknek a szerepét egyarant felvetették
[96]. A tradicionalis kockézati tényezdk kozé tartozo lipid eltérések megjelenési formaja SLE-
ben igen sokszinli. Egyes tanulmdnyok a betegek lipo-proteinjeinek jellegzetes ,,lupus
mintazatarol” szamolnak be, amit magasabb TG ¢s VLDL, valamint csokkent HDL-C szint

jellemez, s az eltérések altalaban a betegség aktiv fazisaban lépnek fel [98-100]. Masok az SLE

27



alacsony betegségaktivitassal jard szakaszaiban emelkedett LDL, TG és 6ssz-koleszterin (TC)
koncentréaciot tapasztaltak [98,101]. A magasvérnyomas eléfordulasa szintén nagyobb aranyt
a betegek korében, mely részben a kortikoszteroid haszndlat, részben a lupusz nefritisz
kovetkezménye [96,100]. A betegek tobbsége relative fiatal nd, akiknél a dohanyzas
eléfordulasa az egészségesekéhez hasonlod, mig az elhizés és az inzulin rezisztencia gyakoribb.

A gyulladas az SLE-nek és az érelmeszesedésnek egyarant kulcsfontossagu tényezdje.
Az autoimmun korképeket az ateroszklerézishoz hasonléan a Th1/Th2 limfocita egyensuly Thl
iranyba valo eltoloddsa jellemzi, melyet makrofag aktivacio és gyulladdsos citokinek
felszabadulésa kisér. Szisztémdés gyulladds esetén a keringésben jelen levd gyulladdsos
mediatorok az érfalban is gyulladast provokalhatnak, mely az érelmeszesedés ,,low grade
inflammation”’elméletével Osszhangban hozzajarulhat a betegekben észlelt akceleralt
ateroszklerdzis kialakulasahoz. Az akut fazis fehérjék koziil a CRP, SAA ndvekedett szintjét és
magasabb We ¢értékeket irtak le SLE-s betegekben, valamint emelkedett MCP-1 és IL-6
koncentraciokat, melyek pozitiv korrelacioban alltak a koronaria meszesedés mértékével
[102,103]. A CRP szerepe az aterogenezisben sokrétli, tobbek kozott aktivalja a vaszkularis
endotélt, sejtadhézios molekulak és a MCP-1 fokozott expresszidjat valtva ki, valamint eldsegiti
a makrofdgok ¢és habos sejtek proinflammatorikus citokinjeinek (IL-6, TNF-o, IL-18)
felszabadulasat [104]. Az IL-6 amellett, hogy a mé4j CRP termelésének {6 stimulusa, a
fibroblasztokra proliferativ hatasu, valamint fokozza a fibrinogén és egyéb véralvadasi faktorok
termelddését is [96]. Az SAA SLE-ben érzékenyebb markere a gyulladasnak, mint a CRP.
HDL-hez kotddve funkcionalis deficittel jaro szerkezeti valtozast idéz eld, mely a vaszkularis
simaizomsejtek MCP-1 termelésének csokkent gatlasdban nyilvanul meg [105]. A HDL
antioxidans védelme is sérill, a szérum Ossz-antioxidans kapacitdsa mellett f6 antioxidans
enzimének, a PON1-nek az aktivitdsat tobb vizsgalatban is alacsonyabbnak talaltdk az SLE-s

betegekben, mint egészséges tarsaikban, és az enzim aktivitdsa negativan korrelalt a betegek a-
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HDL és a-ApoA-I auto-antitestjeinek szintjével. [106,107]. Az emlitett autoantitesteket in vitro
human HDL-lel inkubalva igazoltdk azok PON aktivitast gatlo hatasat [108].

McMahon M. és mtsai sejtmentes esszével vizsgaltak a betegek HDL-ének antioxidans
tulajdonsagat. Arrdl szamoltak be, hogy az altaluk vizsgélt SLE-sek csaknem felének volt
piHDL-e, melynek az eléforduldsi gyakorisaga 86,7%-ra nétt azoknak a korében, akiknél
carotis plakk is kimutathato volt. A betegekben a piHDL prevalencidja a carotis plakk ¢és a
[10,11]. A HDL megvaltozott antiaterogén hatdsanak hatterében felmeriilt a szubpopulaciok
aranyanak valtozasa, illetve egyes frakciok fokozott érintettségének lehetdsége is. Mostanaig
azonban csak néhany tanulmany vizsgalta a HDL alosztalyok eloszlasat SLE-ben, és a kapott
eredmények ellentmondésosak. Hua X. és mtsai SLE-s betegek HDL alosztélyait vizsgalva ugy
talaltak, hogy tekintet nélkiil a betegek kardiovaszkularis anamnézisére a kis HDL szubfrakciok
(sHDL) mennyisége kevesebb volt az SLE-s betegekben, mint egészséges tarsaikban [109].
Ezzel ellentétben egy 69 SLE-s beteget tartalmaz6 kohorszban a sHDL részecskék pozitiv
korrelacidban alltak a cIMT, C3, C4 és CH50 komplement szintekkel [110].

A fentiek jol illusztraljak, hogy bar j6 néhany tanulmany foglalkozott méar az SLE-ben
tapasztalhatd felgyorsult érelmeszesedés hatterének vizsgélataval, a fennallo gyulladas és a
HDL mindségi valtozasanak, azaz a diszfunkciondlis HDL-nek és az esetleges szerkezeti és

szubpopulacids valtozasoknak az egylittes szerepét még nem sikeriilt tisztazni a folyamatban.

2.8. A HDL antioxidans tulajdonsaganak vizsgalata

A HDL antioxidans kapacitdsdnak meghatdrozéasara alkalmazott tesztek kozos
jellemzdje, hogy valamely prooxidans alkalmazaséval oxidaljdk az LDL-t, 6sszehasonlitjak a
reakcid sordn LDL jelenlétében kapott eredményeket a HDL-t is tartalmazo reakcideleggyel

nyert adatokkal, és ezek kiilonbségével jellemzik a HDL antioxidans hatdsat. A vizsgélati

29



modszerek azonban igen heterogének abban a tekintetben, hogy sejtes vagy sejtmentes esszét
hasznalnak, milyen moédszerrel kiilonitik el a vizsgalt HDL-t, milyen tipusi és erdsségii
oxidanst alkalmaznak, milyen anyag mennyiségét kovetik a reakcid soran, valamint hogy
kinetikus vagy végpontos mérést végeznek-e. A mérési technikdban mutatkozo kiilonbségek a
veliik nyert eredmények kisebb, vagy éppen szélsdséges kiilonbségeihez vezethetnek.

Kezdetben a HDL antioxidans kapacitdsanak meghatarozasara sejtes rendszerekben
kertilt sor, azonban a sejtekkel valé munka idéigényes, bonyolult volta miatt ez a modszer nem
volt alkalmas nagyszamu minta egyidejii feldolgozasara. Els6ként Navab M. és mtsai dolgoztak
ki sejtmentes esszét a HDL LDL oxidaciot gatld hatasanak meghatarozasara, mellyel szamos
minta relative gyors elemzésére nyilt lehetdség [8]. Sejtmentes modszeriikben a levegdn
oxidalodo LDL véltja ki a diklorofluoreszcein-diacetat (DCF-DA) atalakulasat fluoreszcens
formaba, amely mennyisége 485 nm-es excitacios €s 530 nm-es emisszios hullimhossz mellett
mérhetd. Proinflammatorikus HDL-t észleltek akkor, ha az oxidacido soran keletkezo
fluoreszcens szignal nagyobb volt a HDL és LDL egyiittes jelenlétében, mint az LDL-¢
onmagéaban. A tovabbi gyakran alkalmazott mddszerek koziil a tiobarbitursav reaktiv anyag
(TBARS) teszt az LDL oxidaci6 soran keletkezé lipid peroxidok ¢és malondialdehid
mennyiségét méri 535 nm-en végpontos méréssel, mig a konjugalt dién teszt soran kinetikus
méréssel 234 nm-en kovetik a keletkezd diének mennyiségét.

A reakcidkban alkalmazott HDL szepardlasara gold standardnak tekintett modszer a
stiriség-gradiens ultracentrifugalds, mivel ez tokéletesen elkiiloniti azt a tobbi proteintdl,
azonban a kivitelezése eszkdz, munka ¢és iddigényes [111]. Ez vezethetett egyéb elvalasztasi
modszerek (FPLC, gélelektroforézis) alkalmazdsdhoz, melyek azonban ebben a vizsgalat
tipusban a mindennapi gyakorlatban nem terjedtek el [6,88]. Navab M. illetve McMahon M. és
mtsai a HDL eléallitadsdhoz dextran-szulfat tartalmu kicsapot hasznaltak, mely precipitalja az

ApoB tartalmu lipoproteineket (VLDL, IDL, LDL), azonban nincs szadmottevd hatassal a tobbi

30



fehérjére. Kritikaként meriilhet fel, hogy a minta, melyet a tanulmanyokban HDL-nek
neveznek, igy valojaban ApoB mentes vérplazma, mely ennek megfeleléen szamos mas
fehérjét (foként albumint) és gyulladdsos mediatort is tartalmaz, s ezek jelenléte modosithatja
a kisérleti eredményeket [6,8,88,112]. Lényeges tovabba a reakcidelegyben alkalmazott HDL-
C:LDL-C koncentracidk aranya, mely fiziologias koriilmények kozott tobbnyire 1:1 és 1:7
kozott valtozik, azonban a kiillonbozd kisérletekben a legvaltozatosabb HDL ¢és LDL
koncentraciokkal lehet talalkozni, melyeket hol koleszterin, hol fehérje, hol részecske tartamra
vonatkoztatnak, tovabb rontva az eredmények 0sszevethetdségét.

Eltérés mutatkozik az egyes munkacsoportok kozott az alkalmazott prooxidans
tipusaban is: hasznéltak oxidalt lipideket, AAPH-t, katalitikusan aktiv fémionokat (Cu®"), az
és levegd elegyében [6,8,88]. A fenti oxidansok koziil a nagyobb mintaszamu vizsgalatokban
leggyakrabban az AAPH-t, a rezetilletve az LDL keverését alkalmaztak. A katalitikusan aktiv
réz jelenlétét bar igazoltdk mar ateromatozus plakkokban, mégsem tisztazott szerepe az LDL
oxidaciojaban [27]. Az AAPH egy vizoldékony azo-vegyiilet, mely kozvetleniil general peroxil
gyokoket, hossza féléletideje miatt szabadgyok termelése tartdsan azonos ilitemd, ezért gyakran
hasznaljak kiilonboz6 oxidacids modellekben, azonban nem fordul elé a szubendotelialis
kornyezetben, igy nincs szerepe az in vivo LDL oxidacidban [113]. Az LDL keveréssel vagy
sejtes inkubacidval torténd oxidalasanak standardizaldsa pedig nem megoldott, ¢és igy eleve
oxidalt LDL-t visziink be a rendszerbe. Az alkalmazott prooxidans tipusdban,
vizsgalt HDL-eknek nem egyforma oxidativ kihivassal szemben kell helytallnia, ami nagyon
ellentmondasos kutatdsi eredményeket eredményezhet. Erds oxidans hatas mellett a HDL nem
tudja kivédeni az LDL oxidacigjat, sot lipidtartalma miatt inkabb fokozza azt [88]. Ez lehet a

magyarazata, hogy rézzel oxidalt HDL antioxidans hatdsat értékelve akadt olyan kutatocsoport,
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mely a vizsgalt HDL mintdkat egyontetiien az LDL oxidacigjat fokozo, prooxidans hatdsunak
talalta [114]. Hasonléan ellentmondédsos eredmények sziilettek két fluoreszcens esszé
Osszehasonlitasa kapcsan. A DCF esszét alkalmazé fiiggetlen kutatocsoport koronariabetegek,
magas SAA, MPO, illetve TG szintli betegek és egészséges kontrollok csoportjaiban végzett
méréseket, azonban piHDL-t egyik csoportban sem tudtak kimutatni, s6t a magas MPO szinttel
rendelkezdk HDL antioxidans kapacitdsa nem kiilonbozott a kontrollétol, mig a magas SAA
szintli csoporté szignifikdnsan meghaladta azt [115].

