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BEVEZETES

Hazankban a sziv-érrendszeri megbetegedések évek ota vezetik a haldloki
statisztikdkat, de az Eurdpai Unid orszagainak dsszesitett mortalitasi adatai kdzott is
az eldkeld masodik helyet foglaljak el. Az e betegségcsoportba tartozd gyakoribb
korképek (pl. szivinfarktus, stroke) érelmeszesedés talajan fejlodnek ki. A legujabb
elméleti megkozelitések szerint az ateroszklerdzis kialakulasaért az érfalban fellépd,
tartésan fennalldo enyhe gyulladas felelés, mely az id6ék soran egyre sulyosabb
szerkezeti és funkcionalis eltérésekhez vezet. A folyamat f6ként modosult endogén
anyagok hatasara kezddédik, melyek a velesziiletett és szerzett immunrendszer
valaszat valtjak ki, és a vaszkularis homeosztazis felboruldsdhoz vezetnek. Az
immunvélaszt indukalé mdodosult endogén anyagok k6zott kiemelt szereppel bir az
oxidalt low-density lipoprotein (oxLDL), melyben kiilonb6z6 citotoxikus hatasa
lipid oxidacios termékek — lipid-hidroperoxidok, -aldehidek és -karbonilok —
kumulalédnak. Az oxidativ agensek keletkezésében szerepet jatszik az endotél és
makrofag sejtek altal termelt lipoxigenaz, mely tobbszordsen telitetlen zsirsavakat
konvertal lipid-peroxidokka, az aktivalt mononuklearis sejtek 4ltal termelt
myeloperoxiddz (MPO), ami tirozil gydkoket, hipokldrsavat, kloramint €s nitritet
termel, de az LDL lipid tartalmanak oxidéciojat reaktiv szabad gyokok (ROS) és
katalitikusan aktiv fémionok is kivalthatjadk. A vas nagy mennyiségben van jelen a
keringésben, mint a vorosvértestekben talalhaté hem alkotoeleme. Igazoltak, hogy a
vordsvértestek lizise soran az érpalyaban a methemoglobinbol kdnnyen felszabadul
a hem, mely hidrofob jellegének koszonhetéen be tud 1épni az LDL-be, hem
oxigenaz-1 (HO-1) és ferritin termelést indukal. A HO-1 felszabaditja a vasat,
melyet a ferritin kot meg, ezaltal védve ki a szabad vas erds oxidativ sajatossagat.
Amennyiben a felszabadult vas megkotése nem torténik meg, az oxidativ termékek
keletkezéséhez vezet. Az ateroszklerotikus plakkokban megnovekedett mennyiségii
katalitikusan aktiv vas és ferritin jelenlétét észlelték, és eléfordulasuk osszefiiggést

mutatott a fennall6 kardiovaszkularis betegségekkel.

3



Az oxidalt LDL az endotél sejtekre a lektin-szerii oxXLDL receptor-1-n
(LOX-1) és a CD36 scavenger receptoron keresztiil fejti ki hatasat: fokozza a LOX-
1 és a vaszkularis adhéziés molekuldk expresszidjat, a monocita kemotaktikus
protein (MCP-1) felszabadulasat, tovabba az endotél nitrogén monoxid szintiz
expresszio gatlasa és a ROS termelés fokozasa révén csokkenti a nitrogén monoxid
biologiai hozzaférhetéségét, emellett endotélsejt apoptozist is kivalt. A
kemotaktikus és sejtadhéziés molekulak indukaljak a keringd monocitak és T-
limfocitak érfali intima rétegbe vandorolasat, ahol a limfocitak altal termelt
citokinek hatdsdra a monocitdk makrofagokka differencidlodnak. A makrofagok,
valamint a szintén idevandorl6 vaszkularis simaizom sejtek scavenger receptoraikon
keresztiil oxLDL-t vesznek fel, mely szdmos aterogén iranyba haté folyamatot
indukal, koztiik a sejtek gyulladasos mediatorainak termelését. Az érelmeszesedés
korai makroszkopos morfologiai eltérései kozé tartozik a ,zsiros csikok”
megjelenése az érfalban, melyeket az intima rétegben felszaporodo habos sejtek,
azaz az oxLDL-lel zsufolasig telt makrofagok alkotnak.

Szervezetink az LDL oxidacidja ellen egy masik lipoprotein, a high-
density lipoprotein (HDL) segitségével védekezik. A HDL a legkisebb méretii, és
nagy fehérjetartalmanak (35-65%) kdszonhetden egyben a legnagyobb siirtiségii
lipoprotein, mely foszfolipideket, nem észterifikalt koleszterint és fehérjéket
tartalmazo egyrétegti kiils6 hidrofil burokbol, és foként koleszterin-észtereket,
kisebb mennyiségben triglicerideket (TG) tartalmazé hidrofob magbdl épiil fel. A
HDL mai ismereteink szerint legalabb 80 féle fehérjét hordoz. A szerkezeti fehérjék
mellett megtalalhatok az antioxidans és a reverz koleszterin transzportban (RCT)
résztvevo enzimek €s egyes akut fazis fehérjék is. FO strukturalis fehérjéje a csaknem
minden HDL alosztalyon el6forduld, féként a majban és belekben szintetizal6do
apolipoprotein A-I (ApoA-I), mely a HDL szintézis és a RCT kiindulasi molekulaja,
antioxidans, gyulladascsokkentd és antiaterogén hatdssal bir. A HDL tobb
antioxidans enzime koziil részben mennyisége, részben aktivitdsa miatt elsdsorban

a human paraoxonaz 1 (PONI1) felelés az LDL oxidacio gatlasaért. Ennek
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mechanizmusa egyrészt az oxidalt lipidek - mint a lipid-hidroperoxidok (LOOH) és
lizofoszfatidilkolin - atszallitasa az oxLDL-r61 a HDL-re, masrészt LOOH-k
inaktivalasa hidrolizalasuk révén. A PON1 emellett mas szubsztratokat is hidrolizal,
koztiik a szintén aterogén homocisztein-tiolaktont, és a szerves foszfat metabolitok
kozé tartozo paraoxont. Az enzim miikodéséhez az intakt szerkezetli HDL nyujtotta
makromolekularis kozeg és az ApoA-I jelenléte egyarant sziikséges. Koncentracioja
és aktivitdsa, mely kiilonboz6 szubsztratokkal szemben eltéré, nagy egyéni
kiilonbségeket mutat. Aktivitasat foként a QI192R és L55M polimorfizmusok
hatdrozzak meg, de a genotipus jelentds variabilitdsa miatt a mindennapi
gyakorlatban a fenotipus meghatarozasa bir nagyobb jelentdséggel.

A HDL részecskék nem egységesek, szubpopulacidra tagolddnak, melyek
méretlikben, stirliségiikben, elektromos tdltéstikben, lipid és fehérje osszetételiikben,
¢és funkcioikban is kiilonboznek, és a HDL érési folyamata soran alakulnak at
egymasba. Osztalyozasuk is heterogén, az elvalasztasukra alkalmazott modszertdl
figg. A leggyakrabban alkalmazott siriiség-gradiens ultracentrifugalassal ill.
gradiens gélelektroforézissel méret és siiriség szerinti sorrendben a 2b > 2a > 3a >
3b > 3c frakcidk kiilonithet6k el. A PONI és mads antioxidans enzimek nem
egyforman oszlanak meg a HDL szubpopulaciokon, hanem elsésorban a denz
HDL3, azon beliill is a HDL3c¢ részecskéken fordulnak €lo.

