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I am a part of all that I have met;
Vet all experience is an arch wherethro’
Gleams that untravell’d world, whose margin fades

For ever and for ever I move.

Lord Tennyson: Ulysses
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1. Roviditések

a. arteria

ADMA aszimmetrikus dimetilarginin

Apo-A1 apolipoprotein A1

Apo-B apolipoprotein B

ARIC Atherosclerosis Risk in Communities

CRP C reaktiv protein

DDAH dimetilarginin dimetilaminohidrolaz

eNOS endothelialis nitrogén-monoxid szintetaz

fvs fehérvérsejt

HARG homoarginin

HDL-C magas denzitasu lipoprotein

HISS hepaticus inzulin szenzitizal6é szubsztancia

HOMA Homeostasis Model Assessment of B cell function and insulin
resistance

hnRNP hetrogén nukleéris ribonukleéris protein

iINOS indukalhat6 nitrogén-monoxid szintetaz

ICso félhatasos inhibitoros koncentracié

IMT intima-media vastagsag (intima-media thickness)

Kl konfidencia intervallum

B regresszios koefficiens

Aem emisszids hullamhossz

Aex a detektor gerjesztési hullamhossza

LDL alacsony denzitasu lipoprotein

Lp(a) lipoprotein (a)

MPA merkaptopropionsav

NOS nitrogén-monoxid szintetaz

nNOS neuronalis nitrogén-monoxid szintetaz

NO nitrogén-monoxid

OPA ortoftalaldehid

PRMT protein-arginin-metiltranszferaz

RSD relativ standard deviacio

SAH S-adenozil-homocisztein

SAM S-adenozil-metionin

SDMA szimmetrikus dimetilarginin

y* transporter kationos aminosav transporter



2. Bevezetés

Az  atherosclerosisnak és az inzulinrezisztencianak, valamint ezek
szévédményeinek egyre nbvekvé jelentdsége van id6sédé tarsadalmunkban. A
két jelenséget részleteiben vizsgalva lathatd, hogy rizik6faktoraik egymassal
jelentés mértékben atfednek, a két betegség evolucidjdban szerepet jatszé
patomechanizmusok pedig tobb ponton taldlkoznak. Az egyik ilyen jelentés
csomopontot az endothelium altal termelt nitrogén-monoxid (NO) képezi. Az NO a
rezisztenciaereken kifejtett vasodilatatio mellett szdmos egyéb kedvezé hatdssal
rendelkezik, kvazi endogén antiatheroscleroticus molekulaként viselkedik.

Antioxidans hatasa réven gatolja az alacsony denzitasu lipoprotein (LDL)

Ve

Ve

molekuldk és chemokinek expresszidjat, antiproliferativ hatdsa révén pedig
szupprimalja a myointimalis hyperplasiat (Béger és mtsai 1998, Stuhlinger és
mtsai 2003). Az endogén NO mindezek mellett Osszefiggésben all az
inzulinérzékenységgel is (Steinberg és mtsai 1997, Wohlin és mtsai 2003). Az NO
tehat potencialis kapocs az atherosclerosis €s az inzulinérzékenység kozott, igy
érthet6, hogy az NO biol6giai hozzaférhet6ségét csdkkenté anyagok e

metabolikus elvaltozasok kialakuldsdban jelentés szerepet jatszhatnak.

Egy potenciadlis uj cardiovascularis rizikofaktor: az aszimmetrikus
dimetilarginin (ADMA)

A cardiovascularis és cerebrovascularis betegségek klasszikus rizikéfaktorai, a
hypercholesterinaemia, a hypertonia, a dohanyzas és a cukorbetegség az
ischaemias elvaltozasok kockazatdnak csak 20-40%-at magyarazzak, igy
napjainkban fontos kutatasi terillet tovabbi flggetlen vascularis rizikbfaktorok

keresése (Maas és mtsai 2003).

Masfél évtizede krénikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben egy

endogén anyag, az aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) szintjének



megemelkedését irtdk le (Vallace és mtsai 1992). A késébbiekben kimutattak,
hogy az ADMA plazmakoncentracidja bizonyos betegségekben olyan magasra (3-
15 pmol/L) emelkedik, amely elegendé a nitrogén-monoxid szintetaz (NOS)
hatékony gatlasahoz (Vallace és mtsai 1992).

Ezt kovetben prospektiv vizsgélatok adatainak t6bbszérds regresszios
elemzésével kimutattak, hogy ebben a beteg-populacidban a plazma ADMA-szint
2 umol/L-es névekedése 37%-kal néveli a fatélis és a nem fatélis cardiovascularis
események kialakuldsanak kockézatat. Kimutattak tovabba, hogy mind a
cardiovascularis, mind az &sszmortalitds viszonylag magasabb plazma ADMA

koncentracidval tarsul ebben a betegcsoportban (Zoccali és mtsai 2005).

Egy masik, 90 kronikus haemodialysis kezelésben részesilé beteg bevonasaval
végzett prospektiv klinikai vizsgalat eredményei szerint az ADMA-szint és a
vascularis intima-media vastagsag (IMT) koézott szoros korrelacio all fenn. Egy
éves utankdvetés soran az ADMA az intimalis laesiok kialakulasa szempontjabol
flggetlen prediktornak bizonyult. Ehhez hasonléan, egy 225 haemodialysisben
részesllé beteg bevonasaval végzett prospektiv vizsgélatban az ADMA és a
betegek életkora mutatkozott a legjelentésebb prediktornak a cardiovascularis
esemeények és az dsszmortalitds szempontjabol (Béger és Zoccali 2003).