Az LDL oxidaci6o folyamatanak monitorozasa tobbnyire a keletkezd lipid oxidacids
termékek (konjugalt dién, LOOH, TBARS) mennyiségének kdvetése révén valosul meg, mig a
DCF modszernél az oxidacid soran generalt fluoreszcens szignalt mérik. A mérés modja lehet
kinetikus vagy végpontos. Kinetikus mérés, példaul a konjugélt dién mérés esetében, az adott
anyag (pl. konjugalt dién) abszorbancidjanak rovid iddintervallumonként torténd
meghatarozasaval az oxidacio soran folyamatosan monitorozzuk annak mennyiségét. A reakcid
sordn lehet6ség van a maximalis reakciosebesség eléréséhez sziikséges id0 megallapitasara,
mely jol jellemzi az LDL illetve a HDL oxidativ rezisztenciajat, ugyanakkor a keletkezett lipid
oxidaciés termékek mennyisége is meghatdrozhatd. A végpontos mérések (pl. TBARS,
sejtmentes essz¢€) esetében ugyanez a reakcio zajlik le, azonban mérés csak egy (vagy tobb)
tetszOlegesen megvalasztott iddpontban torténik, mellyel az adott idépontban jelen 1évo
oxidacios termékek mennyisége allapithaté meg. A végpontos mérés elvégzésének iddpontja
végletesen befolyasolhatja az eredményeket — tl koran vagy tul késén mérve nem feltétleniil
talalunk kiilonbséget a mintak oxidativ rezisztencidjaban.

A fenti metodikai problémék miatt sziikség lenne a HDL antioxidans kapacitas pontos,
megbizhatd, jol reprodukalhat6 és viszonylag konnyen kivitelezheté meghatarozéasara, mely a

jelenlegi ismeretek szerint legjobban reprezentéalja az in vivo LDL-HDL interakciot.
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3. CELKITUZESEK

A HDL antioxidans kapacitdsanak vizsgdlatara olyan modszer kidolgozasa, mely a
korabban alkalmazott tesztekkel 6sszehasonlitva jobban megkdzeliti az in vivo LDL-HDL

kolesonhatast.

Az altalunk kidolgozott modszerrel - a hem-indukalt LDL-oxidacié mddszerével - végzett
HDL antioxidans kapacitds mérés standardizalasa az érvényes laboratoriumi guideline-ok

alapjan.

Egészséges személyek HDL-jeinek, illetve azok szubfrakcidinak antioxiddns kapacitas
vizsgalata, ¢és a kapott eredmények Osszevetése korabbi, mas tesztekkel nyert

eredményekkel.

SLE-s betegek ¢és egészséges kontrolljaik lipidprofiljanak, HDL antioxidans kapacitasanak,
a HDL alosztalyok mennyiségének és aranyanak meghatirozasdval a HDL mindség

jellemezése, és a csoportok eredményeinek dsszehasonlitasa.

Az SLE-s betegekben fennall6 szisztémas gyulladas vizsgalata a gyulladasos markerek és

betegségaktivitasi index meghatarozasa révén.

A gyulladasos markerek és a megvaltozott lipidprofil kozotti kapcsolatok elemzésével a
szisztémas gyulladas okozta oxidativ stressz lipid metabolizmusra gyakorolt hatdsdnak

jellemezése.
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4. BETEGEK ES MODSZEREK

4.1. Betegek

Az els6 vizsgélatban 53 fiatal (1944 év) egészséges Onkéntes vett részt, akiknél
veseelégtelenség, majbetegség, kardiovaszkularis megbetegedés valamint diszlipidémia nem
allt fenn.

A masodik tanulmanyba a Debreceni Egyetem Belgyodgyaszati Intézetének
Immunolégia Tanszékén kezelt 51 SLE-s beteget, valamint az egészségligyi dolgozok és helyi
lakosok koziil 49 egészséges kontrollt valasztottunk be. Valamennyi beteg teljesitette az SLE
diagnosztikus kritériumait, azaz legalabb 4 jelen volt az Amerikai Reumatologus Kollégium
(ACR) altal 1997-ben feliilvizsgalt diagnosztikai kritériumok koziil [116]. A vizsgalatban valo
részvétel szempontjabol kizard kritériumnak szamitott a veseelégtelenség (GFR<60
ml/perc/1,73 m?) és a cukorbetegség fennallasa, tovabba a statinok szedése, mivel ezek
modositjadk a HDL antioxiddns funkciojat [8,117]. A betegeket és kontrollokat korban, nemben
¢s dohdnyzasi szokasok tekintetében is illesztettiik, mert ezek a tényezOk szintén hatassal
vannak a lipid profilra és a HDL antioxidéans kapacitasara [118].

A tanulmény résztvevdinek klinikai adatai koziil a kovetkezdket rogzitettiik: életkor,
nem, dohdnyzas, statin szedés, hipertonia (vérnyomas >140/90 Hgmm vagy antihipertenziv
gyogyszerek hasznalata), cukorbetegség (€homi vércukorszint >7 mmol/l vagy posztprandialis
vércukorszint >11,1 mmol/l vagy antidiabetikumok alkalmazdsa), korabbi cerebrovaszkularis
(TIA, stroke) vagy kardiovaszkularis (AMI, angina pectoris) megbetegedés. Az SLE-s betegek
betegség-aktivitasat a Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)
alapjan értékeltilk [119], tovabba informécidkat gyijtottiink betegségtartamukra, SLE-s
tiineteikre és az alkalmazott kezelésre vonatkozdan is.

Mindkét tanulmany résztvevOéi a tervezett vizsgdlatokra vonatkozdan részletes
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tajékoztatast kaptak, ezt kovetden részvételi szandékukat beleegyezd nyilatkozat aldirasaval
rogzitették. A tanulmanyokat a DE OEC Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga

(3294-2010) illetve az ETT-TUKEB (45163/2012/EKU) engedélyezte.

4.2. Rutin laboratoriumi vizsgalatok

A vizsgalatok résztvevoitdl 12 oras éhezést kovetden vénds vérvétel tortént, a vérmintat
ezutan 3500 g-n 4°C-on 10 percig centrifugdltunk. A rutin laboratériumi paramétereket,
beleértve a vérképet, vércukor szintet, vese ¢s majfunkcids teszteket a Debreceni Egyetem
Laboratoriumi Medicina Intézetében friss szérumbol Cobas c¢501 analizatorral (Roche Ltd,
Mannheim, Germany) mérték. A hsCRP, ApoA-I, ApoB ¢és lipoprotein (a) (Lp(a))
koncentraciokat Tina-quant reagenssel immunturbidimetrids tesztekkel vizsgaltdk. Az Ossz-
koleszterin (TC), TG, HDL-C és LDL-C szinteket enzimatikus kolorimetrias tesztekkel mérték
(Modular P-800 Analyzer, Roche/Hitachi). Az SLE és az antifoszfolipid szindroma jellemzd
autoantitestjeit (anti-dsDNA, anti-Sm, anti-SSA, anti-SSB; anti-CL (IgA, IgG és IgM), anti-32-
glikoproteinl (anti-B2GPI: IgA, IgG, IgM)), immunglobulin (IgA, IgG, IgM), komplement (C3,
C4) és immunkomplex koncentracidikat kereskedelmi forgalomban kaphaté enzim-kotott
immunoszorbens probakkal vizsgaltak (ELISA). A maradék szérumot kis adagokban -70°C-on
fagyasztottuk ¢és taroltuk a HDL szubfrakciok, PONI1 aktivitdas, HDL antioxidans kapacitas
mérésekig és ELISA tesztekig. A citokinek, akut fazis fehérjék és oxLDL vizsgalatat
kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitekkel (IL-6: R&D Systems Inc., Minneapolis,
USA; SAA: Antigenix America Inc., NY, US; MCP-1: R&D systems Inc., Minneapolis, USA;

oxLDL: Biomedica, Wien, Austria) végeztiik a gyart6 utasitasai szerint.
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4.3. Specialis laboratoriumi vizsgalatok
4.3.1. LDL szeparalas

Az LDL-t siirliség-gradiens ultracentrifugalasi modszerrel kiilonitettiik el [120]. 4
egészséges onkéntestdl vett EDTA—val antikoagulalt vénas vért 10 percig centrifugéaltunk (2000
g, 4 °C), majd eltavolitottuk a plazmat, és annak denzitisat KBr (Sigma Life Science)
hozzaadasaval 1210 g/l-re éllitottuk be. Ebbdl az oldatbol 11,5 ml-t toltottiink 40 ml-es Quick-
Seal Ultra-Clear csovekbe (Beckman Coulter), melyre fiziologids sooldatot rétegezve két
rétegbdl allo gradiens jott 1étre. A csoveket 4 °C-on 120 percen 4t 50000-es fordulatszammal
(227 220g) ultracentrifugaltuk egy 50.2 Ti rogzitett szogli rotorral (Beckman Coulter Optimal
LE-80K) az LDL izolalasa céljabol, mely a folyamat végén sarga savként jelent meg a csében.
Az ultracentrifugalas befejezését kdvetden a csovek aljaba tlit vezettliink, melyen keresztiil
telitett KBr oldatot jutattunk be 200 ml/6ra sebességgel, s kozben a tetejliikhoz illesztett
kifolyocsovon keresztiil a stirliség-gradienst frakcionaltuk, az LDL frakcidkat (1006-1063 g/1)
Osszegytjtottiik és a kiillonbozd személyektdl szarmazé LDL mintdkat elegyitettiik. Az igy
nyert LDL tisztasagat elektroforézissel igazoltuk (Hydragel7 lipoprotein, Sebia),
enzimatikus teszt (Cholesterol ADPS, Diagnosticum Ltd.) segitségével hataroztuk meg. Az
LDL-t fiziologias sooldattal tortént higitast kovetden kis adagokban lefagyasztottuk, -70 °C-on
taroltuk, és csak kozvetleniil a HDL antioxiddns kapacitds mérés eldtt olvasztottuk Kki.

Valamennyi mérésnél ugyanazt az LDL elegyet hasznaltuk.

4.3.2. HDL szeparalas
A vizsgalt személyek vénas vérmintdjat 10 percig centrifugéaltunk 4 °C-on 2000 g
fordulatszdmmal, majd eltavolitottuk a szérumot és annak denzitasat KBr (Sigma Life Science)

hozzédadasaval 1340 g/l-re allitottuk be. A 13,5 ml-es Quick-Seal Ultra-Clear ultracentrifuga
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csovekbe (Beckman Coulter) harom rétegii gradienst készitettiink: a legalso réteg 3,5 ml 1340
g/l denzitdsu KBr-os szérum, a kozépso és felsd réteg 5-5 ml 1240 g/l, illetve 1060 g/1 stiriségli
KBr oldat. A lezart csdveket 4 °C-on 70000-es fordulatszammal (336140 g) centrifugaltuk 4
oran keresztiil egy 70.1 Ti rogzitett szogii rotorral (Beckman Coulter Optimal LE-80K). Az
ultracentrifugalast kovetden a slirliség-gradienst frakcionként gyiijtottiik az ultracentrifugacsd
tetejéhez rogzitett kifolyocsovon at, mikdzben a csé aljaba szurt tiin keresztiil telitett KBr
oldatot jutattunk be 100 ml/6ra sebességgel. A stirliség-gradiens legfelsé, VLDL-t és LDL-t
tartalmazod 3 ml-ét eldobtuk, majd a HDL-t tartalmazé kovetkezd 4 ml-t (1063-1210 g/L)
gyljtottiik. Az elsé tanulményban 8 egészséges résztvevd HDL-jét egymast kovetd 0,5 ml-es
frakciokban gytijtottiik és a begyiijtés sorrendjében szamoztuk (a legkisebb stirtiségii lett az 1.
frakcio, a legnagyobb pedig a 8.). Ezeket a HDL frakcidkat hasznéltuk a HDL antioxidans
kapacitas modszerének jellemzése, és az eltérd stirliségli HDL frakciok vizsgélata soran. A
tobbi résztvevé HDL-jét nem frakcionként, hanem egészében gytijtottiik. A HDL tisztasagat
elektroforézissel (Hydragel7 lipoprotein, Sebia) igazoltuk. A HDL mintdk fehérje- ¢és
koleszterin tartalmat az LDL izolalas kapcsan kordbban mar ismertetett moédon hataroztuk meg.
Az els6 tanulmanyban a HDL antioxidéans kapacitas vizsgalatokat az ultracentrifugélast kovetd
24 o6rén beliil végeztiik, és addig a mintakat 4 °C-on tartottuk. A méasodik tanulméanyban a HDL-
t ultracentrifugélast kdvetden kisebb adagokban lefagyasztottuk, -70 °C-on taroltuk, és csak

kozvetleniil a HDL antioxidans kapacitas mérés eldtt olvasztottuk ki.