A populacios tanulmanyokbol régota ismert, hogy a HDL koleszterin szint
inverz kapcsolatban all a koronaria betegségek kockazataval. Ugyanakkor egyes
kiilonbozik az atlagnépességétdl, mivel HDL-iik sokkal eredményesebben védi ki a
foszfolipidek oxidacigjat. Ezzel szemben familiaris hiper-alfalipoproteinémiaban a
megnovekedett HDL-C szint a HDL alosztalyok csokkent antioxidans aktivitasat
kompenzalja, mig akut vagy kronikus gyulladassal jar6 megbetegedésekben a
normalis HDL szint gyakran csokkent antiaterogén tulajdonséagot, diszfunkciondlis

HDL-t takar. Koronariabetegek korében végzett vizsgalat soran annak ellenére,



hogy a lipidek koncentracidja a normal tartomanyban volt, a betegek tdbbségének
HDL-e nem védte az LDL-t az oxidaciotol, azaz proinflammatorikus volt (piHDL).

Gyulladas soran a felszabaduld szabadgyokok, enzimek, lipid oxidacids
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. A HDL lipidom oxidaciojaval lipid-
hidroperoxidok képzddnek, az oxHDL koleszterin-észter tartalma a csdkkent lecitin-
koleszterin acil-transzferaz aktivitasnak koszonhetéen alacsonyabb, hasonléan
foszfatidilkolin tartalmahoz, mig a lizofoszfatidilkolinok mennyisége né. Mindez
csokkenti a lipid burok fluiditasat, és a koleszterin efflux kapacitds romlasaval jar.
A HDL konstitucionalis fehérjéinek mennyisége és aktivitasa a diszfunkcionalis
HDL-ben alacsonyabb. Ennek részben csokkent szintézisiik az oka, mivel a
gyulladas soran eldtérbe keriil az akut fazis fehérjék termelése, részben pedig az
elszenvedett oxidativ szerkezeti modosulas, mely fiziologids funkcidik
karosodasahoz vezet. A kiilonbz6 oxidans hatasok az ApoA-I és ApoA-II mas-mas
gyokeit modositjak, valamint keresztkotések johetnek 1étre a molekulak kozott. 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
koz¢ tartozik a szérum amyloid A (SAA), a céruloplazmin, ApoC-III, a hemoglobin
és kotofehérjéi, a haptoglobin és hemopexin, melyek részben sajat
proinflammatorikus hatasuknal fogva, részben pedig antiinflammatorikus fehérjék
HDL-16]1 valé leszoritasa révén jarulnak hozza a HDL antiaterogén funkcidjanak
csokkenéséhez.

In vitro kisérletekkel bizonyitottak, hogy a HDL és lipidtartalma kdnnyen
oxidalhaté, immunhisztokémiai vizsgalatokkal pedig igazoltak az oxidalt HDL,
ApoA-I és ApoA-II jelenlétét az ateroszklerdzisos érfalban. Az oxHDL antiaterogén
funkcidinak valtozé mértékii deficitjét allatkisérletes modellekben és human
betegcsoportokban is kimutattak. A diszfunkcionalis HDL képzddése szempontjabol

dontd fontossagu a gyulladasos mili6 jelenléte. Kronikus gyulladassal jaro korképek
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koziil tobbek kozott koszoruér-betegségben, akut koronaria szindromaban, akut
stroke-ban, 2-es tipusu cukorbetegségben, metabolikus szindromaban, kréonikus
veseelégtelenségben, reumatoid artritiszben, szisztémas szklerézisban, Crohn-
betegségben, obstruktiv alvasi apnoéban észlelték diszfunkcionalis HDL jelenlétét.
Az egyes korképekben a HDL mennyiségében és funkcidjaban bekovetkezd
valtozasok nem feltétleniil aranyosan érintik a kiilonbdzé HDL frakciokat. Obez
ndket vizsgalva szignifikansan kevesebb volt a nagy, és tobb a kozepes HDL
aranyuk, mint a normal testsulytaké, mig kis HDL szintjikkben nem volt eltérés.
Metabolikus szindroméaban szenved6k HDL3c részecskéinek endotél sejtekre
gyakorolt antiapoptotikus aktivitasa 35%-kal elmaradt az egészségesekétdl, melynek
hatterében e részecskék megnovekedett triglicerid és csokkent koleszterin-észter
tartalma igazolodott. Ezek a megfigyelések a HDL mennyiségi meghatdrozasa
mellett funkcionalitas vizsgalatanak jelentdségét hangstlyozzak.

A HDL szamos antiaterogén tulajdonsaga koziil az antioxidans hatésa az,
melynek révén képes megakadalyozni a gyulladasos mediatorok altal kivaltott LDL
oxidaciot, semlegesiti a mar oxidalt lipideket, és sajat szerkezeti elemeit is védi az
oxidativ modosuldsoktdl, igy gatolja az érelmeszesedés kiindulési 1épését. A HDL
antioxidans tulajdonsaganak a kutatasokban eddig alkalmazott vizsgélati modszerei
sokszintiek, akarcsak az altaluk nyert eredmények. A tesztek kozds jellemzdje, hogy
valamely prooxidans alkalmazasaval oxidaljak az LDL-t, 6sszehasonlitjak a reakcid
soran LDL jelenlétében kapott eredményeket a HDL-t is tartalmazo reakcioeleggyel
nyert adatokkal, és ezek kiilonbségével jellemzik a HDL antioxidans hatasat.
Azonban az alkalmazott modszer tipusa (sejtes-sejtmentes, végpontos-kinetikus), az
LDL:HDL arany, a HDL szeparalas modja, valamint a prooxidans tipusa és
koncentracidja végletesen meghatarozhatja az eredményként kapott értékeket. A
korébbi tanulmanyokban alkalmazott prooxidansok kdzt van olyan, ami biztosan
nincs jelen a szubendotelidlis térben (pl. AAPH - 2,2'-azo-bis-(2-amidinopropan)
dihidroklorid), mig méasok kimutathatdk, de szerepiik még nem kelléen tisztazott az

érelmeszesedésben (pl. Cu®"). A tesztekben mutatkozo eltérések akar azonos tipust
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vizsgéalati csoportok vonatkozasaban egyszerre vezettek egybevago s szélsdségesen
eltéré adatokhoz. Standardizalas hidnyaban pedig eléfordult, hogy ugyanaz a teszt
masik kutatocsoport altal alkalmazva 1ényegesen eltéré mérési eredményekhez és
végkovetkeztetésekhez juttatta a felhasznalokat. Bar Balla J. és mtsai részletesen
igazoltdk a hembdl felszabaduld szabad wvas, mint oxidans szerepét az
érelmeszesedés folyamataban, azonban a HDL antioxidans hatasat vizsgalod
kisérletekben a hemet tudomasunk szerint még nem alkalmaztak. Az el6zéek miatt
lattuk sziikségesnek a HDL antioxidans kapacitas mérésére az in vivo oxidacio
koriilményeit jobban reprezentald Gj modszer kifejlesztését és standardizalasat.