Tovabba, egy eset-kontroll vizsgalatban az acut coronaria események 3,9-szeres
kockazatndvekedését figyelték meg a legmagasabb ADMA kvartilisba tartozé,

nem dohanyzd, kézépkoru férfiaknal (Valkonen és mtsai 2001).

Egy egészséges (coronaria és mas periférids arterias érbetegségtdél mentes)
Onkéntesek bevonasaval végzett vizsgalat alatdmasztotta ezeket az
eredmeényeket, melyben szignifikdns korrelaciét mutattak ki az ADMA szint és az
IMT kozoétt (Miyazaki és mtsai 1999).

Osszegezve tehat elmondhatiuk, hogy az ADMA valésziniisithetéen
diagnosztikus marker a cardiovascularis rizikd szempontjabdl, azonban tovabbi

vizsgalatokra van sziKkség.



A metilargininek keletkezése

A metildlt arginin-szarmazékok a normalis fehérje metabolizmus soran
keletkeznek. Eddigi ismereteink szerint az ADMA, a szimmetrikus dimetilarginin
(SDMA) és az L-N-monometilarginin (L-NMMA) a posttranslatios moédosulason
atesett fehérjék proteolysise soran keletkezik (1. abra). Az aszimmetrikusan
metilalt szarmazékok (ADMA, L-NMMA) a NOS kompetitiv gatléi, mig a
szimmetrikusan metilalt SDMA ilyen direkt gatlé hatdssal nem bir. Mivel azonban
az ADMA plazmakoncentraciéja mintegy tizszerese az L-NMMA-énak, az ADMA-
nak jelentésebb befolydsa van az endothelialis NO termelédésére. Emellett az
ADMA az endothelialis nitrogén-monoxid szintetdz (eNOS) mikddésének
szétkapcsolasaval reaktiv oxigén-gyokok keletkezését is eléidézheti (Cooke és
mtsai 2000). Medfigyelések szerint az ADMA Kkoncentraciéfuggéden noveli a
szuperoxidok termel6dését, igy olyan redox-potencial altal szabalyozott
transcriptios faktorokat aktival, melynek eredményeként endothelialis adhézidés
molekulak expresszaldédnak és fokozodik a monocytédk adhézidja (Béger 2003).
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1. abra. Az ADMA és a SDMA szerkezeti képlete. A sejtekben a peptidkétésben levd
arginin oldallancanak pirossal jelzett N atomjai metilalédnak (aszimmetrikusan vagy

szimmetrikusan).

A fehérjemetilacié olyan postiranslatios folyamat, melynek soran a protein
metiltranszferaz enzimcsalad valamely tagja irreverzibilisen metilcsoportot helyez
bizonyos aminosavak nitrogén vagy kén atomjara. Az arginin oldallanc nitrogén
atomjan az aszimmetrikus mono- és dimetilalast a protein-arginin-metiltranszferaz
l. (PRMT-1) végzi. A PRMT-Il aszimmetrikus mono- és szimmetrikus dimetilalast
végez. A PRMT-I szubsztratjai els6sorban RNS kété fehérjék, mint pl. a hetrogén
nukleéris ribonukleéris protein (hnRNP), a fibrillamin és a nucleolin. A sejt ADMA



tartalmanak mintegy 65%-at a hnRNP-k tartalmazzdk. Ezen RNS két6 fehérjék
metilaciéja minden sejtben végbemegy, a metilcsoport donora az S-adenozil-
metionin (SAM), igy a metilaci6 melléktermékeként S-adenozil-homocisztein
(SAH), majd homocisztein keletkezik (az ADMA és a homocisztein kapcsolatara a
késdbbiekben meg visszatériink). A PRMT-II enzim elsésorban a bazikus myelin
proteinek arginin oldalldncait metilalja, szimmetrikus dimetilarginit eredményezve.
Az SDMA az ADMA sztereoizomere, ami nem rendelkezik direkt NOS gatlo
hatassal. A szokasos sejt turnover soran kerll sor ezen metilalt fehérjek
proteolysisére, melyet kévetéen az ADMA, az L-NMMA, valamint a SDMA a

cytoplasmaba, majd a szisztémas keringésbe kerll (Tran és mtsai 2003).

A metilargininek keletkezhetnek magaban a NOS-t tartalmaz6 sejtben (pl.
endothelium) a sejt fehérjéinek turnovere soradn, masfel6l a szisztémas
keringésbdl is felvételre kerllhetnek. Az extracellularis térbdl az endothel sejtbe a
metilargininek egy koncentrativ kationos aminosav carrieren, az ugynevezett y*
transporteren keresztul Iépnek be, amely az NO prekurzorat, az arginint is szallitja.
igy, noha a NOS-t kézvetleniil csak az ADMA gétolja, kézvetve mind az ADMA,
mind a SDMA akadalyozza az endotheliumban zajl6 NO szintézist az arginin

sejtbe jutdsanak kompetitiv gatlasaval (Chan és mtsai 2002).
Az ADMA eliminacioja