4.3.3. HDL antioxidans kapacitas vizsgalat

A HDL LDL oxidaciét gatld hatasat a hem indukalt LDL oxidacié soran vizsgaltuk oly
moédon, hogy meghatdroztuk Onmagaban az LDL-nek az oxiddcidja sordan a maximalis
reakciosebesség  eléréséhez sziikséges 1d6t a propagéacios fazisban (ATvmax) €s

Osszehasonlitottuk a HDL jelenlétében mért értékkel. Az elsé reakcidelegy 6 mmol/l
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kisérletek soran a jelentdsen kiilonboz6 antioxidans kapacitasu HDL-ek vizsgéalatahoz az 1:10
HDL:LDL koleszterin koncentraci6é ardny bizonyult optimalisnak. A reakcidelegyet egy 96-
lyukt sima alju plate-re mértiink be, melyet ezt kovetden 15 percig 37 °C fokon inkubaltuk. Az
a hem gylirii felhasitasa €s az oxidativ hatasu vas kiszabaditdsa révén katalizalja a reakciot. A
fenti végkoncentraciokat az sszesen 200 pl térfogatl reakcioelegy tartalmazta.

Az LDL oxidacio folyamatit a hem degradacido kovetése révén monitoroztuk: egy
multimodalis microplate olvasdval (Beckman Coulter DTX 880 Multimode 108 Detector) 405
nm-en 5 6ran keresztiil 3 percenként végeztiik spektrofotometrias méréseket. A reakcio kezdeti,
inicidcios szakaszdban még alig oxidalodik az LDL, ezért a hem mennyisége lassan csokken,
majd a propagacids szakban a nagyfoku oxidacié jelentés hem bomlast eredményez, amit az
abszorbancia jelentés csokkenése kisér. Végiil a termindlis fazisban nincs mar lényeges
abszorbancia valtozas, mert a rendelkezésre 4ll6 hem mar elfogyott. A hem bomlas maximalis
reakciosebességének eléréséhez sziikséges 1dot (ATvmax) a Multimode Analysis Software
(Beckman Coulter) szamolta ki. A HDL antioxidans kapacitast a HDL jelenlétében és
hidnydban mért ATvmax értékek szézalé¢kos aranyaval jellemeztiik: 100%-nak tekintettiik az
LDL oxidacidjanak ATvmax értékét, és ehhez képest adtuk meg hany % az oxidacid ATvmax
érteke az LDL és a vizsgalt HDL minta egyiittes jelenlétében. Az egységnyi HDL koleszterin
antioxidans hatéasat jellemzd értéket specifikus HDL antioxidans kapacitasnak neveztiik el. Az
0ssz-HDL antioxidans kapacitast a szérum HDL koncentracio és a specifikus HDL antioxidans
kapacitas szorzataként szamoltuk ki.

Eloszor 8 egészséges személy fokozatosan ndvekvd striiségii, 0,5 ml-es HDL-
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frakcioinak antioxidans kapacitasat hasonlitottuk 6ssze, valamint 41 egészséges onkéntes HDL-
jének antioxidans kapacitasat mértiik meg. A masodik tanulmanyban 51 SLE-s beteg és 49

egészséges kontroll HDL antioxidans kapacitasat teszteltiik.

4.3.4. A modszer optimalizaldsa és standardizaldsa

Tesztiink optimalizalasa céljabol vizsgéltuk eltéré hem (3—9 pumol/l) és hidrogén-
peroxid (50-125 pumol/l) koncentraciok hatasat a ATvmax és a HDL antioxidans kapacitas
értékére. Valamennyi mérésnél ugyanazt a hat HDL mintdt hasznaltuk, a teszteket
duplikdtumban végeztiik. A modszer pontossagat a Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 148 Wayne, PA) EP5-A2 guideline-ja alapjan ellendriztiik, ugyanazon két HDL mintat
duplikatumban 20 napon keresztiil teszteltlink.

Az eredmények linearitasat egyazon HDL minta harom kiilonb6zd frakcidjanak hét
koncentracidja valtozatlan maradt (570 pmol/l) a reakcidelegyben. A HDL koncentraciokat
(40,689; 47,475; 56,98; 71,225; 94,975; 142,45; 284,9 umol/l HDL-C) tgy valasztottuk meg,
hogy a HDL:LDL koleszterin arany lehetséges fiziologias aranyokat reprezentaljon: 1:14, 1:12,
1:10, 1:8, 1:6, 1:4, 1:2.

A modszerek 6sszehasonlitasa soran a tesztiinkkel nyert eredményeket a konjugalt dién
képzddés monitorozasaval kapott értékekkel vetettiik 6ssze [117]. A hem indukalt LDL
oxidacié soran 30 HDL mintat vizsgaltunk, a hem bomlast ¢és a konjugalt dién képzddést 405
nm-en és 234 nm-en végzett szimultan mérésekkel kovettik. 4 konjugalt dien képzodes
modszerével az LDL oxidacido kovetése a lipid peroxidacio kozti termékeit reprezentald
konjugalt diének mennyiségének folyamatos mérése révén torténik. Abszorpcidjuk 234 nm-en
spektrofotometrids modszerrel detektalhato a reakcido harom egymast kovetd fazisa sordn: az

iniciacids fazisban még kevés dién képzddik, ezért az abszorpcid alig valtozik; a propagécios
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fazisban a diének mennyiségének és ezaltal abszorpcidjuknak gyors novekedése figyelhetd
meg; mig a terminalis fazisban a diének lassan lebomlanak, melyet lassu abszorpcio csokkenés
jelez. A HDL hem indukalt LDL oxidaciot gatld hatasa a reakcid propagacids fazisaban a
konjugalt dién képzddés ATvmax —nak meghatirozdsa révén vizsgalhaté. Az alkalmazott
reakcioelegy Osszetétele és az Osszemérés menete azonos a HDL antioxidans kapacitas
vizsgalatnal leirtakkal. Az abszorbancia méréseket 5 6ran keresztiil 3 percenként végeztiik, és
az eredmények alapjan a keletkezett konjugalt diének mennyiségét, illetve a ATvmax -0t a
Multimode Analysis Software (Beckman Coulter) kalkulalta. A HDL antioxidans kapacitast a
HDL jelenlétében és hidnyaban mért ATvmax értékek szazalékban kifejezett aranyaval

jellemeztiik.

4.3.5. HDL alosztalyok meghatdrozasa

A HDL alosztalyokat egy poliakrilamid gélelekrtoforézisen alapuldé modszerrel, a
Lipoprint Rendszerrel (Quantimetrix Corp., CA, USA) azonositottuk, mely a gyarilag el6toltott
gélt tartalmazod csovek alkalmazasaval képes a HDL szubfrakciokat méretiik alapjan
elkiiloniteni a human szérumbdl. Ezzel a modszerrel 51 SLE-s beteg és 40 kontroll mintajat
analizaltuk. A meghatarozas sordn a HDL alcsoportok detektalasahoz gyarilag el6toltott
poliakrilamid gél tartalmi csdvekbe 25 pl szérum mintat és 300 pl lipofil festéket
(szudanfekete) is tartalmazo betdltd gél-oldatot mértiink be. A csdveket 30 percig
fotopolimerizaltuk, majd 11 szérummintat tartalmazo csdvet €s egy gyari mindségi kontrollt
elektroforézis kamraba helyeztiink, és allando, csovenként 3 mA aramerdsséggel 50 percen
keresztiil elektroforézist végeztiink. A lipid szubfrakciok savjait ArtixScan M1 digitalis
szkennerrel (Microtek International Inc., CA, USA) beszkenneltiikk, és mobilitasuk alapjan
azonositottuk. Kezdd referencia pontként a VLDL (Rf 0-0), végsé referencia pontként az

albumin (Rf 1-0) savja szolgalt. A LDL/VLDL és albumin csticsok kozott 10 HDL alosztalyt
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kiilonitettiink el, melyeket harom nagyobb osztalyba soroltunk: nagy (HDL1-HDL3), kdzepes
(HDL4- HDL7) és kis (HDL8-HDL10) HDL-ek csoportjaba. Az egyes HDL frakciok

........

savokhoz tartozo6 relativ gorbe alatti teriileteknek (AUC) a szorzataként szamitottuk ki.

4.3.6. A human paraoxondz-1 (PONI) enzimaktivitas és fenotipus eloszlds meghatarozadsa

A PONI1 paraoxonaz aktivitasat kinetikus, félig automatizalt modszerrel hataroztuk
meg, melyben paraoxont (O,0O-dieil-O-p-nitrofenilfoszfat, Sigma) hasznaltunk az enzim
szubsztratjaként, és a keletkez6 4-nitrofenol mennyiségét mikrotiter plate-en (Greiner Bio-one
GmbH, Germany) mértiik. 15 pl szérumot oldottunk 285 ul Tris-HCI pufferben (100 mmol/I,
pH=8.0), mely 2 mmol/l CaCl; -t és 5,5 mmol/l paraoxont tartalmazott. Az abszorbanciat 405
nm-en monitoroztuk 25 °C-on, 6 percig, percenként Beckman Coulter DTX880 Plate Reader
alkalmazédsadval, mely Multimode Detector-ral is rendelkezett. Az enzimaktivitas
kiszamitdsakor a 17600 M'cm™ molaris extinkcids koefficienst alkalmaztuk. A szérum
paraoxonaz aktivitasat U/l-ben fejeztiik ki, ahol 1 egységnyi aktivitds percenként 1 pmol
szubsztrat hidrolizisének felelt meg.

A PONI arilészteraz aktivitast 20 mM Tris-HCl-ban (pH=8,0) vizsgaltuk, mely 1 mM-
os fenilacetat szubsztratot (Sigma, Hungary) tartalmazott. A reakcidt a szérum hozzaadasaval
inditottuk el és az abszorbanciat 270 nm-en monitoroztuk. A fenilacetat spontan hidrolizisére
vakkal korrigdltunk. Az enzim aktivitist az 1310 M 'cm™ molaris extinkcids koefficiens
alkalmazasaval szamoltuk ki. Az arilészterdz aktivitast U/l-ben adtuk meg, 1 egységnyi
aktivitas percenként 1 pmol fenilacetat hidrolizisét jelentette.

A 192Q—R kodon genetikai polimorfizmusa alapjan két PON1 izotipus kiilonbozethetd
meg: az A alacsony és a B magas aktivitdssal. Az enzim fenotipus megoszlasat a kettds

szubsztrat modszerrel vizsgaltuk. Az 1 mol-os NaCl jelenlétében hidrolizalt paraoxonnak (so6-

41



stimuldlt PON1 aktivitas) a hidrolizalt fenilacetathoz viszonyitott ardnya alapjan az embereket
a harom lehetséges fenotipus (AA, AB, BB) egyikébe soroltuk. AA fenotipust allapitottunk

meg, ha a hdnyados < 3, AB fenotipust ha >3 és <7, BB fenotipust ha > 7.

4.4. Statisztikai analizis

A dichotém valtozokat a Pearson-féle Khi-négyzet illetve a Fisher-féle egzakt probaval
elemeztiik. Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk a folyamatos valtozok normalitasat.
Eredményeinkben a parametrikus adatok atlagat (+SD), mig a non-parametrikusak medianjat
(interquartile range [IQR]) tiintettiik fel. A folyamatos valtozok dsszehasonlitasat az adatok
normal eloszlasa esetén Student-féle t-probaval, nem normal eloszlasnal Mann-Whitney teszttel
végeztik, a kozottik fennallé kapcsolatokat elébbi esetben Pearson, utdobbiban Spearman
korreléacios koefficienssel jellemeztiik. Szignifikancia szintnek a p < 0,05 értéket valasztottuk.
A HDL antioxidans kapacitds modszerének linearitasat linedris regresszios analizissel, a hem
¢és a hidrogén peroxid koncentraci6 valtoztatasanak HDL antioxidans kapacitdsra gyakorolt
hatasat tobbszords regresszids analizissel vizsgaltuk. Szintén tobbszords regresszids analizist
(,,backward-stepwise ” mddszert) alkalmaztunk az 6ssz-HDL antioxidans kapacitast legjobban
befolyasold tényezdk meghatarozasanal. A két kiilonbozé mddszerrel nyert HDL antioxidans
kapacitas eredményeket Deming és Passing—Bablok regresszioval is dsszehasonlitottuk a
MedCalc Software -Version 12.2.1. (MedCalc Software) segitségével. A tobbi statisztikai

analizisnél Statistica -Version 8 (StatSoft Inc.) statisztikai programot hasznaltunk.
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5. EREDMENYEK

5.1. Modszerbeallitas
5.1.1. Optimalizalas

Tesztiink optimalizalasa sordn a reakcioelegyben alkalmazott kiilonb6zé hem és
hidrogén-peroxid koncentraciok hatasat vizsgaltuk a maximalis reakcidsebesség eléréséhez
sziikséges idOre (ATvmax) €s @ HDL mintdk (n=6) antioxidans kapacitasra. A prooxidans hem
a HDL antioxidans kapacitas értékeket (=-0,7082; p<0,0001) (3. tablazat). Bar a hidrogén-
peroxid koncentracid novelése (50 - 125 pmol/l) is rovidebb AT vyt eredményezett, mégsem
volt kihatassal a HDL antioxidans kapacitas értékekre (=0,0696; p=0,5464) (3. tablazat).
Ahhoz, hogy az antioxidans kapacitas mérés kinetikus gorbéjének alakja a HDL jelenlétében és
hianyaban egyarant a legmegfelel6bb legyen 5 umol/l bizonyult az optimalis hem, és 75 pmol/l

az optimalis hidrogén-peroxid koncentracionak a reakcioelegyben.