A HDL gyulladas okozta funkcionalis karosodasa legvalosziniibb a kifejezett
tartds szisztémads gyulladassal jellemzett korallapotokban. Ez 4ll fenn a szisztémas
autoimmun megbetegedések esetén, melyek koziil az egyik leggyakoribb a
szisztémas lupus erythematosus (SLE). SLE-ben a kardiovaszkularis morbiditas és
mortalitds jelentdsen meghaladja az atlagnépességét, annak 6-9-szerese.
Korcsoportonkénti bontasban vizsgalva azonban a kockazat joval nagyobb is lehet,
a 35-44 éves nék szamara a betegség fennallasa 52-szeres miokardialis infarktus
rizikot jelent. A betegek érelmeszesedésének folyamata felgyorsult, melyet a
megnovekedett carotis intima-media vastagsdg, carotis plakkok jelenléte, endotél
diszfunkcio, és az artéria brachialis megromlott aramlasfiiggd dilatacioja jelez. Bar
a pacienseknél nagyobb aranyban fordulnak elé a hagyomanyos kardiovaszkularis
rizikofaktorok, ezek onmagukban nem nyujtanak kell6 magyarazatot a felgyorsult
érelmeszesedésre, igy annak kialakulasaban betegség-specifikus, a gyulladassal
Osszefiiggd kockazati tényezOk szerepe is felmeriilt.

A gyulladas az SLE-nek és az érelmeszesedésnek egyarant kulcsfontossagi
tényezdje. Az autoimmun kérképeket az ateroszklerdzishoz hasonléan a Th1/Th2
limfocita egyensuly Th1 iranyba valo eltolddasa jellemzi, melyet makrofag aktivacio
és gyulladasos citokinek felszabaduldsa kisér. Szisztémas gyulladas esetén a
keringésben jelen levé gyulladdsos medidtorok az érfalban is gyulladast

provokalhatnak, mely az érelmeszesedés ,low grade inflammation”elméletével
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Osszhangban hozzajarulhat a betegekben észlelt felgyorsult érelmeszesedés
kialakuldsdhoz. Az akut fazis fehérjék koziil a C-reaktiv protein (CRP), SAA
megnovekedett szintjét és magasabb vorosvértest siillyedés (We) értékeket irtak le
SLE-s betegekben, valamint emelkedett MCP-1 ¢és interleukin-6 (IL-6)
koncentraciokat, melyek pozitiv korrelaciéban alltak a koronaria kalcifikacio
mértékével. Az SAA SLE-ben érzékenyebb markere a gyulladasnak, mint a CRP.
HDL-hez kétédve funkcionalis deficittel jaro szerkezeti valtozast idéz el6, mely a
vaszkularis simaizomsejtek MCP-1 termelésének csokkent gatlasaban nyilvanul
meg. A HDL antioxidans védelme is sériil, a szérum Ossz-antioxidans kapacitasa
mellett f6 antioxidans enzimének, a PON1-nek az aktivitasat tobb vizsgalatban is
alacsonyabbnak talaltak az SLE-s betegekben, mint egészséges tarsaikban.
Elséként McMahon M. és mtsai vizsgaltdk SLE-ben szenveddk korében a
HDL antioxidans tulajdonsagat, ¢és meghataroztdk a piHDL eléfordulasi
gyakorisagat, mely betegeiknél 45-48% volt, és Osszefliggést talaltak a piHDL
jelenléte valamint a koronaria-betegség ¢s a szubklinikus ateroszklerdzis
eléfordulasa, illetve egyes gyulladasos markerek szintje kozott. A HDL
megvaltozott antiaterogén hatdsanak hatterében felmeriilt a szubpopulaciok
aranyanak valtozasa, illetve egyes frakciok fokozott érintettségének lehetdsége is.
Mostandig azonban csak néhany tanulmény vizsgalta a HDL alosztalyok eloszlasat
SLE-ben, és a kapott eredmények ellentmondédsosak. Hua X és mtsai a kis HDL
(sHDL) mennyiségét kevesebbnek talalta az SLE-s betegekben, mint egészséges
tarsaikban. Ugyanakkor egy 69 SLE-s beteget tartalmaz6 csoportban a sHDL
részecskék pozitiv korrelacioban alltak a carotis intima-media vastagsadggal és a
komplement szintekkel. A fentiek jol illusztraljak, hogy bar tobb tanulmany
foglalkozott mar az SLE-ben tapasztalhat6 felgyorsult érelmeszesedés hatterének
vizsgélataval, a fenndllo gyulladasnak és a HDL mindségi valtozasanak, azaz a
diszfunkcionalis HDL-nek és az esetleges szubpopulacios valtozasoknak az egyiittes

szerepét még nem sikeriilt tisztazni a folyamatban.



CELKITUZESEK

1. A HDL antioxidans kapacitasanak vizsgalatara olyan mddszer kidolgozésa,
mely a korabban alkalmazott tesztekkel Osszehasonlitva jobban

megkozeliti az in vivo LDL-HDL kolcsonhatast.

2. Az éltalunk kidolgozott mddszerrel - a hem-indukalt LDL-oxidacio
modszerével - végzett HDL antioxidans kapacitas mérés standardizalasa az

érvényes laboratoriumi guideline-ok alapjan.

3. Moddszeriinkkel egészséges személyek HDL-jeinek, illetve azok
szubfrakcioinak antioxidans kapacitas vizsgalata, és a kapott eredmények

Osszevetése korabbi, mas tesztekkel nyert eredményekkel.

4. SLE-s betegek ¢és egészséges kontrolljaik lipidprofiljanak, HDL
antioxidans kapacitasanak, a HDL alosztalyok, és egyes HDL asszocialt
fehérjék (ApoA-I, PON1, SAA) mennyiségének illetve aktivitasdnak
meghatarozasaval HDL-jiik kvantitativ és kvalitativ jellemezése, a

csoportok eredményeinek 0sszehasonlitasa.

5. Az SLE-s betegekben fennalld szisztémas gyulladas jellemzése a
gyulladasos markerek (CRP, We, SAA, IL-6, MCP-1) és betegségaktivitasi

index (SLEDAI) meghatarozasa révén.

6. A gyulladasos markerek valamint a HDL mennyiségi és mindségi jellemzdi
kozott fennalld kapcsolatok elemzése, kiilonds tekintettel a HDL

antioxidans kapacitadsat meghatarozo tényezokre.
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BETEGEK ES MODSZEREK

A résgtvevok  kivalasztasa a HDL  antioxiddns kapacitis mérésének
standardizalasahoz illetve az egészségesek HDL-ének és szubfrakcioiknak
antioxiddns kapacitds vizsgdlataihoz

A tanulmanyban 53 fiatal (19-44 év) egészséges Onkéntes vett részt,
akiknél veseelégtelenség, majbetegség, kardiovaszkularis megbetegedés valamint

diszlipidémia nem allt fenn.

SLE-s betegek és kontrolljaik kivalasztisa

A Debreceni Egyetem Belgyogydszati Intézetének Immunologia
Tanszékén kezelt 51 SLE-s beteget (atlagéletkoruk 31,82 + 6,40 év; 44 no és 7 férfi;
atlagos betegségtartamuk 6,59 £ 5,26 év), valamint az egészségiigyi dolgozok és
helyi lakosok koziil 49 egészséges kontrollt (atlagéletkoruk 31,8 + 6,81 év; 41 nd és
8 férfi) valasztottunk be. Valamennyi SLE-s beteg teljesitette az SLE diagnosztikus
kritériumait, azaz Amerikai Reumatologus Kollégium altal 1997-ben feliilvizsgalt
diagnosztikai kritériumok koziil legalabb 4 jelen volt naluk. Az SLE-s betegek
betegségaktivitdsait a Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
(SLEDALI) alapjan értékeltiik, atlagértéke a vizsgalat idépontjaban 4,0 [2,0 - 6,0]
volt. A vizsgalatban valo részvétel szempontjabol kizaré kritériumanak szamitott a
veseelégtelenség (GFR< 60 ml/perc/1,73 m?) és a cukorbetegség fennallasa, tovabba
a statinok szedése, mivel ezek modositjdk a HDL antioxidans funkciojat. A
betegeket és kontrollokat korban, nemben és dohanyzasi szokasok tekintetében is
illesztettiik, mert ezek a tényezok szintén hatassal vannak a lipidprofilra és a HDL
antioxidans kapacitdsara.