Az ADMA két uton elimindlddik a szervezetbél. Egyfeldl a plazmaba kerllt ADMA
a vesetubulusokban excretalddik (ugyanott y* transporteren keresztil az L-
argininnel kompeticidban részben visszaszivddik), masfeldl intracellularisan a
dimetilarginin dimetilaminohidrolaz (DDAH) dimetilaminra és citrullinra bontja. A
DDAH aktivitasat komplex szabalyoz6 mechanizmusok kontrollaljak. A DDAH
katalitikus kotdhelye szulfhidril-csoportot tartalmaz, ezéltal az enzim nagyfoku
érzékenységet mutat az oxidativ stresszel szemben, ami nagy valdszinliséggel
felelés az ADMA-szint hyperglycaemiaban, hypercholesterinaemidban és
hyperhomocysteinaemiaban val6 megemelkedéséért. A tumor necrosis factor a
(TNFa) altal okozott oxidativ stressz szintén csékkenti a DDAH aktivitast (Tran és
mtsai 2003). Az ADMA jelentés mértékben metabolizalédik: a parenteralisan
beadott ADMA-nak csak korulbelll 5%-a Urdl ki a vizelettel (McDermott és mtsai



1976). A szisztémas keringésben megjelend ADMA metabolizmusaban kiemelt
szerepet jatszik a maj; mind az y* transporter, mind a DDAH nagymértékben
expresszalodik hepatocytdkban (Siroen és mtsai 2005, Nijveldt és mtsai 2003a). In
vitro vizsgalatok soran a DDAH gatlasa izolalt vascularis preparatumokban
argininnel kivédheté vazokonstrikciot eredményezett, felvetve, hogy az ADMA
termel6dése folyamatos. Ennek tikrében a DDAH els6dleges szerepe az ADMA
akkumulaciéjanak meggatlasa, igy a NOS endogén gatlasanak kivédése
(Macallister és mtsai 1996). EmIésdkben a DDAH két izoformaja ismert, a DDAH-1
a neurondlis NOS-t expresszalé szdvetekben, igy az agyban és vese
parenchymaban jelentés, mig a DDAH-2 a vascularis szévetekben, igy tébbek
k6z6tt az endotheliumban expresszalddik (Lentz és mtsai 2003). Az ADMA

szintézisét, transzportjat, eliminacidjat és hatasait a 2. dbra foglalja 6ssze.

Az ADMA és a homocisztein kapcsolata

A hyperhomocysteinaemia kapcsolata az atherosclerosissal mar mintegy 40 éve
felmerdlt. A plazma homocisztein-szintjenek a referenciatartomany félé
emelkedése a myocardialis infarctus és a mortalitds relativ kockazatéat
haromszorosra ndveli (Stampfer és mtsai 1992). Szamos tanulmany igazolja
tovabba, hogy hyperhomocysteinaemiaban a fokozott &ramlas kivaltotta
endothelium-dependens vazodilatacié karosodik, azaz vélhetéleg az endothelialis
NO termelés csbdkken (Stihlinger és mtsai 2003, Lentz és mtsai 1996, Symons és
mtsai 2002). Ahogy arra mar utaltunk, a metilargininek szintézise soran S-
adenozil-homocisztein, abbdl pedig homocisztein keletkezik. Ez a kapcsolat az
ADMA szintézise és a homocisztein képz6édése kdzott mindenképp figyelemre
méltd. A PRMT-I aktivitasat a sejt SAH és SAM szintje szabalyozza. A SAM-szint
emelkedése serkenti a PRMT-I enzim mlkddését, ezaltal egyidejileg néveli az
ADMA és a homocisztein koncentraciojat. Ezen tulmenden egyes megfigyelések
szerint a homocisztein gatolia a DDAH aktivitdsat az endothel sejtben, mivel
moédositja az enzim katalitikus aktivitdasahoz szikséges cisztein oldalldncot. A
homocisztein serkenti tovabba a proteolysist, valamint fokozza a PRMT-I
expressziodjat és aktivitasat (Lentz és mtsai 2003), vagyis a homocisztein 6sszetett
mechanizmussal ndvelni képes az ADMA szintjét.
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2. abra. Az ADMA metabolizmusa, transzportja és hatasai (arg — arginin; arg-(CHs). —

dimetilalt arginin; a tébbi roviditést Id. a szovegben illetve a Roviditések jegyzékében).

A metilargininek farmakodinamias hatasai

Az endogén NO-t a NOS szintetizalja. Az enzimnek harom izoformaja ismeretes:
az endothelialis (eNOS), a neurondlis (nNOS) és az indukalhat6 (iINOS). Az eNOS
ADMA dltali géatlasanak 1Csy értéke 3,9 umol/L endothelialis sejtkulturdkban

(Cardounel és mtsai 2002, Migge és mtsai 2003). Cardounel és munkatarsai azt

is kimutattak, hogy az aszimmetrikusan dimetilalt argininek (igy az ADMA és az L-

NNMA) neuronalis koncentraciéja az nNOS tébb mint

50%-0s gatlasat

eredményezi, tehat az endogén metilargininek a nNOS miikédését is modulaljak

fizioldgias kérilmények kdzott (Cardounel és mtsai 2002).

Vizsgaltak az ADMA hatasat a harmadik NOS izoformara, az iNOS-ra, amely

cytotoxicus és pro-atherogenicus hatassal bir azaltal, hogy hozzajarul az igen

reaktiv peroxinitritek keletkezéséhez. Kimutattak, hogy mar 1 umol/L ADMA képes

az iINOS majdnem teljes gatlaséat létrehozni (Ueda és mtsai 2003), tehat mar a




referenciatartomany (0,35 és 1,0 umol/L) felsé részébe esé illetve azt minimalisan
meghaladd (1 és 2 umol/L kézotti) ADMA-szintek elegendéek ahhoz, hogy a NOS
atherogén izoformajat csaknem teljesen gatoljak. A harom NOS izoforma eltéré,
sokszor ellentétes hatasokat kézvetit, ezzel magyarazhaté, hogy az eNOS gatlasa
atherosclerosist, az nNOS-¢ inzulinrezisztenciat indukélhat, mig az iINOS gétlasa
antiatherogén hatasu. Vagyis, az ADMA, mint a NOS f6 endogén gatloja, mind

protektiv, mind karos hatasokat kifejthet.