3. tablazat A hem ¢és a hidrogén-peroxid koncentraci6 hatdsa a HDL antioxidans kapacités

mérés eredményeire

Hem koncentracio Hidrogén-peroxid koncentraci6é (umol/l)
(ol 50 75 100 125
3 - 173,68 + 19,29 - -
5 159,92 + 21,69 161,48 +17,53 155,13 £ 14,32 154,71 + 11,62
7 - 148,61 £ 27,71 - -
9 - 114,71 + 13,54 - -

“HDL antioxidans kapacitas atlaga (%) + SD

43



5.1.2. Reprodukalhatosag
A két HDL mintdval 20 napon keresztiil duplikatumban végzett mérésekkel az egyes
mintak esetében az optimalis hiba értékei 1,87% és 1,72%-nak, mig a rutin hiba értékei 4,09%

¢s 4,93%-nak adodtak. (4. tablazat).

4. tablazat A HDL antioxidans kapacitas mérések reprodukalhatdsaga

HDL HDL antioxidans Optimalis hiba  Inter-assay hiba Rutin hiba
minta  Kkapacitas atlaga (%) (CV%) (CV%) (CV%)
1. 127,34 1,87 3,64 4,09
2. 139,75 1,72 4,62 4,93

5.1.3. Linearitas

A modszer linearitdsat egyazon személy harom eltérd stiriségii frakciojaval vizsgaltuk.
Az egyes frakciok hét kiilonboz6 higitasanak antioxidéans aktivitasat teszteltiik, és erds pozitiv
korrelaciot taldltunk a HDL koncentracidja és antioxidans aktivitasa kozott (7>0,9834;

»<0,0001) (3. 4bra).

5.1.4. Modszerek osszehasonlitdsa

A hem indukalt LDL oxidaci6 soran végzett HDL antioxidans kapacitas méréssel nyert
eredményeink megbizhatdsagat tigy ellendriztiik, hogy az irodalomban az LDL oxidacio
kovetésére legaltalanosabban hasznalt, ezért altalunk ,,gold standard”-nak tekintett konjugalt
dién moédszerrel nyert értékekkel vetettiik 0ssze azokat [121]. Adatainkat tobb statisztikai
modszerrel is elemeztiikk: Deming regresszioval (4. abra) a regresszids vonal meredeksége

1,0762 (95% CI: 0,9361 - 1,2163; SE: 0,0684), tengelymetszete pedig -6,9878 (95% CI:
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3. abra A HDL antioxidans kapacitds mérés linearitasa

280 -
260 -
240 -
220 -
200 -
180 -
160 -

140 -

HDL antioxidans kapacitas (%)

120 -

100 +
0,03 0,3
HDL-C koncentracio (mmol/l)

(w) 1. HDL frakcioé (=0,9834; p<0,0001), (A) 2. HDL frakci6 (»=0,9874; p<0,0001), (e) 3. HDL frakcio
(=0,9938; p<0,0001). A 3. frakcio 0,14 and 0,29 mmol/l HDL-C koncentraciéi az LDL oxidaciot olyan erésen
gatoltak, hogy a vizsgalt id6tartamon beliil a teljes oxidacié nem zajlott le, igy esetiikben a ATvmax —t és ez alapjan
a HDL antioxidans kapacitast nem lehetett meghatarozni.

-26,0304 - 12,0548; SE: 9,2963) volt. Hasonlo értékeket kaptunk Passing-Bablok regresszidval:

a regresszids vonal meredeksége 1,0535 (95% CI: 0,9833 - 1,2450), tengelymetszete -4,1152

¢és nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget az eltéré modszerekkel nyert eredményeink kozott

(p=0,73).

5.2. HDL frakciok antioxidans kapacitasa

Egészséges alanyok (n=6) fokozatosan novekvd denzitasi HDL frakcidinak (1.fr. —
8.1r.) antioxidans kapacitasat kiilon-kiilon vizsgaltuk. Valamennyi HDL frakcié szignifikansan
nyujtotta az LDL oxidéacio maximalis reakciosebességének eléréséhez sziikséges idot (p<0,05).

Az egymast kovetd, novekvd stirliségli HDL frakciok antioxidéns kapacitasa stirtiségiikkel
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4. abra A modszerek Osszevetése Deming regresszio alkalmazasaval

155 —

150 —

145 —

140 —

135 =

130 —

HODL antioxiddns kapacitds hem degradacioval (%)

125 —

Ll T T [ | T T |
120 125 130 135 140 145 150 155

HDL antioxiddns kapacitds konjugalt dién méréssel (3%)

5. tablazat Eltéro stiriségti HDL frakciok antioxidans kapacitasa (n=48)

HDL LDL HDL+LDL HDL antioxiddns kapacitas
frakcio ATvmax (perc) ? ATvmax (perc)? (%)°
1. 99,13 114,25 115,26 £ 6,86
2. 101,80 126,40 124,17 £ 6,43
3. 98,92 126,33 127,72 £ 4,66
4. 98,92 128,83 130,24 + 4,44
5. 98,92 131,50 132,94 +7,77
6. 98,92 136,33 137,83 £ 8,94
7. 98,92 151,08 152,74 £ 18,53
8. 98,92 172,17 174,05 + 13,38

2 Atlag; ® Atlag = SD
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5. abra A hem indukalt LDL lipid peroxidacio kinetikus gérbéi egyetlen egészséges onkéntes

novekvo denzitasu HDL frakcioinak jelenlétében illetve hianyaban

0,35 1
iseeeeennn,,
“‘mﬁéﬁ i
IR
AA, . 03"h.°°ooo°o
0,30 4 R 000
4 A 5&55; - 04%0
a ++ ! - i o°°°
A * 4'g+9++ !isn5‘ « °°oo°°°
A t+ ©
= » ﬁﬁsﬁaﬁgg TR
c Q0P8 5 X xx %o
v 0,25 4 Ay *x quuﬂ x o0
g ‘AA‘ Sl xx
- A, x a=o0 0O x o
A x * o x °
_g A a=°*"p x °
c A o+ x °
@ x = °
o+po
g 0,20 ATvmax ¥ a0 !x ®
9 0. x_ A%_o0.0 X %o
] X A" _o+0Op Xx %o,
< A Xx AA-°66E‘|:| x %0,
A =284, = °
A, >()<x AA-EQOEEDED *xx o %00
AL Xyx 2087, 28 x %0,
aa KB ans Baggn % xx 90004,
0,15 A x A g LIIN
’ Aa, Xxx x 2884, b ve xExx 99000004
A aa
Aaa, x XX AAANR +Eeg§§ g x*g
Aaa, Xy AAAA x E ég Q -]
Aagan g2y AAAZXAX3%% gﬂé‘ﬂ
‘ ““:::A}} XA % A*
AAAA lA ‘*xxﬁ
aa
0,10 T T T T T !
0 50 100 150 200 250 300

Inkubacids 1dé (perc)

(A)LDL, (x) 1. HDL frakecio (fr.), (A) 2. HDL fr., (-) 3. HDL fr., (o) 4. HDL fr., (+) 5. HDL fr., (o) 6. HDL fr.,
(*) 7. HDL fr., (©) 8. HDL fr. Az egyes frakciok HDL antioxidans kapacitas értékei a novekvé denzitis
sorrendjében: 114.43%, 124.38%, 128.36%, 133.33%, 137.31%, 138.31%, 158.21%, és 174.13%.

parhuzamosan jelentdsen emelkedett (5. abra, 5. tablazat). Az LDL oxidaci6 maximalis
reakciosebességének elérés¢hez sziikséges 1d6t az egyes HDL frakcidok stirtiségiik

fliggvényében 6,12% - 94,12%-kal noveltek meg.

5.3. Egészséges onkéntesektol nyert HDL mintak antioxidans kapacitasa
Az egészséges Onkéntestdl szeparalt 41 HDL minta antioxidans kapacitasanak értékei

120% és 140,23% kozott alakultak, atlaguk 127,67% + 4,88 volt.

5.4. SLE-s betegek ¢és egészséges kontrolljaik mindségi és mennyiségi lipidprofilja,
gyulladasos markerei és azok lipidekre gyakorolt hatasa

5.4.1. A vizsgalati populaciok lipidprofilja és jellemzése
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A tanulmanyozott csoportok alapvetd klinikai és laboratoriumi jellemzdit, beleértve
lipoprotein koncentracioikat, a 6. tablazatban foglaltam Ossze. A bevont SLE-s betegek
viszonylag fiatalok voltak, 6,59 + 5,26 év atlagos betegségtartammal. A vizsgalat id6pontjaban
betegségaktivitasuk (SLEDAI) atlaga 4,0 [2,0 - 6,0] volt, értéke az egyes betegeknél 0 és 38
kozotti tartomanyba esett.

Béar az SLE-s betegek vércukor szintje a kontroll csoporttal Osszehasonlitva
szignifikdnsan magasabb volt, azonban igy is jéval a normal tartomany hatarain beliil maradt.
A lipidek koncentracioit vizsgalva a betegeknél szignifikansan alacsonyabb HDL és ApoA-I,
ugyanakkor szignifikdnsan magasabb TG és ApoB-100 szinteket mértiink, mint a kontrolloknal

(6. tablazat).

6. tablazat. A vizsgalati csoportok alapvetd klinikai €s laboratoriumi jellemzoi

SLE-s beteg Kontroll
Jellemzok p
(n=51) (n=49)
Nem (n6/ffi) 44/7 41/8 0,717
Kor (év) 31,82 +£6,40 31,8 £6,81 0,983
Testtdmeg index (kg/m?) 24,45 £ 4,13 23,86 £4,28 0,489
Dohanyzik (%) 31,37 26,53 0,484
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 115[110-120] 117 [110-120] 0,952
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 70 [70-80] 78 [70-80] 0,592
Gliikkéz (mmol/1) 4,89 + 0,77 4,32 +£0,57 <0,001
Ossz-koleszterin (mmol/l) 4,57 +1,12 4,81 +£0,80 0,222
LDL-koleszterin (mmol/l) 2,60 £ 0,84 2,71 £0,69 0,473
HDL- koleszterin (mmol/I) 1,26 0,47 1,71 £ 0,45 <0,001
Non-HDL koleszterin (mmol/1) 322+1,23 3,10+ 0,78 0,573
Triglicerid (mmol/I) 1,25[0,9-1,9] 0,90 [0,7-1,4] 0,005
Apolipoprotein A-I (g/1) 1,39+ 0,35 1,66 + 0,41 <0,001
Apolipoprotein B-100 (g/1) 0,86 = 0,26 0,76 £0,22 0,047
Lipoprotein (a) (mg/1) 106 [29-294] 76 [29-169] 0,240
ApoA-I/HDL (g/mmol) 1,17 £ 0,26 0,99 £0,17 <0,001
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5.4.2. HDL antioxidans kapacitas, PONI aktivitas és gyulladasos markerek

A HDL oxidécioval szembeni védd hatasat vizsgélva jelentds szignifikans 0ssz-HDL
antioxidéans kapacitas csokkenést (-23,83%) tapasztaltunk az SLE-s csoportban, ugyanakkor a
betegek specifikus HDL antioxidéans kapacitasa enyhén, de szignifikdnsan magasabb (+3,72%)
volt egészséges tarsaikénal.

A PONI1 aktivitasat két kiilonbozd szubsztrattal vizsgaltuk. Az SLE-s betegek PON1
arilészteraz aktivitdsa szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontroll csoporté. A PON1
paraoxonaz aktivitasa is csokkent, de a csoportok kdzotti kiilonbség nem érte el a szignifikancia
szintjét (7. tablazat). Hogy tisztdzzuk, az alacsonyabb PON1 aktivitas héatterében a csokkent
HDL szint all-e, meghataroztuk az egységnyi HDL-re jut6 enzimaktivitds mértékét, melyet a
PON1/HDL hényadossal jellemeztiink. Az igy standardizalt enzimaktivitas a specifikus HDL
antioxidans kapacitashoz hasonléan kismértékben, de szignifikdnsan magasabb volt az SLE-s
betegekben a kontrollokndl mértnél. A PONI1 fenotipusok koziil a legalacsonyabb
enzimaktivitassal rendelkezé AA tipus az SLE-s betegek 94%, mig a kontrollok 87,23%-aban,
a kozepes aktivitasu AB fenotipus a betegek 6%, mig a kontrollok 12,77% -aban volt jelen. A
legnagyobb enzimaktivitdst mutatdé BB fenotipus egyik vizsgélati csoportban sem volt
kimutathat6. A PON1 magasabb enzimaktivitasaért felelds B allél kétszer olyan gyakori volt az
egészséges kontrollok csoportjaban, mint az SLE-s betegek kozott (6,38% ill. 3%).