Mindkét tanulmany résztvevOi a tervezett vizsgéalatokra vonatkozodan
részletes tajékoztatast kaptak, ezt kovetéen részvételi szandékukat beleegyezd
nyilatkozat alairasaval rogzitették. A tanulméanyokat a Debreceni Egyetem

Kutatasetikai Bizottsaga illetve az ETT-TUKEB engedélyezte.
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Vérvétel és rutin laboratoriumi vizsgalatok

A tanulmanyok résztvevoitdl 12 o6ras éhezést kovetden vénas vérvétel
tortént, majd a friss szérumbdl a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina
Intézetében standard laboratoriumi modszerekkel gliikéz, triglicerid, 0Ossz-
koleszterin, LDL-C, HDL-C, ApoA-I, ApoB, hsCRP, We meghatarozast végeztek.
Az SLE-s betegek autoantitest ¢s immunkomplex koncentracioit kereskedelmi
forgalomban kaphat6 enzim-kotott immunoszorbens probakkal (ELISA) a

Regionalis Immunologiai Laborban vizsgaltak.

Gyulladasos markerek meghatdrozdsa
Az SLE-sek ¢s kontrolljaik IL-6, SAA, MCP-1 és oxLDL szintjének

meghatarozasat kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA tesztekkel végeztiik.

A HDL antioxidans kapacitasanak vizsgalata

A tesztben hasznalt LDL-t egészséges oOnkéntest6l szarmazo friss
vérplazmabol, mig a HDL-t a vizsgalt személyek szérumabol egyarant siiriiség-
gradiens ultracentrifugéldssal kiilonitettiik el. Egyénenként 4 ml HDL-t gytijtottiink,
melyet a szubfrakciok vizsgalatanal 8 egymast kovetd 0,5 ml-es frakciokban fogtunk
fel, és a begytijtés sorrendjében szamoztuk (a legkisebb stirtiségii lett az 1. frakcio,
a legnagyobb pedig a 8.), a tobbi esetben a mintakat nem frakcionaltuk. A kiilonb6z6
személyekt6l szarmazoé LDL mintdkat elegyitettiik és valamennyi mérésénél
ugyanazt az elegyet hasznaltuk.

A HDL LDL oxidaciot gatlo hatasat a hem indukalt LDL oxidacié soran
vizsgéltuk oly mddon, hogy meghataroztuk az LDL oxid4cidja soran a maximalis
reakciosebesség eléréséhez sziikséges id6t a propagicios fazisban (ATvmax) €s
Osszehasonlitottuk a HDL jelenlétében mért értékkel. A reakcioelegy HEPES-
puffert (6 mmol/l; pH 7,4; Sigma), hem oldatot (5 pmol/l; Sigma) ¢s LDL-C-t (570
pmol/l), valamint fiziologias sooldatot vagy HDL-C-t (57 pmol/l) tartalmazott. A
kiilonboz6 antioxidans kapacitasi HDL-ek vizsgalatdhoz az 1:10 HDL-C:LDL-C
arany bizonyult optimalisnak. A reakcioelegyet 15 percig 37 °C fokon inkubaltuk,
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majd az oxidaciot hidrogén-peroxid (75 umol/l; Sigma) hozzaadasaval inditottuk be,
ami a hem gylirti felhasitasa és az oxidativ hatast vas kiszabaditdsa révén katalizalja
a reakciot. A fenti végkoncentracidkat az dsszesen 200 pl térfogatt reakcidelegy
tartalmazta. Az LDL oxidacié folyamatit a hem degradacio kovetése révén
monitoroztuk: egy multimodalis microplate olvaséval (Beckman Coulter DTX 880
Multimode 108 Detector) 405 nm-en 5 6ran keresztiil 3 percenként végeztiik
spektrofotometrias méréseket. A reakcio kezdeti, iniciacids szakaszaban még alig
oxidalodik az LDL, ezért a hem mennyisége lassan csokken, majd a propagacios
szakban a nagyfokt oxidaciéo jelentds hem bomlast eredményez, amit az
abszorbancia jelentds csokkenése kisér. Végiil a termindlis fazisban nincs mar
lényeges abszorbancia valtozas, mert a rendelkezésre all6 hem mar elfogyott. A hem
bomlas maximalis reakciosebességének eléréséhez sziikséges 1dot (ATvmax) @
Multimode Analysis Software (Beckman Coulter) szamolta ki. A HDL antioxidans
kapacitast a HDL jelenlétében és hianyaban mért ATy értékek szdzalékos
aranyaval jellemeztiik: 100%-nak tekintettiik az LDL oxidaciojanak AT vmax €rtékét,
és ehhez képest adtuk meg hany % a ATvmax értéke az LDL és HDL egyiittes
jelenlétében. Az egységnyi HDL koleszterin antioxidans hatdsat jellemzd értéket
specifikus HDL antioxidans kapacitasnak neveztiik el. Az 6ssz-HDL antioxidans
kapacitast a szérum HDL koncentracio és a specifikus HDL antioxidans kapacitas
szorzataként szdmoltuk. Az egészséges személyek HDL antioxidans kapacitasanak
meghatarozasanal 41, mig a HDL frakciok vizsgalatanal 8 Onkéntes mintait

teszteltiik. SLE-s tanulmanyunkban 51 beteg és 49 kontroll HDL-ét vizsgaltuk.

A HDL antioxidans kapacitas mérés optimalizdlasa és standardizdaldasa

Tesztiink optimalizalasa céljabol vizsgaltuk eltéréd hem (3—9 pmol/l) és
hidrogén-peroxid (50-125 pmol/l) koncentraciok hatdsat a AT yme és a HDL
antioxidans kapacitas értékére. A modszer pontossagat a Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 148 Wayne, PA) EP5-A2 guideline-ja alapjan
ellendriztiik, 20 napig teszteltiik duplikatumban ugyanazt a két HDL mintat. Az

eredmények linearitasat egyazon HDL minta hdrom kiilonb6z6 frakcidjanak hét
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koncentracid6 mellett. A modszerek osszehasonlitasa soran a tesztiinkkel nyert
eredményeket az irodalomban az LDL oxidacié kovetésére legaltaldnosabban
hasznalt, ezért altalunk ,,gold standard”-nak tekintett konjugalt dién képzddés
monitorozasaval kapott értékekkel vetettiik 0ssze. A hem indukalt LDL oxidacio
soran 30 HDL mintat vizsgaltunk, a hem bomlast és a konjugalt dién képzédést 405
nm-en és 234 nm-en végzett szimultan mérésekkel kdvettiik. Mindkét reakcid esetén
a ATvmact a Multimode Analysis Software kalkulalta. A HDL antioxidans
kapacitast mindkét reakcional a HDL jelenlétében és hidnyaban mért AT yiay értékek

szazalékban kifejezett aranyaval jellemeztiik.