Az ADMA direkt NOS inhibitor hatasan tul kimutattdk, hogy gatolja az NO
termelédését azaltal is, hogy csokkenti az arginin hozzaférését a kationos
aminosav transporterhez (y* transporter), mely az arginin sejtbe juttatasaért
felelés. Tovabbi megfigyelések felvetik, hogy az ADMA koncentraciéfliggéen
fokozza a szuperoxid termelédést és ezdltal redox szabalyozott transcriptids
faktorokat aktival, mint pl. a nuclearis factor kB (NFkB). Ez el6segiti bizonyos
endothelialis €s monocyta adhesids factorok upregulatiojat (Béger 2003).
Mikézben mind tébb tapasztalat mutatja, hogy az ADMA a legjelentésebb endogén
NOS gatlé (Kielstein és mtsai 2005), egyre nagyobb figyelem évezi az ADMA
szimmetrikus sztereoizomerének, a SDMA-nak a hatésait (Closs és mtsai 1997).
Noha a SDMA koézvetlenll nem géatolja a NOS-t, csékkenti az NO szintézisét
azaltal, hogy verseng az argininnel a sejtbe valdé bejutasért az y* transporter
szintjén (az ADMA-val is, de ez inkabb protektiv hatas). Bar néhany elemzés nem
talalt korrelaciot a SDMA-szint és az &sszmortalitds, valamint a SDMA
koncentracio és egyes cardiovascularis események kézott (Zoccali és mtsai 2001,
Valkonen és mtsai 2001), a kimondottan a SDMA-ra fokuszalé vizsgélatok
megallapitottdk, hogy az emelkedett SDMA-szint néveli a cardiovascularis
kockazatot (Fleck és mtsai 2003, Fleck és mtsai 2001). Tovabba, a multicentrikus
CARDIAC vizsgalat szerint kézel normalis (1,75 pumol/L alatt) ADMA szinttel
rendelkezd betegeknél a coronaria betegségek kockazatat az SDMA-szint
szignifikansan befolyasolta (Lenzen és mtsai 2006).

Emelkedett ADMA szinttel jaré korképek

Eddig szamos koérképben igazoltak emelkedett ADMA-szintet, mint példaul a
stroke (Yoo és mtsai 2001), a Il. tipusu diabetes (Lin és mtsai 2002, Abbasi és



mtsai  2001), a hypercholesterinaemia (Bdger és mtsai 2001), a
hyperhomocysteinaemia (Boger és mtsai 2001) és a kronikus veseelégtelenség
(Vallace és mtsai 1992, Kielstein és mtsai 2002). Az ADMA haemodialysissel
térténé eltavolitasat kovetben, a szisztémas ADMA szint csbkkenésével
parhuzamosan, a fokozott aramlas kivaltotta vazodilatacié tranziens javulasat
figyelték meg (Chan és mtsai 2002). Tovabbi megfigyelések szerint az ADMA
szintje pozitiv korrelacié6t mutat a korral (Miyazaki és mtsai 1999), a glikéz
intoleranciaval (Kielstein és mtsai 2002) és az inzulinrezisztenciaval (Stihlinger és
mtsai 2003). Az inzulin szenzitizdl6 hatasarél ismert roziglitazon adasa
parhuzamosan csokkentette az ADMA plazmakoncentraciéjat és az
inzulinrezisztencia mértékét hypertonias betegekben (Stihlinger és mtsai 2002).
Mindezek mellett az ADMA szoros és fliggetlen kapcsolatban all az IMT-vel, az
atherosclerosis egyik prognosztikus markerével (Miyazaki és mtsai 1999), tovabbé
kapcsolatban all az endothelium funkciondlis allapotaval (emelkedett ADMA szint
mellett az endothelialis NO-fliggé vazodilatacidé cstkken; Béger 2003). Vagyis, a
NOS aktivitasanak ADMA altali gatlasa olyan flggetlen patogenetikai tényezd,
amely az atherosclerosis tébbi rizikéfaktoraval szinergiaban képes az

atherosclerosis iniciadlasara és progressziojanak fenntartaséara.

Atherosclerosis és inzulinrezisztencia

Jelenlegi allaspont

Az inzulinrezisztencia, az atherosclerosis és az NO k&zoétti kapcsolatot vizsgalod
tanulmanyok elsésorban az endothelialis funkcidra fékuszalnak, vagyis az eNOS
intact mikodeését tartjak kézponti fontossagunak. Korabban kimutattak, hogy az
inzulinérzékenység és az endothelium NO felszabaditd képessége egymaéssal
kapcsolatban 1évé jelenségek (Steinberg €s mtsai 1996, Wohlin és mtsai 2003).