A betegek mintaiban a kontrollokkal 6sszevetve a vizsgalt gyulladdsos markerek szintje
szignifikansan emelkedett volt, koztlik az IL-6, MCP-1 és SAA koncentracioi is (7. tablazat).
Vizsgaltuk tovabba kiilonbozé autoantitestek eldforduldsi aranyat a betegekben: a-dsDNS
78,4%; a-Sm 15,7%; a-SM/RNP 25,5%; a-SSA 25,5%; a-SSB 21,6%; a-82-GPI 23,5%; a-CL

13,7%.
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7. tablazat HDL antioxidans enzim aktivitas ¢és gyulladasos markerek

SLE-s beteg Kontroll
Jellemzok p
(n=51) (n=49)

PONI1 paraoxonaz aktivitas (U/1) 118,01 + 85,49 124,68 + 102,96 0,857
PON1 arilészteraz aktivitas (U/1) 125,65 + 26,87 148,35 + 39,34 0,001
Paraoxonaz aktivitas/HDL 98,48 + 69,92 76,20 + 64,34 0,025
Arilészteraz aktivitas/HDL 109,05 + 38,23 93,51 £33,30 0,036
Spec. HDL antioxidans kapacitas (%) 132,42 + 8,56 127,67 £ 4,88 0,002
Ossz-HDL antioxidans kapacités (%) 165,82 + 58,28 217,71 £ 54,36 <0,001
oxLDL (mg/l) 3,55+4,19 2,63 +£3,22 0,291
hsCRP (mg/1) 5,02 + 6,64 1,68 1,88 0,002
We (mm/ora) 24,38 +£ 17,96 7,90 £5,93 <0,001
IL-6 (ng/1) 0,54 [0-3,25] 0[0-0,17] 0,002
MCP -1 (ng/l) 473,24 [342,72-599,16] 309,72 [242,91-353,86] <0,001
SAA (ng/l) 19017,07 + 25899,25 2666,05 +2301,11 <0,001
SAA/HDL (pg/mmol) 18217,14 +29453,17 1692,24 £ 1459,34  <0,001

8. tablazat A HDL szubfrakciok megoszlasa

SLE-s beteg Kontroll
HDL alosztalyok D
(n=51) (n=49)

nagy HDL (mmol/I)* 0,48 £ 0,26 0,62 + 0,27 0,012
kozepes HDL (mmol/1)° 0,60 +0,17 0,83 +£0,18 <0,001
kis HDL (mmol/1)° 0,17 £ 0,06 0,26 + 0,09 <0,001
kis HDL/nagy HDL 0,41+£0,19 0,53 +£0,41 0,077
nagy HDL (%)? 36,57+ 7,27 34,79 + 8,02 0,268
kozepes HDL (%)° 49,32 £542 49,50 £ 4,78 0,869
kis HDL (%)° 14,08 + 3,94 15,69 + 5,63 0,114

@ a HDLI1, HDL2 és HDL3 &sszege; * a HDL4, HDL5, HDL6 és HDL7 6sszege; © a HDLS8, HDL9 és HDL10

0sszege

5.4.3. HDL szubfrakcios analizis

A betegek ¢s kontrolljaik szérumainak Lipoprint analizise valamennyi HDL frakcid
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mennyiségének szignifikans csokkenését mutatta a betegek mintdiban (6. abra, 8. tablazat).
Ugyanakkor nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a HDL szubfrakciok megoszlasaban a
csoportok kozott, bar az SLE-s betegekben a kis HDL/nagy HDL arany csokkentése csaknem

elérte a szignifikancia szintet.

6. abra (a) A HDL szubfrakcids savok sematikus mintazata az elektroforézist kdvetden: a
felso, lassan mozg6 frakcié a VLDL+LDL savja, amelyet anagy HDL (HDL-1,-2,-3), a kdzepes
HDL (HDL-4,-5,-6,-7) és kis HDL (HDL-8,-9,-10) szubfrakciok kovetnek. A leggyorsabban
mozgo frakcid az albumin. A (b) panelen egy egészséges személy denzitometrias képe, mig a

(¢) panelen egy SLE beteg reprezentativ denzitometrias képe lathato.
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7. abra Az 6ssz-HDL antioxidans kapacitds ¢s PONI arilészteraz aktivitas korrelacidja az

SLE-s betegek csoportjaban

350 | .
300}
250}
200}
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r=0,4257; p = 0,0021

Ossz-HDL antioxidans kapacitas (%)

o

o 50 100 150 200
PON-1 arilészteraz aktivitas (U/l)

5.4.4. Korrelaciok a gyulladas és az oxidativ stressz markerei kozott

Az SLE-s betegekben mind a HDL-C, mind az 6ssz-HDL antioxidans kapacitas pozitiv
korrelaciot mutatott a PONI1 arilészteraz (7. abra) és paraoxonaz aktivitdsaval, mig a
kontrolloknal nem volt ilyen kapcsolat. A specifikus-HDL antioxidans kapacitas a betegek
csoportjaban a kis HDL/nagy HDL arannyal korrelalt (+=0,3787, p=0,006), mig a PONI
arilészteraz aktivitasa valamennyi HDL szubpopulacidval pozitiv asszociacidt mutatott, mely a
legkifejezettebb a kis HDL-k esetében volt (=0,402; p=0,0038). A betegekben a paraoxonaz
(=0,336; p=0,0159), mig negativ kapcsolatban allt a kdzepes HDL arannyal (»=-0,3815;
p=0,0057). A kontrollokban a PON1 paraoxonaz és arilészteraz aktivitas csak a kozepes HDL

A HDL-C és az 6ssz-HDL antioxidéans kapacitas szignifikans negativ kapcsolatban allt
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8. abra Az 6ssz-HDL antioxidans kapacitas €s a vorosvértest siillyedés korrelacioja az SLE-s

betegek csoportjaban
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9. tablazat Az oxidativ stressz és a gyulladas markerei k6zott megfigyelhetd korrelaciok SLE-

s betegekben

Ossz-HDL antioxidans

HDL-C
kapacitas

r p r p
PONT1 arilészteraz aktivitas 0,378 <0,01 0,425 <0,01
PONI1 paraoxonaz aktivitas 0,289 <0,05 0,290 <0,05
We -0,489 <0,0001 -0,419 <0,01
hsCRP -0,314 <0,01 -0,347 < 0,001
IL-6 -0,489 <0,0001 -0,500 <0,0001
MCP-1 -0,467 <0,0001 -0,413 <0,0001
SAA -0,288 <0,01 -0,283 <0,01

53



a vizsgalt gyulladasos markerek szintjével, beleértve a We (8. abra), hsCRP, IL-6, MCP-1, és
SAA értékeit (9. tablazat). A PONI1 arilészteraz aktivitasa az a-SSB autoantitesttel (=-0,3306;
p=0,019), valamint az 6ssz-HDL antioxidans kapacitds az immun-komplex szinttel negativan
korrelalt (9. abra), de ennek ellenére sem taldltunk kapcsolatot a betegség aktivitasi index ¢€s
ApoA-I, HDL-C illetve 6ssz-HDL antioxidans kapacitas kozott.

A SLEDALI pontszammal értékelt betegségaktivitds valamennyi gyulladdsos marker
szintjével pozitivan korreldlt, de a legerdsebb kapcsolatban az SAA koncentracidval allt
(=0,460; p<0,001). Az SAA ¢és a tobbi gyulladdsos paraméter egymassal szintén pozitivan
asszocialt volt, de ez legkifejezettebbnek a CRP ¢és az IL-6 esetében mutatkozott (+=0,664; ill.
r=0,594; p<0,001). A betegségaktivitds az oxLDL koncentracioval is kapcsolatot mutatott

(=0,3472; p=0,0126). A betegek oxLDL szintje emellett szignifikdnsan korreldlt az SAA

9. abra Az 6ssz-HDL antioxidans kapacitas és immunkomplex szint korrelacidja az

SLE-s betegek csoportjaban
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(=0,3128; p=0,0344) ¢és a fibrinogén koncentracidjaval (+=0,5125; p=0,0001), valamint a We
(=0,3023; p=0,0368), hsCRP (r=0,27253; p=0,0582) ¢és ApoB szintjeivel (r=0,3124;
p=0,0256). A magasabb oxLLDL szint csokkent nagy HDL (=-0,2712; p=0,0595) és novekedett
kozepes HDL arannyal parosult (=0,3938; p=0,0042).

Hogy megtudjuk vajon az egyvaltozos analizis soran észlelt kapcsolatok fiiggetlenek-e
mas laboratoriumi paraméterektdl tobbszords regresszids analizist végeztiink az 0ssz-HDL
antioxidans kapacitast hasznalva fliggd valtozoként. Az IL-6-t, hsCRP-t és MCP-1-t is
tartalmazé modellben az 6ssz-HDL antioxidans kapacitast leginkabb a PONI1 arilészteraz

aktivitas (p<0,05; 5=0,348) és a vorosvértest siillyedés értéke (p<0,01; 5=0,61) befolyasolta.
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6. MEGBESZELES

A HDL antioxidans kapacitdsanak a tudomdnyos kutatdsokban eddig alkalmazott
vizsgalati mddszerei sokszintiek, akarcsak az altaluk nyert kutatasi eredmények. A reakcid
tipusa, az alkalmazott LDL:HDL arany, s foként az alkalmazott prooxidans tipusa ¢és
koncentracioja végletesen meghatdrozhatja az eredményként kapott értékeket. Egy-egy
kutatocsoport altalaban egyetlen altala preferdlt modszerrel dolgozott, mely a tesztek
standardizalasanak hidnyaban egy masik kutatocsoport altal alkalmazva esetenként lényegesen
eltéré mérési eredményekhez és végkovetkeztetésekhez juttatta a felhasznaldkat [115]. Ezért
lattuk sziikségesnek a HDL antioxidans kapacitds mérésére az in vivo oxidaci6 koriilményeit
jobban reprezental6 0j modszer kifejlesztését és standardizalasat.

Nagy mintaszaml vizsgalati csoportok analizalasara is alkalmas tesztre volt
sziikséglink, ezért sejtmentes esszét fejlesztettiink és annak érdekében, hogy a HDL antioxidans
kapacitasat pontosan jellemezhessiik kinetikus mérési modot vélasztottunk, mellyel az LDL
oxidaci6 folyamata 1épésrdl 1épésre kovethetd. Az LDL oxidéalasara elészor Balla és mtsai
alkalmaztak hemet [24]. Kutatdsaik soran igazoltdk a vorosvértestek lizise soran felszabadul6
hem, illetve az abbdl felszabaduld katalitikusan aktiv vas szerepét az LDL oxidacioban, s az
ateromatozus plakkokban a katalitikusan aktiv vas jelenlétét is kimutattak. Bizonyitottak
tovabba, hogy a plakkbol szarmazé lipidek, illetve az oxidalt LDL képes kivaltani a
indukalva [7,24-27]. Ezek alapjan a hem fiziologias oxidansnak tekinthetd, igy ezt valasztottuk
prooxidansnak. A hem gytiri felhasitdsara és a vas kiszabaditasara pedig hidrogén-peroxidot
alkalmaztuk, melyet a fagocita sejtek NADPH-dependens oxiddza is szintetizal, igy
megtalalhat6 az érfali gyulladdsos miliében. A reakci6 sordn a hem mennyiségét monitoroztuk,

mert annak abszorbanciaja a lathato fény spektruméaban 405 nm-en kovethetd. A vizsgalt HDL-
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t a minta tisztasaganak érdekében sitirliség-gradiens ultracentrifugéaldssal kiilonitettiik el, mivel
azok albumin tartalma igy kevesebb, mint 1%, szemben példaul FPLC-vel eléallitott HDL-lel,
mely Osszprotein tartalmdnak kb. 30%-ban tartalmaz albumint. Utdbbi antioxidans hatasat
eltérd BSA koncentraciok alkalmazaséaval pedig mar bizonyitottak az LDL oxidaci6 soran [88].