Az SLE-s betegek és kontrolljaik HDL szubfrakcidinak elvilasztisa

A HDL frakcidkat a szérumbdl egy csoves poliakrilamid
gélelekrtoforézisen alapulé moédszerrel (Lipoprint Rendszer, Quantimetrix Corp.,
CA, USA) méretiik alapjan kiilonitettiik el. Az elektroforézist kovetéen a mintdk
szudanfeketével megfestett HDL szubfrakcidinak eloszlasat a Lipoware szoftverrel
(Quantimetrix Corp.) elemeztiik. A teszt soran elvalasztott 10 HDL frakcié harom
nagyobb csoportba: nagy (HDL1-HDL3), kézepes (HDL4- HDL7) és kis (HDL8-

s
ey

crer

A paraoxondz-1 (PON1) aktivitisanak és fenotipus eloszlasanak meghatdrozdsa
A PONI1 paraoxonaz aktivitasat paraoxon (O,0-dieil-O-p-nitrofenilfoszfat,
Sigma), arilészterdz aktivitasat pedig fenilacetdt szubsztrat hidrolizise révén
spektrofotometrids moddszerrel hataroztuk meg. Az enzim aktivitdsat U/l-ben
fejeztiik ki, ahol 1 egységnyi aktivitas percenként 1 pmol szubsztrat hidrolizisének
felelt meg. Az enzim QI92R fenotipus megosziasat a kettds szubsztrat modszerrel
vizsgaltuk. Az 1 molos NaCl jelenlétében hidrolizalt paraoxonnak (so6-stimulalt

aktivitas) a hidrolizalt fenilacetathoz viszonyitott aranya alapjan az embereket a
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harom lehetséges fenotipus (AA-alacsony, AB-kozepes, BB-magas aktivitasu)
egyikébe soroltuk. AA fenotipust allapitottunk meg, ha a hanyados < 3, AB
fenotipust ha > 3 de < 7, BB fenotipust ha > 7.

Statisztikai elemzés

A dichotom 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 Osszehasonlitasat az adatok normal eloszlasa esetén Student-
féle t-probaval, nem normal eloszlasnal Mann-Whitney teszttel végeztiik, a kdzottiik
fennallo kapcsolatokat el6bbi esetben Pearson, utobbiban Spearman korrelacios
koefficienssel jellemeztiik. Szignifikancia szintnek a p < 0,05 értéket valasztottuk.
A HDL antioxidans kapacitds mérés linearitasat linearis regresszios analizissel, a
hem ¢és a hidrogén-peroxid koncentracio valtoztatasanak HDL antioxidans
kapacitasra gyakorolt hatasat tobbszords regresszids analizissel hataroztuk meg.
Szintén  tobbszords regresszidos  analizist  (backward-stepwise = modszert)
alkalmaztunk az 6ssz-HDL antioxidans kapacitast legjobban befolyasolo tényezok
vizsgalatanal. A két kiilonb6z6 modszerrel nyert HDL antioxidans kapacitas
eredményeket Deming és Passing—Bablok regresszidval is Osszehasonlitottuk 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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EREDMENYEK

A HDL antioxidans kapacitas mérés optimalizdlasa és standardizdldasa

Tesztiink optimalizalasa soran a reakcioelegyben alkalmazott hem és
reakcidsebesség eléréséhez sziikséges id6t, azonban mig a hem a HDL antioxidans
kapacitas értékeket is csokkentette (r=-0,71; p<0,0001), addig a hidrogén-peroxid
nem volt hatassal ra (p=0,55). A médszer reprodukadlhatosaganak vizsgéalata soran
az egyes mintak esetében az optimalis hiba 1,87% ¢és 1,72% volt, mig a rutin hiba
4,09% és 4,93%. Az esszé linearitasat tesztelve erés pozitiv korrelaciot talaltunk a
HDL koncentracidja és antioxidans aktivitasa kdzott (£0,98; p<0,0001). A hem
indukalt LDL oxidaci6 és a konjugalt dién mérés mddszereivel nyert HDL
antioxidans kapacitas értékek osszehasonlitasa soran nem talaltunk szignifikans

kiilonbséget az eltéré modszerekkel nyert eredmények kozott (p=0,73).

HDL frakciok és egészséges személyek antioxidans kapacitdsa

Egészséges oOnkéntesek valamennyi HDL frakcioja 6,12%-94,12%-kal
nyUjtotta az LDL oxidacié maximalis reakciosebességének eléréséhez sziikséges
iddt (p<0,05). A novekvd denzitasi HDL frakciok siirtiségiikkel parhuzamosan
(1.frakcio: 115,266,886 % — 8.frakcid: 174,05+£13,38 %) emelkedd antioxidans
kapacitast mutattak. Az egészséges onkéntesek HDL antioxiddns kapacitdsdnak

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

SLE-s betegek és egészséges kontrolljaik hagyomdnyos kardiovaszkularis
rizikotényezdi és gyulladdsos markerei
A csoportok kozott nem mutatkozott kiilonbség testtdomeg-index,
vérnyomasértékek, Ossz-koleszterin, LDL-C és Lp(a) értékek tekintetében. A
betegek vércukor (p<0,001), triglicerid (p=0,005) és ApoB (p<0,05) koncentracidja
szignifikansan magasabb, mig HDL-C (1,26+0,47 mmol/l vs. 1,70+0,45; p<0,001)
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és ApoA-I (1,39+0,35 g/l vs. 1,66+£0,41; p<0,001) szintje alacsonyabb volt a
kontrollndl. Az SLE-s betegek hsCRP (p=0,002), We (p<0,001), SAA (p<0,001),
IL-6 (p=0,002) és MCP-1 (p<0,001) szintje egyarant szignifikansan emelkedett volt,

azonban oxLDL koncentraciojuk nem tért el a kontrollétol.

HDL antioxidans kapacitis, PONI1 aktivitais és fenotipus, valamint HDL
szubfrakciok megoszlisa SLE-s betegekben és kontrolljaikban

A HDL oxidacioval szembeni védd hatasat vizsgalva jelentds szignifikans
0ssz-HDL antioxidans kapacitas csokkenést tapasztaltunk az SLE-s csoportban
(165,82+58,28% vs. 217,71£54,36; p<0,001), mikdzben a betegek specifikus HDL
antioxidans kapacitdsa jelzetten, mégis szignifikdnsan magasabb volt egészséges
tarsaikénal (132,42+8,56% vs. 127,67+4,88; p=0,002).

Az SLE-sek PONI1 arilészteraz aktivitasa szignifikansan alacsonyabb volt,
mint a kontrollé (125,65+26,87 U/l vs. 148,35+£39,34; p=0,001), mig paraoxonaz
aktivitasuk nem kiilonbo6zott. Hogy tisztazzuk, az alacsonyabb arilészteraz aktivitas
hatterében a csokkent HDL szint all-e, meghataroztuk az egységnyi HDL-re jutd
enzimaktivitds mértékét, melyet a PON1/HDL héanyadossal jellemeztiink. Az igy
standardizalt enzimaktivitas a betegekben kismértékben, de szignifikdnsan
magasabb volt a kontrolloknal mértnél (p<0,05).

A PONI1 QI92R fenotipusok koziil a legalacsonyabb enzimaktivitassal
rendelkez6 AA tipus az SLE-s betegek 94%, mig a kontrollok 87,23%-aban, a
kdzepes aktivitasu AB fenotipus a betegek 6%, mig a kontrollok 12,77% -aban volt
jelen. A legnagyobb enzimaktivitast mutatd BB fenotipus egyik csoportban sem volt
kimutathato. A PON1 magasabb enzimaktivitasaért felelds B allél kétszer olyan
gyakori volt az egészséges kontrollok, mint az SLE-s betegek kozott (6,38% vs. 3%).