Kordbbi kutatasok eredményei alapjan felmerdlt, hogy az inzulinérzékenyseg
el6feltétele az endothelialis NO termelésének, ami alapveté meghatarozéja az

intakt endothelfunkciénak. Az endothelialis dysfunctiot (az NO medialta



vasodilatatio karosoddsat) az atheroscleroticus folyamatok korai fazisaban
megjelend  jelenségnek tartjdk, azonban jelenlétét leirtak mar az
inzulinrezisztencia kapcsan is. A véraramlas fokozodasa fizioldgiasan tagitjia a
vazizom artériakat, azonban ez a hatasa elmarad inzulinrezisztens allapotban. Az
endothelialis dysfunctio és az inzulinrezisztencia kapcsolatat leirtak obes
(Steinbert és mtsai 1996) és hypertensiv (Suzuki és mtsai 2004) betegekben is.
Inzulinérzékenyité szer, példdul a metformin és a roziglitason alkalmazasat
kbvetéen az inzulinrezisztencia és az endothelialis dysfunctio parhuzamos
javulasa szintén oksagi kapcsolatot vet fel. Stuhlinger és munkatarsai (2002)
meggy6z6 bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy a megemelkedett
plazma ADMA-szint inzulinrezisztenciat és ezzel egyidejileg endothel dysfunctiét

okoz nem diabeteses egészséges 6nkéntesekben.

Osszegezve: korabbi megfigyelések alapjan az endothel dysfunctio és az

inzulinrezisztencia kézti kapcsolat hatterében az ADMA NOS gatlo hatasa allhat.

Kutatasi hipotézisiink

Kutatasi hipotézistinkben felvetettik, hogy az ADMA azaltal, hogy géatolja a NOS
neuronalis és endothelialis isoformajat, inzulinrezisztenciat és atherosclerosist
eredményez, vagyis az ADMA olyan molekula, mely felelés a két allapot

parhuzamos kialakulasaért.

A hypercholesterinaemia, hyperlipidaemia, hyperglycaemia, Il. tipusu diabetes
mellitus, uraemia, hypertonia, obesitas és a metabolicus syndroma talajan
kialakult inzulinrezisztenciat az ADMA kiilénbdz6 mechanizmusok atjan térténé
megemelkedése okozhatja (pl. oxidativ stressz, karosodott vesefunkcio, stb), mely

gatolva a neuronalis NO-szintet karositja a postprandialis inzulinérzékenységet.

Méasfeldl, a fenti tényezdk talajan kialakulé atheroscleroticus folyamatok az eNOS
gatlasanak eredményei. Fontos azt is megjegyezni, hogy az inzulinrezisztencia
altal okozott metabolicus eltérések tovabb emelik a szisztémas ADMA
koncentraciot, tehat gyorsitjak mind az inzulinrezisztencia, mind az atherosclerosis

progressziojat (3. abra).
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3. abra. Az ADMA szint emelkedése egyidejlleg okoz inzulinrezisztenciat és

atherosclerosist azaltal, hogy a NOS két izoformajat is (endothelialis és neuronalis)
gatolja. Figyelemreméltdé az inzulinrezisztencia altal triggerelt pozitiv feedback
mechanizmus (Ach acetilkolin, mAch muszkarinerg acetilkolin receptor)

A NOS két izoformaja mellett, ahogy korabban mar emlitettiik, létezik egy
harmadik is, az INOS, amely gyulladasos allapotokban upregulalodva kéros
hatassal rendelkezik. llyen pl. az atherosclerosis talajan kialakulé oxidativ stressz,

ekkor ugyanis az NO atmenetileg szabdlyozatlanul szabadul fel (Buttery és mtsai
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1996), melynek kdvetkezményeként peroxinitritek alakulnak ki. Kiindulva abbdl,
hogy az iINOS cytotoxicus és atherogen molekulék kialakuldséat teszi lehetévé,
feltételezhetd, hogy ez az enzim 6nmagaban is triggerelheti ill. felerdsitheti az
atheroscleroticus folyamatot. Ahogy azt mar korabban targyaltuk, a kilénb6zé
izoformak altal medialt hatasok eltérésén tul az enzimek kinetikaja is eltérd, mivel
3,9 umol/L ADMA szikséges az eNOS félmaximdlis gatlasahoz (Cardounel és
munkatarsa, 2002), mikézben 1 pumol/L ADMA mar majdnem teljes mértékben
gatolja az iINOS mikodését (Ueda és mtsai 2003). Ezekbdl a kilénbségekbdl
kiindulva felvetheté az, hogy az ADMA normal koncentraciéja (0,35 és 1,0 umol/L)
esetleg védd hatast fejt ki olyan betegségekben, melyekben az iINOS aktiv (pl.
atherosclerosis), azaltal, hogy relative szelektiven csak ezt az izoformat gatolja.
Ezt megerbsiteni latszanak azok a korabbi preklinikai vizsgalatok, melyek
kimutattak, hogy egyes NOS gatlok gyulladascstkkenté hatassal rendelkeznek
(lanaro és mtsai 1994). E megfontolasokbdl kifolyélag kutatasaink soran
megvizsgaltuk, hogy kimutathato-e az ADMA protektiv hatasa az altalunk elemzett
populaciéban.

Kutatasi hipotézisiink alapjai

A koézelmdltban Lautt és munkatarsai a taplalékfelvétel indukalta inzulin
szenzitizacié egy Uj mechanizmusat irtak le (Lautt és mtsai 2001). Felvetésik
szerint a postprandialis hyperinsulinaemia a parasympathicus rendszer
aktivalodasa révén egy HISS-nek (hepaticus inzulin szenzitizald6 substantia)
elnevezett anyag felszabaduldsdt és a szisztémds Kkeringésbe jutdsat
eredményezi. A HISS kizar6lag a vazizmokat szenzitizalja az inzulin
hypoglycaemisalo hatédsai irdnt, azaz nem hat olyan kiemelt jelentéségi helyeken,
mint pl. a zsirszévet és a m4j. Lautt munkacsoportja e parasympathicus reflex
szamos |épését azonositotta mar. Feltételezésik szerint a maj parasympathicus
idegeinek aktivalédasat kdévetéen acetilkolin szabadul fel, amely muscarinerg
receptor mediacioval NO szintézist indukal, a folyamat végeredményeként pedig
HISS szabadul fel a majban (Guarino és mtsai 2004, Lautt 2004).