A modszer optimalizalasa sordn kiilonbozé hem és hidrogén-peroxid koncentraciok
alkalmazasaval kerestiik a reakcid idedlis kinetikus gorbéjét. Fontos szempont volt, hogy a
propagacios fazis ne alakuljon ki se tul koréan, se til késén, mert az elobbi esetben a piHDL,
utébbiban pedig az erds antioxidans tulajdonsagt HDL vagy HDL szubpopulécié nem lesz
megfeleléen vizsgalhatd — egyik esetben az inicidciods, a masikban pedig a propagacios szakasz
nem lesz megfeleléen detektalhatdo. A reakcidhoz optimalisnak az 5 pmol/l-s hem és a 75
umol/1-s hidrogén-peroxid koncentracio6 bizonyult. A kisérlet ugyanakkor ravilagitott arra, hogy
a hidrogén-peroxid koncentracid nodvelése bar csokkenti a maximalis reakcidsebesség
eléréséhez sziikséges id6t, de nincs szignifikans kihatassal a HDL antioxidans kapacitds
értékekre. Ennek koszonhetden, ha azt a HDL antioxidans tulajdonsaga megkivéanja, a H>O>
koncentraci6 igény szerint modosithatd a reakcioelegyben anélkiil, hogy az befolydsolnd a
végeredményt, aminek erds antioxidans tulajdonsaggal rendelkez6 HDL frakcidk vizsgalata
nemcsak a ATvmax—t roviditette, hanem szignifikdnsan csokkentette a HDL-t jellemz6
antioxidans kapacitas értékeket is, igy a hem mennyisége a reakcidelegyben nem modosithato.
Ezt tdmasztja ald, hogy erds prooxidans alkalmazasa mellett egyetlen HDL szubpopulacié sem
tudja megakadalyozni az LDL oxidaciojat [88].

Tesztiink standardizalasat a CLSI EP5-A2 guideline-janak elvarasai szerint végeztiik. A
megkivant mintaszam mellett bizonyitottuk reprodukalhatosagat, linearitasat, és a referencia
modszernek tekintett konjugélt dién méréssel vald Osszevethetdségét, igy az teljesitette a

standardizacio kovetelményeit. Esszénk tudomésunk szerint az elsd standardizalt modszer az
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irodalomban a HDL antioxidans kapacitasanak meghatarozéasara, mely a fiziologids prooxidans
alkalmazasanak koszonhetden a kordbbiaknal jobban kozeliti az in vivo HDL-LDL interakciot.

Modszeriinkkel tesztelve egészséges Onkéntesek 8 kiilonbozd stirtiségli HDL
frakciojanak antioxidans kapacitasat valamennyi védte az LDL-t az oxidacioval szemben. E
hatas a denzitas novekedésével parhuzamosan a kdvetkezo sorrendben er6sodott: 1. frakeio (fr.)
<2 fr. <3.fr. < 4. fr. < 5. fr. <6. fr. <7. fr. <8. fr. Eredményeink egybevagnak Kontush és
mtsai éltal leirtakkal, akik az LDL oxidacidja soran a kiilonbozd denzitasi HDL alosztalyok
propagacios fazist meghosszabbitd hatasat a HDL2b < HDL2a < HDL3a < HDL3b < HDL3c
sorrendben, tehat azok stlirliségével aranyosan, novekvonek talaltak [88]. Az altalunk vizsgalt
szubfrakciok minimum 6,12%-kal, maximum 94,12%-kal nyujtottdk meg az LDL
oxidaciojdhoz sziikséges 1d6t, mig az emlitett munkacsoport eredményei a +15% -+99%
intervallumban valtoztak [94]. A HDL szubfrakciok emelkedd koncentracioi novekvo
antioxidans képességgel rendelkeztek, melyet a linearitds vizsgalat soran mi is detektaltunk.

A HDL szubfrakciok LDL oxidaciot gatldo képessége mellett a szubfrakciokra nem
bontott HDL antioxidans kapacitasara is kivancsiak voltunk, melyet egészséges dnkéntesek
csoportjan tesztelve atlagosan 127,67%-nak mértiink, a legkisebb és legnagyobb értékek kozott
20%-os eltérést talaltunk. Hasonlo értékeket kaptak egy egészséges kontroll csoportban, ahol
az LDL oxidacié soran a HDL az iniciacios fazist atlagosan 35%-kal, mig a propagécios fazist
20%-kal nyujtotta meg [122]. Két DCF esszével végzett kisérletben az egészséges kontroll
csoportban az ApoB mentes vérplazma kortilbeliil 30%-kal csokkentette az LDL oxidacid
folyamata soran keletkezd fluoreszcens szignal mértékét, mely szintén parhuzamba éllithatd
eredményeinkkel, bar a szerzOk mindkét esetben kis mennyiségli piHDL jelenlétét is
detektaltak. [10,12].

Masodik vizsgalatunkban az SLE-ben megfigyelhetd felgyorsult érelmeszesedés

hatterében meghuz6doé tradicionalis és betegség-specifikus rizikotényezokre fokuszaltunk. A
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hagyomdanyos kockazati tényezok kozil a korra, nemre és dohanyzési szokéasokra a kontroll
csoport illesztésével korrigaltunk. Vizsgaltuk az elhizds, magasvérnyomads, emelkedett €homi
vércukor, valamint a diszlipidémia eléforduldsat az alanyokban. Valamennyi vizsgalt paraméter
- BMI, vérnyomads, ¢homi vércukor szint, TG, TC, LDL-C, HDL-C, nonHDL-C, Lp(a) - értéke
mindkét vizsgélati populacioban a normal tartomanyban volt. Nem mutatkozott kiilonbség
beteg ¢és kontroll kozott BMI és vérnyomas értékek tekintetében, igy fiatal SLE-s
kohorszunkban az obezitds és hipertonia még nem jelent meg a kardiovaszkuldris rizikod
tényezOk kozott. A korabbi kutatdsok eredményei arra utalnak, hogy SLE-ben a metabolikus
szindroma, ¢és komponensei koziil foként az elhizas, a magasvérnyomas és a diszlipidémia
gyakrabban fordulnak el a betegek korében, mint egészséges kortarsaikban [100]. A vizsgalt
populacidk azonban ezekben a tanulmanyokban a mienknél joval iddsebbek (38-50 év) voltak,
betegségiik hosszabb ideje allt fenn, ¢s igy kumulativ szteroid doézisuk is magasabb volt a
kortikoszteroidok szisztémés mellékhatasainak (elhizds, inzulin rezisztencia, hipertonia)
fokozott eléforduldsa mellett. SLE-s betegeink vércukor szintje is szignifikdnsan magasabb volt
egészséges tarsaikénal, melynek hatterében a szteroid terdpia mellékhatasat feltételezziik.
Pécienseink betegségaktivitdsa a SLEDAI pontszam alapjan viszonylag magas volt.
Ennek megfelelden lipoprotein profiljuk emelkedett triglicerid és csokkent HDL-C szinttel a
foként az aktiv szakra jellemzd lupuszos mintat mutatott, mikozben 6ssz-koleszterin, LDL-C
¢és Lp(a) szintjilk nem tért el a kontrollétol [88,89]. Az SLE-ben megfigyelhetd magasabb
triglicerid szint a megndvekedett VLDL ¢és kilomikron koncentracionak kdszonhetd, melyet a
kilomikron csdkkent {itemi lipolizise és a kilomikron-maradék részecskék lassult eltavolitasa
magyaraz, s kordbban ennek hatterében a triglicerideket hasitd lipoprotein lipdz gyengiilt
aktivitasat igazoltak. [123]. A csokkent LPL funkcio kialakuldsdban egyarant szerepet jatszhat
a TNF-a, IFN-y, IL-1 ¢és az a-LPL autoantitestek LPL gatl6 hatdsa — utdbbi az SLE-sek

csoportjaban 37,8%-ban volt jelen [124].
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Az alacsony HDL-C szint fliggetlen kardiovaszkularis rizikéfaktor, melyet mi sem
hangsulyoz jobban, minthogy mig az altalanos népességben a szivinfarktus illetve a halalozas
kockazata 33%-kal alacsonyabb a legmagasabb HDL-C negyedben, mint a legalacsonyabban,
rizikdcsokkenés kétszer ekkora (65%) [1,2]. SLE-ben a HDL-C koncentracid csokkenésért
els6sorban a gyulladas tehetd feleldssé, melyet aldtdmaszt, hogy hatékony antiinflammatorikus
terapia mellett nemcsak a betegség tiinetei, hanem a HDL szint is javul, gyakorlatilag
normalizalédik [98,99]. Betegeink valamennyi vizsgalt gyulladédsos markere (We, CRP, IL-6,
SAA, MCP-1) jelentdsen emelkedett volt, és erds szignifikans negativ korrelacioban allt HDL-
C koncentracidjukkal. Az ApoA-I mennyisége is kevesebb volt az SLE-sekben, mely arra utal,
hogy az alacsony HDL-C szint részben a szisztémas gyulladds hatdsara csokkent ApoA-I
koncentracionak koszonhetd, mivel emiatt az ABCA1 dependens koleszterin kidramlads a
periférias sejtekbdl visszaesik, és igy a HDL altal szallitott koleszterin mennyisége is kevesebb
[125]. Tovabbi HDL-C szint csokkenés forrasa lehet a FC észteresitésének zavara, melyet a
LCAT végez aktivatoranak az ApoA-I-nek jelenlétében, s mely igy kisebb HDL méret mellett
kevésbé hatékony RCT-t eredményez [71].

Béar az LDL koleszterin populacids szinten igazolt kardiovaszkularis rizikofaktor,
mennyisége nem minden esetben kiilonbozik a sziv-érrendszeri megbetegedésben szenvedd és
kontroll csoportokban [126]. Az SLE-s betegeknél észlelt felgyorsult érelmeszesedés ellenére
LDL-C szintjiik szintén gyakran a normal tartoményba esik és nem tér el egészséges tarsaikétol
[9]. Az LDL-C szintje a mi vizsgélati csoportjainkban hasonld volt, a betegek ApoB
tanulmanyok szerint az ApoB a kardiovaszkularis kockazatbecslésre alkalmasabb, mint az
LDL-C. Mig az LDL-C ¢és ApoB értékei jol korrelalnak a fiziologias triglicerid szinttel

rendelkezdkben, addig hiper-trigliceridémiaban az ApoB szint lényegesen magasabb, mint az
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LDL-C. ISZB-ben szenveddk korében folytatott tanulmanyokban az emelkedett ApoB szint
nagyobb plakk teherrel és a nem-kalcifikalt plakkok nagyobb aranyu eléfordulasaval tarsult
[127]. Az ApoB-100 lerakddasa az artéridk falaban az ateroszklerdzis egyik kezdeti 1épése,
megel6zi a plakk képzddést, és mennyisége a plakk progresszidjaval parhuzamosan né. [128].
Inaktiv SLE-s betegek bevonasaval folytatott vizsgalatban az ApoB koncentracio a kor és a
szisztolés vérnyomas mellett a pulzushulldm terjedési sebesség fiiggetlen prediktoranak
bizonyult [129]. SLE-s betegek ApoB-100 epitopjaival szemben termelt autoantitestek
koncentracidja szignifikdnsan alacsonyabb az egészségesekkel Osszehasonlitva, és tovabb
csOkken a kardiovaszkularis megbetegedés vagy szervkarosodas fennallasa esetén. Ez arra utal,
hogy karosult a sériilt LDL részecskék antitest-medialt eltavolitdsa, aminek szerepe lehet az
SLE vaszkularis komplikacidinak és a szervkarosodasoknak a kialakuldsadban [130]. Betegeink
magasabb ApoB szintje tehdt a normalis LDL-C ellenére is jelzi az érelmeszesedés talajan
kialakulo korképek varhato gyakoribb eléforduldsat.

A HDL mindségének komplex értékelését az ApoA-I és SAA koncentracio, PON1
paraoxonaz ¢s arilészteraz aktivitas, HDL antioxidans kapacitds és a HDL szubpopulaciok
I-nek mennyiségét a kontrollnal sokkal alacsonyabbnak, mig az akut fazis HDL (A-HDL)
jellegzetes komponensének, az SAA-nak a mennyiségét joval magasabbnak talaltuk.
Betegeinkben a SAA 4tlagos koncentracioja hétszerese, maximalis koncentracidja tizszerese
volt az egészségesekének, mig az egységnyi HDL-C-re jutd SAA tartalmuk atlagosan tizszer,
maximalisan tizennyolcszor volt magasabb. Mennyisége a kutatasok szerint a gyulladast kivalto
stimulustol és a citokin aktivacios kaszkad résztvevaitdl fiigg — termelésének fo induktorai az
IL-1, TNF-a és az IL-6, szintje ezek legalabb egyikével korrelal [131]. Esetiinkben az IL-6 és
SAA kozott igen erds korrelacio volt megfigyelhetd, igy valosziniisitheté a szerepe a SAA

termelés kivaltasaban. Az akut fazis SAA (A-SAA) fokozza a szekretoros foszfolipaz A-2
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aktivitasat, mikdzben az A-SAA-HDL 2-3-szor fogékonyabb a hidrolizisre, s ezaltal akar 30%-
kal is csokken a HDL-C szintje. Ez a jelenség is hozzéjarulhat az SLE-s betegeinknél észlelt
alacsony HDL-C koncentraci6 kialakulasahoz. A szabad A-SAA proinflammatorikus citokinek
expresszidjat valtja ki, ugyanakkor a HDL csokkenti az A-SAA biologiai hozzaférhetdségét,
gatolja az endotél sejtekre Kkifejtett gyulladaskeltd hatasat [132]. Kardiovaszkularis
megbetegedésben szenvedék HDL-ének proteomikai vizsgdlata a hordozott SAA
mennyiségének jelentés novekedését fedte fel. Az SAA szintjét az SLE-s betegek, illetve mas
szisztémds autoimmun megbetegedésben szenveddk és végstadiumi vesebetegek vérében is
emelkedettnek talaltdk, mRNS-ét RA-s betegek szdmos kiilonbozé szdvetmintajaban
kimutattak.