A HDL szubfrakciok analizise mennyiségiik egyontetli szignifikans
csokkenését mutatta az SLE-sek mintdiban (p<0,01), s nem talaltunk eltérést az
egyes frakcidk megoszlasdban a csoportok kozott, bar a betegekben a kis HDL
mennyisége a nagy HDL-hez viszonyitva (kisHDL/nagyHDL) cs6kkend tendenciat
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mutatott.

Korreldaciok a gyulladas és az oxidativ stressz markerei kozott SLE-s betegekben
és kontrolljaikban

Az SLE-s betegekben mind a HDL-C, mind az 6ssz-HDL antioxidans
kapacitas pozitiv korrelaciét mutatott a PONI1 arilészteraz (r=0,38 ill. r=0,43;
p<0,01) és paraoxondz aktivitasaval. A specifikus-HDL antioxidans kapacitas a
kisHDL/nagyHDL arannyal korrelalt (r=0,38, p<0,01), mig a PONI1 arilészteraz
aktivitasa valamennyi HDL szubpopulacioval pozitiv asszociaciot mutatott, mely a
legkifejezettebb a kis HDL esetében volt (r=0,40; p<0,01). Ugyancsak az SLE-
sekben a paraoxonaz aktivitas pozitivan korrelalt a nagy HDL szazalékos aranyaval
(r=0,35; p=0,01), mig negativan a kdzepes HDL aranyaval (r=-0,38; p<0,01).

Nemcsak a HDL-C, hanem az 6ssz-HDL antioxidans kapacitas is inverz
kapcsolatban allt a vizsgalt gyulladasos markerek szintjével, beleértve a We (r=-
0,42; p<0,01), hsCRP (r=-0,35; p<0,01), IL-6 (r=-0,50; p<0,0001), MCP-1 (r=-0,41;
p<0,0001), és SAA (r=-0,28; p<0,01) értékeit. Emellett az 6ssz-HDL antioxidans
kapacitas az immun-komplex szinttel is negativan korrelalt (r=-0,47, p<0,001), de
ennek ellenére nem talaltunk kapcsolatot a betegség aktivitasi index és az ApoA-I,
HDL-C illetve 6ssz-HDL antioxidans kapacitas kozott.

A SLEDAI-val értékelt betegségaktivitas pozitivan korrelalt az oxLDL
koncentracioval (p=0,01). Emellett a betegek oxLDL szintje az SAA (p<0,05) és
kapcsolatban 4llt. A magasabb oxLDL szint alacsonyabb nagy HDL (p=0,06) és
megnovekedett kozepes HDL arannyal parosult (p<0,01).

Hogy megtudjuk, vajon az egyvaltozos analizis soran észlelt kapcsolatok
figgetlenek-¢ mas laboratoriumi paraméterektdl, tobbszords regresszios analizist
végeztiink az 0ssz-HDL antioxidans kapacitast hasznalva fiiggé valtozoként. Az IL-
6-t, hsCRP-t és MCP-1-t is tartalmazo modellben az 6ssz-HDL antioxidans
kapacitast leginkdbb a PONI arilészteraz aktivitas (p<0,05; B=0,348) ¢és a

vorosvértest siillyedés értéke (p<0,01; 3=0,61) befolyasolta.
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MEGBESZELES

A HDL antioxidans kapacitasanak vizsgalatara nagy mintaszamu csoportok
analizalasara alkalmas tesztre volt sziikségiink, ezért sejtmentes esszét
fejlesztettiink, és kinetikus mérési modot valasztottunk, mellyel az LDL oxidacio
folyamata lépésrol-Iépésre kovethetd. Hemet valasztottunk prooxidansnak, mivel
korabban mar igazoltak a vorosvértestek lizise soran felszabaduld hem, illetve a
beldle kijutod katalitikusan aktiv vas szerepét az LDL oxidacidban. A hem gylri
felhasitasara és a vas kiszabaditdsadra hidrogén-peroxidot alkalmaztuk, melyet a
fagocita sejtek NADPH-dependens oxidéza is szintetizal, igy megtalalhat6 az érfali
gyulladasos milidben. A reakcié soran a hem mennyiségét monitoroztuk, mert
abszorbancidja a lathatd fény spektrumaban 405 nm-en kovethetd. A vizsgalt
HDL-t a minta tisztasdganak érdekében strliség-gradiens ultracentrifugalassal
kiilonitettiik el.

A modszer optimalizalasa soran megallapitottuk, hogy a hidrogén-peroxid
koncentracid novelése, bar csokkenti a maximalis reakcidsebesség eléréséhez
sziikséges 1d6t, nincs szignifikans hatdssal a HDL antioxidans kapacitas értékekre.
fgy koncentracioja sziikség szerint valtoztathato a reakcidelegyben anélkiil, hogy az
befolyasolna a végeredményt, aminek foként erds antioxidans tulajdonsaggal
rendelkezé HDL frakciok vizsgalata soran vehetjiik hasznat. Ezzel szemben a hem
csokkentette a HDL antioxidans kapacitas értékeket is, igy mennyisége a reakcio-
elegyben nem moédosithato.

Tesztlink standardizaldsa soran a guideline altal megkivant modon
bizonyitottuk reprodukéalhatésagat, linearitasat, €s a referencia modszernek tekintett
konjugalt dién méréssel valo Ssszevethetdségét. Esszénk tudomasunk szerint az elsé
standardizalt modszer a HDL antioxidans kapacitasanak meghatarozasara, mely a
fiziologias prooxidans hem alkalmazasanak koszonhetéen a korabbiaknal jobban
kozeliti az in vivo HDL-LDL interakciot is.
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Modszeriinkkel tesztelve egészséges Onkénteseck HDL frakcidinak
antioxidans kapacitasat, az a denzitassal parhuzamosan novekvo értékeket mutatott.
Eredményeink megfelelnek a Kontush és mtsai éltal leirtaknak, akik az LDL
oxidacidja sordn a kiilonbozé denzitasi HDL alosztalyok propagacios fazist
meghosszabbité hatasat a HDL2b < HDL2a < HDL3a < HDL3b < HDL3c
sorrendben, tehat azok siiriségével aranyosan ndvekvOnek talaltak. A vizsgalt
szubpopulaciok 15%-99%-kal, mig esetiinkben 6%-94%-kal nyujtottak meg az LDL
oxidacidhoz sziikséges 1d6t.

Egészséges onkénteseink HDL antioxidans kapacitasa, melyet atlagosan
127,67%-nak mértiink, szintén parhuzamba 4llithatd az irodalmi adatokkal. Egy
egészséges kontroll csoportban az LDL oxidéci6 soran a HDL a propagacids fazist
20%-kal nytjtotta meg, mig két fluoreszcens esszével végzett kisérletben 30%-kal
csokkentette a keletkez6 fluoreszcens szignal mértékeét.