Ez a munkacsoport volt az elsé, amely szamottevd bizonyitékot tudott szolgaltatni

arra, hogy az NO-nak jelentds szerepe van az inzulinrezisztencia kialakulasaban.

12



Kimutattdk, hogy nem szelektiv NOS gatlok intraportalis adasa jelentés mérteki
inzulinrezisztenciat eredmeényez, melyet intraportalisan adott 3-
morpholinosydnonimine (nem enzimatikus NO donor) felfliggeszt (Guarino és
mtsai 2003, Sadri és mtsai 1999). Ez a hatas ugyanakkor NOS gatlok intravénas

alkalmazasa utan elmaradt.

Ezzel parhuzamosan egy masik munkacsoport is vizsgalta a postprandialis
inzulinérzékenység szabalyozasat. Kutatasaik tovabbi bizonyitékot szolgaltattak a
maj NO termelésének fontossagardl és a HISS felszabaduldséatél distalisan lévé
mechanizmusokat tartak fel. Kimutattak, hogy az intraportalisan adott nitroglicerin
inzulin szenzitizal6 hatassal rendelkezik el6zetesen 7-nitronidazole (7-NI; szelektiv
nNNOS gatld) intraportalis adasaval inzulinrezisztenssé tett nyulakon (Porszasz és
mtsai 2002). Kisérleteik eredményeként arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a
hepaticus parasympathicus idegek aktivalédasanak kdvetkeztében felszabadult
NO neuralis eredetl, vagyis az nNOS termeli. Ezen tulmenden felvetették, hogy
az nNOS eredeti NO a plexus hepaticus anteriorban futé sensoros rostok
aktivalasaval neuropeptid felszabadulast eredményez, mely anyag a HISS-szel
azonos. Osszegezve: arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy létezik egy olyan
potens inzulinérzékenyitd mechanizmus, mely anatémiailag a plexus hepaticus
anteriorhoz koétédik és mind a nem specificus, mind a szelektiv nNOS gatlassal
szemben nagyfoku érzékenységet mutat (Pérszasz és mtsai 2002, Porszasz és
mtsai 2003).

Klinikai bizonyitékok az inzulinrezisztencia és az atherosclerosis ko6zotti

kapcsolatra

Szamos klinikai és epidemiolégiai vizsgalat tamasztja ala az atherosclerosis és az
inzulinrezisztencia kapcsolatat. Laakso és munkatarsai (1991) ramutattak, hogy az
asymptomaticus atherosclerosis kdzépkoru emberekben inzulinrezisztenciaval
tarsul, tovdbba az inzulinrezisztencia olyan jelentds prediktora az atherosclerosis
sulyossaganak, mint a magas LDL koncentraci6é (Wang és mtsai 2002).

Mas kutatocsoportok az IMT névekedése és az inzulinérzékenység kdzotti forditott
aranyossagroél szamoltak be (Bokemark és mtsai 2001, Agewall és mtsai 1995).
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Kimutattdk tovabba, hogy az inzulinrezisztencia a legerételjesebb flggetlen
rizikbfaktora az a. carotis-fal megvastagodasanak id6s6dé emberekben (Wohlin és
mtsai 2003), hypertoniasokban (Suzuki és mtsai 2004; Suzuki és mtsai 1996) és
diabeteses betegekben (Watarai és mtsai 1999).

Ezzel egybevagbéan hypertonias betegekben azt tapasztaltdk, hogy az
inzulinrezisztencia az egyik legfontosabb meghatarozéja az endothelialis
dysfunctio kialakulasanak, mely utébbit az atheroslcerosis korai megjelenési

formajanak tekinthetlink (Wohlin és mtsai 2003).

Az inzulinrezisztencia egyitt jar az IMT névekedésével (Fujiwara és mtsai 2003),
igy mind a prevalens, mind az incidens cardiovascularis betegségek fliggetlen
prediktora lehet II. tipusu diabeteses betegekben (Bonora és mtsai 2002),
hozzajarulva a Il. tipusu diabetes, a hyperlipidaemia, a hypertonia és a véralvadasi
zavarok altal meg nem magyarazott kozkazatokhoz. Az inzulinrezisztencianak
tehat feltehetéen jelentés szerepe van az atherosclerosis elinditdsdban és a
folyamat fenntartdsaban is (Arcaro és mtsai 2002).

Bar az inzulinrezisztencia és az atherosclerosis egytttes el6fordulasardl mar
évtizedekkel ezel6tt is beszamoltak, a két elvaltozds kapcsolatanak részleteit a
mai napig nem sikerUlt tisztazni. Az ADMA plazma-szintjének emelkedésérdl
szamoltak be tébb betegség kapcsan, ideértve az atherosclerosist (Miyazaki és
mtsai 1999), a hypertoniat (Stihlinger és mtsai 2002), a végstadiumu
vesebetegséget (Kielstein és mtsai 2002, Vallace és mtsai 1992), a kronikus
szivelégtelenséget (Chan és mtsai 2002), a Il. tipusu diabetes mellitust (Lin és
mtsai 2002; Abbasi és mtsai 2001), a hypercholesterinaemiat (Béger 2003), a
hyperhomocysteinaemiat (Béger és mtsai 2001) és a hyperlipidaemiat (Dayoub és
mtsai 2003). Masok az ADMA-szint és az életkor (Miyazaki és mtsai 1999)
valamint az ADMA és a csokkent glikdztolerancia (Béger 2003) kézti pozitiv

korrelaciérdl szamoltak be.