Az akut fazis fehérjék kozil az IL-6 stimulust jelent az SAA expresszalodasara, ami
azutan pozitiv visszacsatoldsként fokozza a termelddését. STEMI-n atesett betegekben - a mi
SLE-s populacionkhoz hasonldéan - szignifikansan emelkedett volt a CRP, IL-6 és SAA
mennyisége, és a SAA koncentracidja korreldlt a HDL csokkent antioxidans és koleszterin
efflux kapacitasaval [126]. Human koronaria endotélsejteken igazoltdk, hogy a MCP-1 gatolja
a HDL sejtekhez kotodését, internalizaciojat, és a koleszterin kiaramlast, igy ennek a
folyamatnak szerepe lehet a koronariabetegek érelmeszesedésének kialakulasadban [133]. SLE-
ben a MCP-1 megkiilonboztetett szereppel bir: nemcsak szérum szintje, hanem vizelettel iiriild
mennyisége is megnovekedett, és jol korreldl a SLEDAI-val, valamint a lupus nefritisz
aktivitasaval [134]. Egészséges populacioban prospektiv vizsgalat sordn a keringd
immunkomplex (IC) szintje direkt kapcsolatban allt az AMI kialakuldsaval, igy az
¢relmeszesedés kockazati tényezdjének bizonyult [135]. SLE-s betegeink IC koncentracioja és
0ssz-HDL antioxidans kapacitasa kozott erds negativ korrelaciot igazoltunk, ami az IC

betegség-specifikus kardiovaszkularis riziko6 tényezd szerepére utal.
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Az 1), standardizalt modszeriinkkel végzett HDL antioxidans kapacitas vizsgalat soran
valamennyi HDL minta védte az LDL-t az oxidaciotol, igy egyetlen esetben sem detektaltunk
proinflammatorikus HDL-t. Meglepd mddon a betegek specifikus HDL antioxidans kapacités
érteke enyhén, de szignifikdnsan emelkedett volt, mikdzben 06ssz-HDL antioxidans
kapacitasukat szamottevOen csokkentnek talaltuk. Eredményeink a betegek megvaltozott RCT-
jéra utalhatnak, melynek kovetkezményeként HDL-jiik koleszterin tartalma csokkent, és igy a
részecskék fehérje/koleszterin aranya emelkedett, amit magasabb ApoA-I/HDL-C aranyuk is
mutat. Hasonld képet kaptunk a PON1 enzim arilészteraz aktivitdsanak vizsgalata kapcsan,
mely a betegek szérumaban joval alacsonyabb, mégis egységnyi HDL-C-re vonatkoztatva
meghaladja a kontrollét. Feltételezésiink szerint a kiss€ magasabb enzim koncentracié a
reakcidelegyben nagyobb antioxidans aktivitassal jar ugyan, az alacsony HDL-C koncentracid
miatt mégsem jelent nagyobb antioxidans védelmet a szervezet szamara. Vizsgéalatunkban a
PONT1 aktivitasat hatdroztuk meg, nem mértiik azonban az enzimfehérje mennyiségét, igy a
betegeknél észlelt redukalt PONT1 aktivitas okara csak kovetkeztetni tudunk. Ennek hatterében
melyben szerepe lehet az enzimet stabilizald ApoA-I szint csokkenésének, valamint a PON1
oxidativ modosuldsanak is [71,125]. Bar a PONI fenotipusok megoszlasdban nem talaltunk
kiilonbséget vizsgalati csoportjaink kdzott, a magasabb aktivitdst mutatd B allél — hasonldan
munkacsoportunk korabbi eredményeihez — kevésbé volt gyakori a betegek korében, mint
kontrolljaikban [66,106]. Tobb genom szintli asszociacids tanulméany kereste a PON gén SNP
(single nucleotide polymorphism) varidnsai és a major kardiovaszkularis események kozott
fennall6 kapcsolatot, azonban ilyet nem sikertilt igazolni, ugyanakkor megerdsitették a korabbi
vizsgalatok eredményeit, miszerint a PON1 aktivitdsa fontos tényezdje a koronaria-betegség
kialakuldsdnak, mig a genotipusa nem [136]. A PONI1 csokkent paraoxonaz aktivitasat

munkacsoportunk mar kordbban is detektalta SLE-sek és Sjogren-szindromasok csoportjaban
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[66,106]. Korabban a kissé iddsebb, tulsulyos, inaktiv betegségli SLE-sek arilészteraz aktivitasa
¢s CRP-je nem kiilonbozott az egészségesekétdl, s lipidprofiljuk sem mutatott lupusz
mintazatot, ellenben emelkedett LDL-C szinttel rendelkeztek. Paraoxonaz aktivitasuk az
aterotrombotikus események el6fordulasan kiviil mas vizsgalt paraméterrel (SLEDAIL a-PL, a-
oxLDL, CRP) nem korrelalt. Jelenlegi fiatalabb, aktivitasi tiineteket mutatd kohorszunkban a
fentiek ellenkezdjét tapasztaltuk, azonban a CRP mindkét vizsgalatban negativan korrelélt a
PONT arilészterdz aktivitasaval, mely a gyulladas HDL antioxidans funkciora gyakorolt karos
hatdsat tamasztja ald. A kiilonbségek ugyanakkor felhivjdk figyelmiinket arra, hogy az
érelmeszesedés rizikotényezdinek szerepe a betegség lefolydsa sordn annak aktivitasatol
fiiggden valtozik: inaktiv betegségszakaszban a tradiciondlis, aktiv periddusban a betegség-
specifikus, gyulladassal 6sszefliggd faktorok dominalnak.

korondria-betegség jelenlétével és sulyossagaval, a szivelégtelenség, periférids érbetegség,
tovabba a magasvérnyomas, elhizds, inzulin rezisztencia, metabolikus szindroéma ¢és
cukorbetegség eldfordulasaval [137]. Az oxLDL szintje a hagyoményos rizikotényezoktol
fiiggetlentil a jovébeni kardiovaszkularis esemény magasabb kockazataval asszocialt. Jelenléte
egyértelmli jelzéje a kezdddd ateroszklerdzisnak, melynek hatterét a HDL ineffektiv
antioxidans védelme biztositja. Vizsgélati csoportjaink oxLDL szintje kdzo6tt nem talaltunk
szignifikans eltérést, mely arra utal, hogy betegeink HDL-e még bizonyos fokt védelmet
biztosit az LDL oxidacidjaval szemben. Ez 6sszhangban van azzal a megfigyelésiinkkel, hogy
egyetlen beteg HDL-e sem proinflammatorikus tulajdonsagu, a csdkkent antioxidans védelem
els6dleges forrasa alacsony HDL-C szintjiik. A gyulladdsos markerek (SAA, We, CRP) ¢és
SLEDAI korrelacioja az oxLDL mennyiségével azonban mutatja, hogy a betegség
fellangolasaitdl szenveddk nagyobb oxidativ terhelésnek vannak kitéve.

Gyulladassal jard betegségek soraban mutattdk mar ki a HDL csokkent antioxidans
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aktivitasat. STEMI-n frissen atesett betegekben a HDL méret és partikulumszam csokkenése
mellett LDL oxidéacioval szembeni védd hatdsa is romlik [85]. Crohn-betegekben az akut
fellangolas soran nemcsak alacsonyabb HDL-C koncentracid, de redukalt HDL antioxidans
aktivitas is jelentkezik, mikdzben a betegek cIMT-je szignifikdnsan meghaladja az egészséges
kontrollét [86]. McMahon és mtsai tobb tanulméanyban is vizsgaltdk SLE-sek csoportjaiban a
piHDL eldfordulasat és a HDL antioxidans hatasat. A piHDL el6fordulasi gyakorisaga az SLE-
s betegekben 29%, 45% illetve 48,2% (plakk+: 86,7%; plakk-: 40,7%) volt [10-12]. A HDL
gyulladasos indexe egészségesekben 0,68, SLE-ben 1,02 értéket mutatott, a piHDL azonban a
We-n ¢és oxLDL-en kiviil nem volt asszocialt mas gyulladasos marker, sem a SLEDAI, ApoA-
I és PONI aktivitas értékeivel. A vizsgalt tényezok koziil plakk-asszocidltnak a piHDL-t,
hipertoniat, kort, diszlipidémiat, kevert rasszt, leptint, homociszteint és az anamnesztikus
diabeteszt (OR 61,8!) talaltdk. Eredményeinket a fentiekkel dsszevetve elmondhat6, hogy SLE-
ben mi is a HDL antioxidans kapacitads csokkenését tapasztaltuk, azonban ez nem érte el a
prooxidéans aktivitas szintjét, viszont pozitivan korrelalt a PON1 arilészteraz aktivitasaval és
negativan a gyulladasos markerek és betegségaktivitas szintjével. A kiilonbség forrasa lehet az
eltéré vizsgald modszer, de az eltérd vizsgélati populaciok is: McMahon és mtsai az ApoB
mentes vérplazma antioxidans kapacitdsat mérték, betegeik iddsebbek (40-55 év) és
alacsonyabb betegségaktivitastiak voltak, a kontrollhoz hasonld lipoprotein koncentraciokkal.
Bar vizsgalataink soran piHDL-t nem detektaltunk, a lupuszos betegek 6ssz-HDL antioxidans
aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt, és értékét elsdsorban a PON1 arilészteraz aktivitasa,
valamint a We értéke hatarozta meg, mikozben a tobbi gyulladdsos paraméterrel is szorosan
korreldlt. Tanulmanyunkban tehat els6ként mutattunk ki komplex inverz kapcsolatot a
gyulladasos markerek valamint a HDL antioxidans kapacitas és PON1 aktivitas kozott fiatal
aktivitasi tiineteket mutaté SLE-s betegek csoportjaban. Megfigyeléseink a PON1 aktivitas és

a gyulladas szerepének jelentségét hangsulyozzak az SLE-s betegek HDL antioxidans
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statusanak alakuldsédban. Arra utalnak, hogy SLE-ben a gyulladas jelentds betegség-specifikus
kardiovaszkuléaris rizikoval jar, mely fOként a fiatal, aktivitasi tiinetektdl szenvedd
betegcsoportot érinti.