Masodik vizsgalatunkban az SLE-ben megfigyelhetd felgyorsult
érelmeszesedés kialakulasaban szerepet jatszo hagyomanyos és betegség-specifikus
rizikotényezokre fokuszaltunk. Nem mutatkozott kiilonbség beteg és kontroll kozott
BMI és vérnyomas értékek tekintetében, igy fiatal SLE-s betegeinkben az obezitas
és hipertonia még nem jelent meg a kardiovaszkuldris rizikotényezok kozott.
Pécienseink magasabb vércukor szintjének hatterében a steroid terapia mellékhatasat
feltételeztiik. A kordbbi kutatdsok eredményei arra utalnak, hogy a metabolikus
szindroma, és komponensei koziil az elhizas, a magasvérnyomas ¢€s a diszlipidémia
gyakrabban fordulnak elé az SLE-s betegekben, mint egészséges tarsaikban. A
tanulmanyozott populaciok azonban iddsebbek (38-50 ¢év) voltak, hosszabb
betegségtartammal és magasabb kumulativ steroid dézissal, mellékhatasainak
(elhizas, inzulin rezisztencia, hipertéonia) gyakoribb el6forduldsa mellett.
Pécienseink betegségaktivitasa a SLEDAI pontszam alapjan viszonylag magas volt.
Ennek megfelel6en lipoprotein profiljuk a foként az aktiv szakra jellemz6 lupuszos
mintat mutatott emelkedett TG és csokkent HDL-C szinttel, mikdozben 06ssz-

koleszterin, LDL-C ¢és Lp(a) szintjiik nem tért el a kontrollétol. Az SLE-ben
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megfigyelhetd magasabb triglicerid szint a megndvekedett VLDL ¢és kilomikron
koncentracionak koszonhetd, melyet a kilomikron csokkent {litemii lipolizise, €s a
kilomikron-maradék részecskék lassult eltavolitisa magyaraz, s kordbban ennek
hatterében a triglicerideket hasit6 lipoprotein lipdz gyengiilt aktivitasat igazoltak.

Az alacsony HDL-C szint fiiggetlen kardiovaszkularis rizikéfaktor. SLE-
ben a HDL-C koncentracié csokkenésért elsésorban a gyulladas tehetd feleldssé,
melyet alatamaszt, hogy hatékony gyulladascsdkkent6 terapia mellett nemcsak a
betegség tlinetei, hanem a HDL-C szintje is javul, gyakorlatilag normalizalodik.
Betegeink valamennyi vizsgalt gyulladasos markere (We, CRP, IL-6, SAA, MCP-1,
IC) 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 gyulladas hatasara csokkent
ApoA-I koncentracionak koszonhetd, mivel emiatt az ABCA1 dependens
koleszterin kidramlas a periférias sejtekbdl visszaesik, és igy a HDL altal szallitott
koleszterin mennyisége is kevesebb. Tovabbi HDL-C szint csdkkenés forrasa lehet
a szabad koleszterin észteresitésének zavara, melyet a lecitin-koleszterin acil-
transzferdz végez aktivatoranak az ApoA-I-nek jelenlétében, s mely igy kisebb HDL
méret mellett kevésbé hatékony RCT-t eredményez.

A HDL mindségének komplex értékelését az ApoA-I és SAA koncentracio,
PONI1 paraoxonaz és arilészteraz aktivitds, HDL antioxidans kapacitas és a HDL
szubpopulaciok meghatarozasa révén végeztik. Az SLE-sekben a HDL f6
strukturalis fehérjéjének, az ApoA-I-nek mennyiségét a kontrollnal alacsonyabbnak,
mig az akut fazis HDL (A-HDL) jellegzetes komponensének, a SAA-nak a szintjét
joval magasabbnak talaltuk. Az SAA koncentracio a kutatasok szerint a gyulladast
kivalto stimulustol és a citokin aktivacios kaszkad résztvevoitdl fiigg, termelésének
6 induktorai az IL-1, TNF-o és az IL-6. Esetiinkben az IL-6 és SAA kozott igen
erds korrelacio volt megfigyelhetd, igy valoszintisithetd a szerepe a SAA termelés
kivaltasaban. A SAA fokozza a szekretoros foszfolipaz A-2 aktivitasat, mikozben az

A-SAA-HDL 2-3-szor fogékonyabb a hidrolizisre, s ezaltal akar 30%-kal is csokken
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a HDL-C szintje. STEMI-n atesett betegekben - a mi SLE-s populacionkhoz
hasonldan - szignifikansan emelkedett volt a CRP, IL-6 és SAA mennyisége, és a
SAA koncentracidjuk korrelalt a HDL csokkent antioxidans és koleszterin efflux
kapacitasaval. Egészséges populacioban prospektiv vizsgalat soran a keringd
immunkomplex (IC) szintje direkt kapcsolatban allt az akut miokardiélis infarktus
kialakuldsaval, igy az érelmeszesedés kockazati tényezdjének bizonyult. SLE-s
pacienseink IC koncentracidja és Ossz-HDL antioxidans kapacitasa kozott erds
negativ korrelaciot igazoltunk, ami az IC betegség-specifikus kardiovaszkularis
rizikd tényez0 szerepére utal.

Az 1j, standardizalt médszeriinkkel végzett HDL antioxidans kapacitas
vizsgalat soran valamennyi HDL minta védte az LDL-t az oxidaciotol, nem
detektaltunk piHDL-t. Meglepé modon, bar a betegek 6ssz-HDL antioxidans
kapacitasa szamottevéen csokkent volt, specifikus HDL antioxidans kapacitasukat
enyhén, de szignifikdnsan emelkedettnek talaltuk. Eredményeink a betegek
megvaltozott RCT-jara utalhatnak, mely miatt HDL-jiik koleszterin tartalma
csokkent, és igy a részecskék fehérje/koleszterin aranya megndvekedett, amit
magasabb ApoA-I/HDL-C ardnyuk is mutat. Hasonl6 képet kaptunk a PONI1
arilészteraz aktivitdsanak vizsgalata kapcsdn, mely a betegek széruméban joval
alacsonyabb, mégis egységnyi HDL-C-re vonatkoztatva meghaladja a kontrollét. A
kissé megnovekedett enzim koncentracio a reakcidelegyben nagyobb antioxidans
aktivitassal jar ugyan, az alacsony HDL-C koncentraci6 miatt mégsem jelent
nagyobb antioxidans védelmet a szervezet szamara. Bar a PON1 fenotipusok
megoszlasaban nem talaltunk kiilonbséget vizsgalati csoportjaink kozott, a
magasabb aktivitdst mutatdé B allél — hasonléan munkacsoportunk korabbi
eredményeihez — kevésbé volt gyakori a betegek korében, mint kontrolljaikban. A
PONI1 csokkent paraoxonaz aktivitdsat munkacsoportunk mar korabban is detektalta
SLE-sek csoportjdban, azonban a kiss¢ iddsebb, tulstlyos, inaktiv betegségi
paciensek arilészteraz aktivitdsa és CRP-je nem kiilonbozott az egészségesekétol, s

lipidprofiljuk sem mutatott lupus mintazatot, ellenben emelkedett LDL-C szinttel
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rendelkeztek. Paraoxonaz aktivitasuk az aterotrombotikus események eldfordulasan
kiviil mas vizsgalt paraméterrel (SLEDAI, a-PL, a-oxLDL, CRP) nem korrelalt.
Jelenlegi fiatalabb, aktivitasi tiineteket mutatd betegeinknél a fentiek ellenkezdjét
tapasztaltuk, azonban a CRP mindkét vizsgalatban negativan korrelalt a PONI
arilészteraz aktivitdsaval, mely a gyulladds HDL antioxidans funkciéra gyakorolt
karos hatasat tamasztja ala. A kiilonbségek ugyanakkor felhivjak figyelmiinket arra,
hogy az érelmeszesedés rizikotényezdinek szerepe a betegség lefolyasa soran annak
aktivitasatol fiiggden valtozik: inaktiv betegségszakaszban a tradicionalis, aktiv
periddusban a betegség-specifikus, gyulladassal 6sszefiiggd faktorok dominalnak.