Ennél egyértelmlibb bizonyitékokkal szolgal a Stuhlinger és munkatarsai éltal
elvégzett klinikai vizsgalat, melyben az inzulinérzékenység és a szisztémas
ADMA-szint valtozasat egyidejlleg vizsgaltdk. Jelentés kapcsolatot tartak fel az
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ADMA plazma szintje és az inzulin szuppresszios teszt segitségével kvantifikalt
inzulinrezisztencia kdz6tt. Vizsgalati eredményeik tdbbszdrds lineéris regresszios
analizise soran azt talaltak, hogy az egyensulyi plazma glikéz koncentracié (az
inzulinérzékenységet quantifikdlo paraméter) bizonyult az ADMA koncentracio
legerdteljesebb prediktoranak. Mindezek mellett hypertensiv betegekben csak
akkor taldltak emelkedett ADMA-szintet, ha a betegek inzulinrezisztensek is voltak
(Stuhlinger és mtsai 2002).
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3. Célkitlizések

Az ADMA szerepének meghatarozasa az atherosclerosis és az

inzulinrezisztencia kialakulasaban

Klinikai evidenciak és NOS gatlék indukalta inzulinrezisztencia modellek alapjan
munkacsoportunk felvetette, hogy az ADMA az atherosclerosis és az
inzulinrezisztencia szimultan kialakulasaért felelés molekula, mivel egyarant
gatolja az eNOS-t és a plexus hepaticus anteriorban talalhaté nNOS-t, mely utdbbi
az inzulinérzékenység szabalyozasaval hozhaté kapcsolatba (Zsuga és mtsai
2005). Ebbdl a hipotézisbél kiindulva egy eset-kontroll vizsgalat keretén belll
megvizsgaltuk az inzulinrezisztencia kialakulasanak szignifikans prediktorait
atheroscleroticus betegekben, kilénds tekintettel az ADMA, a SDMA és az arginin
szerepere. A vizsgalatba fiatal atheroscleroticus betegeket vélogattunk be, a
kontrollt pedig korcsoport-azonos, ép érrendszerl egyének képezték. A kimeneteli
valtozé a HOMA index (Homeostasis Model Assessment of B cell function and
insulin resistance) volt, amely az inzulinérzékenységet és béta-sejt funkcidt
Osszevontan kvantifikalja, tehat Il. tipusu diabetes mellitusban (a betegség
végstadiumét kivéve, amelyben a béta-sejtek kimerlinek) az inzulinérzékenység

mutatdja.

Elemeztik az atherosclerosis, az inzulinrezisztencia és az ADMA-szint kozotti
korrelaciot is. A kilénb6z6 torzitd tényezbkre vald korrigalas elbsegitése
érdekében figyelembe vettlk a korra, nemre, hypertoniara, diabetesre és
dohényzésra vonatkoz6 adatokat is. Mértik az éhomi vércukor- és inzulin-szintet,
a CRP-t (C reaktiv protein), a homocisztein-szintet, a fehérvérsejt szamot, a
cholesterin-szintet, a triglycerid-szintet, tovabba elvégeztik a vese és majfunkciot

jellemz6 vizsgélatokat is.
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A megkézelitéleg fiziologias ADMA szint szerepének vizsgalata az
atherosclerosist kiséré gyulladasos allapotban

Az eNOS altal termelt NO-t ubikviter antiatheroscleroticus molekulaként tartjak
szamon. Az ADMA koncentracid6 emelkedése az eNOS gatlasan keresztil
szignifikans szerepet jatszhat az atherosclerosis kialakulasaban. Az ADMA
azonban gatolja az iINOSt is, mely izoforma atheroscleroticus folyamatokat

triggerelhet peroxinitritek termelésén keresztiil.

Ezen potencidlisan ellentétes hatasokbdl kiindulva megvizsgaltuk, hogy az ADMA
rizikofaktor vagy protektiv tényez6-e a fiatal életkorban kezd6d6 emelkedett
gyulladasos markerekkel kisért atherosclerosisban. Elemeztik az ADMA-szint
kapcsolatat az artéria carotis communis intima-média vastagsagaval (IMT), amely
a coronaria és cerebrovascularis szévédmények erbteljes prediktora. Tekintve,
hogy az életkor mind az IMT-nek, mind pedig az arteria carotisok
atherosclerosisanak szignifikans determinansa (Mathiesen és mtsai 2001), eset-
kontroll vizsgalatunkba 55 évnél fiatalabb, de legalabb 30%-o0s arteria carotis

interna szlkulettel rendelkezé egyéneket vontunk be.
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4. Anyagok és modszerek

Vizsgalatok fiatalkori carotis stenosisban és occlusioban

A jelen vizsgélatokat jovahagyta a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga, tovabba
minden résztvevd irasos beleegyezését adta a vizsgalatban torténd részvételhez.

A vizsgalat megfelelt a Helsinki Deklaracidéban lefektetett elveknek.