SLE-s csoportunkban valamennyi HDL szubpopuldcié mennyiségének egyonteti,
szignifikans csokkenését tapasztaltuk, mely korrelalt az alacsonyabb 6ssz-HDL antioxidans
kapacitassal és arilészteraz aktivitassal. Az arilészteraz aktivitas a legerésebb kapcsolatban a
kis HDL aranyaval allt, ami jol mutatja a HDL szubfrakcidkon beliill a PON1 elsddleges
lokalizaciojat. Ugyanerre utal a specifikus-HDL antioxidans kapacitds asszocidcidja a kis
HDL/nagy HDL aranyaval, hangstlyozva a kisméreti HDL frakciok szerepét az LDL
oxidacidjaval szembeni védelemben. Elséként mutattuk ki egyidejlileg az oxLDL direkt és a
PONT aktivitas inverz kapcsolatat a csokkent nagy és emelkedett kozepes HDL arannyal SLE-
sekben. Az oxLDL korrelécidja a fenti szubpopuldciokkal szintén a betegek kevésbé hatékony
RCT-jara utal, melyben a gyullad4s hatasara csokkent paraoxonaz aktivitds miatt romld
antioxidans védelemnek is szerepe lehet. Egy kordbbi tanulményban szintén SLE-s betegek
HDL frakcioéit vizsgaltak, és nagyobb atlagos HDL méret mellett a kis HDL csokkent aranyat
észlelték [138]. Ezzel szemben cukorbeteg néknél a kis a3 partikulumok emelkedett
mennyisége pozitivan, mig a csdkkent mennyiségli nagy HDL negativan korrelalt a betegek
leirtak. Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy az A-SAA-HDL a denz HDL3 frakci6 egyik
alkotdja, de mérete nagyobb az egészséges HDL3-énal, tgymond ,belog” a HDL2
mérettartomanyaba. Igy a HDL szubpopulaciok elkiilonitésére alkalmazott modszer (siiriiség
vagy méret szerinti szeparalas) fliggvényében ez az akut fazis HDL hol a denz, hol a nagyobb
méretll frakciok tartomdnydba keriil bemérésre, s igy latszolag ellentmondd eredményekhez
vezet. Napjainkban igyekeznek megallapitani a HDL szubfrakciok meghatarozasanak klinikai

hasznossagat a koronariabetegek kockdzatbecslésében. A metaanalizis azt mutatta, hogy a
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HDL3 a koronaria-betegség kialakulasanak 24%-kal alacsonyabb kockazataval jar egyiitt, mig
a HDL2 nem mutatott hasonl6 dsszefliggést. A TRIUMPH illetve IHCS tanulmanyok 36%-kal
illetve 35%-kal alacsonyabb mortalitasi és AMI kockéazatot igazoltak a kdzépsé HDL3 6todbe
tartozok szdmara szemben a legalacsonyabb 6tddbe tartozok rizikojaval. Ugyanakkor egyik
vizsgalat sem talalt osszefliggést a HDL2 és 6ssz-HDL koncentraci6 valamint a fenti mortalitasi
¢s morbiditdsi adatok kozott. A Gofman Livermore Kohorsz - mely a leghosszabb ideje (53
éve) folyd HDL szubfrakciok és kardiovaszkularis mortalitas kapcsolatat kutato vizsgalat - azt
az ¢lettartama a tobbivel Osszehasonlitva, akiknek igy 70%-kal nagyobb az esélyiik a 85.
¢letéviik betoltésére [140].

Az ¢érelmeszesedés rizikotényezdinek meghatdrozdsa azt a célt szolgédlja, hogy
hatékonyabb kockézatbecsléssel azonositsuk a veszélyeztetett csoportokat, és megfeleld
stratégiat dolgozzunk ki a kardiovaszkularis események el6forduldsdnak csokkentésére. A
szisztémds autoimmun megbetegedésben szenveddk esetében a gyulladas jelentds betegség-
specifikus kardiovaszkularis kockézattal jar, melyre a gondoz6 orvosoknak kiilon figyelemmel
kell lenni. A hagyomanyosan alkalmazott LDL ¢s triglicerid szint csokkentd szerek kisebb vagy
nagyobb mértéki HDL-C szint emeld hatassal is rendelkeznek (1-30%), és igéretes kisérletek
folynak ApoA-I mimetikus peptidek terdpids alkalmazédsaval is. Az érelmeszesedés
progressziojanak lassitasa azonban nem lehet sikeres a fennallo gyulladas szoros kontrollja
nélkiil, melyet szerencsére egyre szélesed6 gyogyszeres paletta tamogat. Az egyes
készitmények gyulladascsokkentd potencialja mellett lipoproteinekre kifejtett hatdsuk sem
egységes, s ez is szempont lehet a gydgyszer megvalasztdsdnal. Eredményeink arra is
ramutatnak, hogy mas megkdzelitést igényelnek a fiatal, aktiv betegség lefolyasu paciensek,
akiknél a fennall6 gyulladas és a lupuszos mintat kovetd diszlipidémia 4ll a kozéppontban, mint

az 1ddsebb, tulstlyos, tobbnyire menopauza utan levd, hagyomanyos diszlipidémia mintazatot
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mutaté betegek. Ezért a hagyomanyos lipoprotein osztalyok vizsgdlata mellett a HDL
mindségét jellemzd uj biomarkerek, azaz a HDL antioxidans kapacitas, a HDL szubpopuléaciok
megoszlasa és a PON1 aktivitas fontos kiegészité informaciokkal szolgalhatnak az SLE-s
betegek kardiovaszkuldris rizikdjara vonatkozdan, és a gyulladascsokkentd kezelés
hatékonysaganak kovetésében is szerepiik lehet. Az iddben megkezdett és személyre szabott

kezelés pedig tovabb javithatja az SLE-s betegek morbiditési és mortalitasi mutatoit.
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7. OSSZEFOGLALAS

A HDL antioxidans tulajdonsaganak mérésére szamos nem standardizalt modszer 1étezik,
de a hasznalatukkal nyert eredmények a reakciok eltérései miatt gyakran ellentmondasosak. Az
altalunk kidolgozott modszer a HDL antioxidans kapacitdas mérése a hem indukalt LDL
oxidacio soran alkalmas nagyszamu, nagymértékben eltérd antioxidans aktivitdsi HDL minta
vizsgalatara, beleeértve az egészséges ¢és diszfunkciondlis HDL-t valamint a HDL
szubpopulaciokat is. A fiziologids prooxidans alkalmazasdnak koszonhetéen a teszt
koriilményei a kordbbiaknal jobban hasonlitanak az in vivo lejatsz6dé folyamatra, és a modszer
standardizalasa miatt az eredmények jol reprodukalhatok.

Vizsgaltuk tovabba SLE-s betegek megndvekedett kardiovaszkularis mortalitadsanak
hagyomanyos és betegség-specifikus rizikéfaktorait. Erdeklédésiink kozéppontjaban a
gyulladas és a HDL antioxidans kapacitésa, illetve a HDL szubpopulaciok kozott fennalld
kapcsolat allt. Fiatal SLE-s betegeink esetében a betegség-specifikus rizikotényezok jelenléte
dominalt. Valamennyi vizsgalt gyulladdsos marker (We, CRP, SAA, IL-6, MCP-1, IC) szintje
¢s a betegségaktivitds (SLEDAI) is emelkedett volt, és kapcsolatot mutatott a magasabb oxLDL
szinttel, a csokkent 6ssz-HDL antioxidans kapacitassal illetve HDL-C szinttel, mely egyarant
érintette valamennyi HDL frakciét. A HDL antioxidans kapacitasa és a kis denz HDL
koncentracioja pozitivan korreldlt a HDL 6 antioxidans enzimének, a PON1-nek arilészteraz
aktivitasaval. Az 6ssz-HDL antioxidans kapacitas fiiggetlen prediktorai az arilészteraz aktivitas
¢s a We voltak. Eredményeink arra utalnak, hogy SLE-ben a szisztémas gyulladas a HDL
mennyiségének csokkentése mellett antioxidans funkcidjat is rontja, gyengitve antiaterogén
hatasat, és ezaltal hozzajarul az SLE-s betegek fokozott kardiovaszkularis rizikéjahoz. igy a
HDL antioxidans kapacitds, a szubpopuldcidk megoszlasa és a PON1 aktivitds a betegek

kardiovaszkularis rizikobecslését pontositd ) biomarkerekként szolgalhatnak.
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8. SUMMARY

There are several non-standardized tests for the measurement of HDL antioxidant property,
but because of alterations of reactions the results gained by their use are diverse, sometimes
contradictory. The method, we developed for testing HDL antioxidant capacity during the hem-
induced LDL oxidation is suitable for evaluation of a number of HDL samples with highly
different antioxidant activity, healthy and dysfunctional HDLs and their subpopulations
included. With the use of hemin, a physiological pro-oxidant, the test conditions approximate
better in vivo reactions than previous techniques, and since our method is standardized the
results are reproducible.

Henceforth we studied the traditional and disease specific risk factors of increased
cardiovascular mortality in patients with SLE. The centre of our interest was the relationship
between inflammation and HDL antioxidant capacity and HDL subpopulations. In our young
patients with SLE, presence of disease specific risk agents was predominant. Concentrations of
all the examined disease markers and disease activity (SLEDAI) were elevated and were related
with higher oxLDL level, decreased total HDL antioxidant capacity and HDL-C level, the latter
affected equally all HDL subfractions. HDL antioxidant capacity and concentration of small
dens HDL correlated positively with arylesterase activity of PON1, main antioxidant enzyme
of HDL. Independent predictors of total-HDL antioxidant capacity were PONI arylesterase
activity and erythrocyte sedimentation rate. Our results suggest that systemic inflammation
present in SLE not just decrease the amount of HDL, but damages its antioxidant function,
impairing its anti-atherogenic effect, thus contribute to the elevated cardiovascular risk of
patients. Therefore HDL antioxidant capacity, subpopulation distribution and PON1 activity
can serve as new biomarkers of more specified cardiovascular risk estimation in patients with

SLE.
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E-mail: publikaciok@]lib.unideb.hu # Honlap: www.lib.unideb.hu
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10. TARGYSZAVAK

érelmeszesedés, kardiovaszkularis rizik6, HDL antioxidans kapacitas, diszfunkcionalis HDL,
paraoxonaz, HDL szubpopuléciok, SLE, gyulladdsos markerek, szérum amyloid A, interleukin-

6, monocita kemotaktikus protein-1, oxLDL

atherosclerosis, cardiovascular risk, HDL antioxidant capacity, dysfunctional HDL,
paraoxonase, HDL subpopulations, SLE, inflammatory markers, serum amyloid A,

interleukine-6, monocyte chemotactic protein-1, oxLDL
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Eziton szeretném kifejezni haldmat Paragh Gyorgy Professzor Urnak, témavezetémnek,
aki nemcsak lehetdvé tette, hogy a Belgyogyaszati Intézet Anyagcesere Betegségek Tanszékén
dolgozzak, de iranyitasaval bekapcsolodhattam az ott folyd tudomanyos kutatasba is.
Koszonettel tartozom Szegedi Gyula Professzor Urnak jelen kutatas alapotletéért, valamint
Zeher Margit Professzorndnek és Tarr Tiinde Adjunktusnének az Immunolégia Tanszékkel
valo6 egyiittmiikodés lehetové tételéért.

A laboratoériumi munka mindennapos problémadinak lekiizdésében mindig szamithattam dr.
Seres Ildiko tdmogatasara és tlirelmére, amiért nagyon hdlas vagyok. Cikkeim, el6adisaim
tarsszerzOinek, valamint az anyagcsere munkacsoport minden tagjanak, kiilonosképpen
Harangi Mariann Docensndnek és dr. Lorincz Hajnalkannak kosz6ndm a kutatdsaimhoz és azok
publikilasahoz nyujtott segitséget. Koszonom Muszbek Laszlé Professzor Urnak a
modszerbeallitas kivitelezésére vonatkozod értékes tanacsait, Balla Jozsef Professzor Urnak,
hogy munkam soran hasznalhattam az irdnyitasa alatt 4ll6 kutatélabor eszkozeit, valamint dr.
Nagy Emokének és Barna Erikdnak az ahhoz nyujtott technikai segitséget. Halds vagyok
tovabba Karanyi Zsoltnak, aki a statisztikai szdmitasokhoz nyujtott segitd kezet.

Végiil szeretnék koszonetet mondani csalddomnak és barataimnak, hogy mindvégig

mellettem alltak, tdmogattak.

Az értekezés a TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0031, a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és
Innovaciés Alap (OTKA 115723), valamint a GINOP-2.3.3-15-2016-00005 szamu projektek
tamogatasaval késziilt. A projektek az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai Regiondlis

Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval valosultak meg.

89



12. FUGGELEK

A PhD értekezés alapjdt képezo kutatasokban és publikdciokban végzett sajdat munka

A tanulmanyok alapétlete, valamint az SLE-s betegek vizsgélatanak tervezete
témavezetém, Szegedi Gyula Professzor Ur, illetve Harangi Mariann docensnd és dr. Seres
Ildiké munkdja. A médszerbeallitas és standardizalas kisérleteit és azok statisztikai elemzését
(a Deming ¢és Passing-Bablok regresszio kivételével) egyediil végeztem, a publikacid elsd
valtozatat én irtam, végleges formajanak kialakitasaban szerzdtarsaim is segitségemre voltak.
A maésodik tanulmény SLE-s betegeit Tarr Tiinde Adjunktusnd valasztotta be, mig illesztett
egészséges kontrolljaikat részben Borbas Viktor Doktor Ur, részben magam vélasztottam. Az
SLE-s betegek ¢s kontrolljaik adatait magam gytjtdttem és dolgoztam fel, HDL antioxidans
kapacitasat illetve egyes gyulladdsos markerek szintjét szintén én mértem, (masokat dr. Lorincz
Hajnalka illetve az anyagcserelabor munkatarsai) a HDL szubfrakciok eloszlasat és a PON
aktivitast dr. Lorincz Hajnalka hatarozta meg, az adatok statisztikai elemzését segitséggel
végeztem (Kardnyi Zsolt, dr. Seres Ildiko), a publikacio elsd valtozatat én irtam, végleges

formajanak kialakitasaban szerztarsaim segitettek.
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