McMahon és mtsai tobb tanulmanyban is vizsgaltak SLE-sek csoportjaiban
a piHDL el6fordulasat és a HDL antioxidans hatasat. A piHDL el6fordulési
gyakorisaga a SLE-s betegekben 29%, 45% illetve 48,2% (plakk+: 86,7%; plakk-:
40,7%) volt. 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 PONI1 aktivitas értékeivel.
Eredményeinket a fentiekkel dsszevetve elmondhato, hogy SLE-ben mi is a HDL
antioxidans kapacitas csokkenését tapasztaltuk, azonban ez nem érte el a prooxidans
aktivitas szintjét, viszont pozitivan korrelalt a PON1 aktivitasaval és negativan a
gyulladasos markerek ¢és betegségaktivitas szintjével. Az eredmények
kiilonbségének forrasa lehet az eltérd vizsgdldé modszer, de az eltérd vizsgalati
populaciok is: McMahon és mtsai az ApoB menetes vérplazma antioxidans
kapacitasat mérték, betegeik iddsebbek (40-55 év) és alacsonyabb betegség-
aktivitasiak voltak, a kontrollhoz hasonlé lipoprotein koncentraciokkal.
Vizsgalatunkban tehat els6ként mutattunk ki komplex inverz kapcsolatot a
gyulladédsos markerek valamint a HDL antioxidans kapacitds és PON1 aktivitas
kozott fiatal aktivitasi tiineteket mutaté SLE-s betegek csoportjaban.

Az oxLDL koncentraci6 hagyomanyos rizikétényezoktol fiiggetlen
korrelacidja a koronaria-betegség jelenlétével ¢és sulyossdgaval mar ismert.

Vizsgalati csoportjaink oxLDL szintje kozott nem talaltunk szignifikans eltérést,
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mely arra utal, hogy SLE-seink HDL-¢ még bizonyos foktl védelmet biztosit az LDL
oxidacidjaval szemben. A gyulladasos markerek (SAA, We, CRP) és SLEDAI
korrelacidja az oxLDL mennyiségével azonban mutatja, hogy a betegség
fellangolasaitdl szenveddk nagyobb oxidativ terhelésnek vannak kitéve.

SLE-s csoportunkban valamennyi HDL szubpopulacié mennyiségének
egyontetii, szignifikans csdkkenését tapasztaltuk, mely korrelalt az alacsonyabb
0ssz-HDL antioxidans kapacitassal és arilészteraz aktivitassal. Az arilészteraz
aktivitas a legerésebb kapcsolatban a kis HDL aranyaval allt, ami jol mutatja a HDL
szubfrakciokon beliil a PON1 elsddleges lokalizaciojat. Ugyanerre utal a specifikus-
HDL antioxidans kapacitas asszociacioja a kisHDL/nagyHDL ardnyaval,
hangsulyozva a kisméreti HDL frakciok szerepét az LDL oxidaciojaval szembeni
védelemben. Els6ként mutattuk ki egyidejiileg az oxLDL direkt és a PON1 aktivitas
inverz kapcsolatat a csdokkent nagy és megndvekedett kozepes HDL arannyal SLE-
sekben. Az oxLDL korrelacidja a fenti szubpopulaciokkal szintén a betegek kevésbé
hatékony RCT-jara utal, melyben a gyulladas hatasara csokkent paraoxonaz aktivitas
miatt romlé antioxidans védelemnek is szerepe lehet. Bar vizsgalataink soran
piHDL-t nem detektaltunk, a lupuszos betegek 6ssz-HDL antioxidans aktivitdsa
szignifikdnsan alacsonyabb volt, és értékét elsdésorban a PONI1 arilészteraz
aktivitasa, valamint a vorosvértest siillyedés értéke hatarozta meg, mikozben a tobbi
gyulladasos paraméterrel is szorosan korrelalt. Megfigyeléseink a PON1 aktivitas és
a gyulladas szerepének jelent6ségét hangsulyozzdk az SLE-s betegek HDL
antioxidans statusanak alakulasaban. Arra utalnak, hogy SLE-ben a gyulladas
jelentds betegség-specifikus kardiovaszkularis rizikoval jar, mely féként a fiatal,
aktivitasi tiinetekt6] szenvedd betegcsoportot érinti. fgy a hagyomanyos lipoprotein
antioxidans kapacitas, a HDL szubpopulaciok megoszlasa és a PON1 aktivitas
fontos kiegészitd informacidkkal szolgalhatnak az SLE-s betegek kardiovaszkularis
rizikojara vonatkozdan ¢és a gyulladascsokkentd kezelés hatékonysaganak

kdvetésében is szerepiik lehet.
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OSSZEFOGLALAS

A HDL antioxidans tulajdonsaganak mérésére szamos nem standardizalt
moédszer 1étezik, de a hasznalatukkal nyert eredmények a reakciok eltérései miatt
gyakran ellentmondasosak. Az altalunk kidolgozott mddszer, a HDL antioxidans
kapacitds mérése a hem indukédlt LDL oxidacié soran, alkalmas nagyszamu,
lényegesen eltéré antioxidans aktivitdsi HDL minta vizsgalatira, beleértve az
egészséges ¢€s diszfunkcionalis HDL-t valamint a HDL szubpopulaciokat is. A
fiziologias prooxidans alkalmazasanak koszonhetéen a teszt koriilményei a
korabbiaknal jobban hasonlitanak az in vivo lejatszodo folyamatra, és a modszer
standardizalasa miatt az eredmények jol reprodukalhatok.

Vizsgaltuk tovabba SLE-s betegek megnovekedett kardiovaszkularis
kockézatdnak hagyomanyos és betegség-specifikus faktorait. Erdeklédésiink
koézéppontjaban a gyulladds és a HDL antioxidans kapacitasa, illetve a HDL
szubpopulaciok kozott fenndlld kapcesolat allt. Fiatal SLE-s betegeink esetében a
betegség-specifikus rizikd tényezék jelenléte dominalt. Valamennyi altalunk
vizsgalat gyulladasos marker (We, CRP, SAA, IL-6, MCP-1, IC) koncentracidja,
valamint a betegségaktivitas (SLEDAI) is emelkedett volt, és kapcsolatot mutatott a
megndvekedett oxLDL szinttel, a csokkent 6ssz-HDL antioxidans kapacitassal
illetve HDL-C szinttel, mely egyarant érintette valamennyi HDL frakciét. A HDL
antioxidans kapacitasa €s a kis denz HDL koncentraciéja pozitivan korrelalt a HDL
f6 antioxidans enzimének, a PONI1-nek arilészteraz aktivitasaval. Az 6ssz-HDL
antioxidans kapacitas fiiggetlen prediktorai a PON1 arilészteraz aktivitas és a We
voltak. Eredményeink arra utalnak, hogy SLE-ben a szisztémas gyulladas nemcsak
a HDL mennyiségét csokkenti, hanem antioxidans funkcioéjat is rontja, gyengitve
antiaterogén hatasat, ¢és ezaltal hozzajarul a betegek megndvekedett
kardiovaszkularis rizik6jahoz. Ennek koszonhetéen a HDL antioxidéns kapacitas, a
HDL szubpopulaciok megoszlasa és a PONI aktivitds az SLE-s betegek

kardiovaszkuldaris rizikdbecslését pontositd 11j biomarkerekként szolgalhatnak.
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