1999. szeptember és 2001. november kdz6tt 12 ezer beteget vizsgaltak meg a
DOTE/DEOEC Neurologiai Klinika Neurosonolégiai Laboratériumaban. A
vizsgalatba bevont 55 évnél fiatalabb, az a. carotisok occlusiv betegségében
szenvedd beteg kdzil a. carotis interna occlusiéja 20 betegnek volt (atlagéletkor:
48,2+4,8 év, férfi/nd:18/2), 30%-nal sulyosabb arteria carotis interna stenosisa
pedig 45 betegnek (atlagéletkor: 48,2+4,2 év, férfi/nd: 23/22). Kontrollként 35
olyan hasonl6 koru és nemi személy szerepelt (atlagéletkor: 47,5+5,6 év, férfi/né:
17/18), akiknél a nyaki nagyereken sem szikilet, sem plague nem volt

detektélhat6 carotis duplex ultrahanggal.

A carotis ultrahang vizsgalat napjan részletes kérddivet toltéttink ki a
cardiovascularis rizikéfaktorokrol, valamint éhgyomri vérvétel tértént laboratoriumi
vizsgalatok (vérkép, fibrinogén, homocisztein, lipidek, ADMA, SDMA, arginin,
inzulin) elvégzése céljabdl. Minden beteg esetében carotis duplex vizsgalat tértént
online és offline IMT analizissel.

Vizsgalataink soran az egyik f6 kimeneti valtozé az IMT volt, melyet napjainkban
mar altaldanosan elfogadnak, mint az atheroscleroticus vascularis betegségek
sulyossaganak indikatorat (Bots 2006).

A masik f6 kimeneteli valtozé az inzulinrezisztencia meértékét jellemzé HOMA

index volt. A betegeket akkor tekintettik inzulinrezisztensnek, ha a HOMA indexik

meghaladta a 4,4-et (Wallace és mtsai 2004).
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A vizsgalatok napjan éhgyomorra és a reggeli gyégyszerek bevétele el6tt reggel
fél 8 és 8 Ora kdzott vérvétel tortént. A fibrinogént plazmabdl hataroztuk meg, a
szérum mintakat a levételt kéveté 60 percen belll lefagyasztottuk és -70 fokon
taroltuk a laboratoriumi mérések elvégzéséig. A haematologiai vizsgalatokat a

korabban leirtaknak megfeleléen végeztik (Magyar és mtsai 2003).

A glikéz-szintet parhuzamos vizsgalatokban hataroztuk meg a glikéz oxidaciés
mobdszer segitségével (Beckman). Az elemzésekhez ezek szamtani atlagat
hasznaltuk. Az inzulin-szintet az Insulin-CP (MP Diomedicals, NY, USA) kit

segitségével hataroztuk meg a gyarté altal mellékelt utasitasoknak megfeleléen.

Az ADMA, SDMA és arginin koncentraciok meghatarozasa

Szilard fazisu extrakcio

A szérummintak el6készitését szilard fazisu extrakcidéval végeztik, Nonaka és
mtsai (2005) modszerének adaptaldsaval a kévetkezék szerint: 250 pl szérumhoz
belsd standardként 50 ul homoarginint (1000 ymol/L, HARG) adtunk, majd 700 pl
borat puffer |-gyel dsszekevertik. Az extrakciot megelézéen az SPE kolonnakat 1
ml borat puffer I-gyel (50 mmol/L bérsav, pH 9,00+0,05) kondicionaltuk. A
mintafelvitel (1ml) utan a kolonnakat 1 ml borat puffer I-gyel, 3 ml ionmentes
vizzel, végul 1 ml metanollal mostuk. Ezutan az arginin szarmazékokat 1 ml
eluenssel (tdmény ammonia, viz és metanol (10/40/50/v/v/v)) elualtuk. Az
alkalmazott vakuum végig 750 mbar volt (ILMVAK MPC 101 Z vakum pumpa és
ILMVAK VCZ 324 szabalyoz6 egység). Az igy kapott oldatot 60 °C-os vizflrdén,
nitrogén atmoszféra alatt, vakuum alkalmazasaval szarazra paroltuk, ezutan a
szaraz extraktumot 200 ul ionmentes vizben oldottuk. A mintael6készitést 12
munkahelyes SPE mintael6készité berendezéssel végeztik (BAKER SPE 12 G
manifold, J.T. Baker).

Szarmazékképzés
A szarmazekképzést a Molnar-Perl és munkatarsai altal kidolgozott modszer
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(1999) adaptalasaval vegeztik. A 200 pl vizben oldott mintainkat 63 i
ortoftalaldehid/merkaptopropionsav. = (OPA/MPA, pH 9,9) reagens oldat
hozzaadasa utan 22 °C-on 10 percig allni hagytuk, majd a készllék 5 °C- os
mintatartojaba helyeztik. A szarmazékképzét mindig 22 °C-ra val6 felmelegedés

utan hasznaltuk.

Kromatografias kériilmények

Az elvalasztast Waters Alliance 2695 tipusu nagynyomasu folyadékkromatografias
késziléken, a detektalast pedig Waters 2475 fluoreszcencias detektorral
végeztik. A mintakbdl 20 pl-t injektaltunk. A kolonnatér hémérséklete a mérés
teljes ideje alatt 35 °C volt. Waters Symmetry C-18 (4,6 mm x 150 mm x 3,5 um )

kolonnat hasznaltunk.

Az eluens daramlasi sebessége 1,00 ml/perc volt. A gradiens ellci6 a
kdvetkezdkeppen valtozott: 0-13 perc kézt 90% A eluens (20 mmol/L ammonium-
karbonat pH 7,50 = 0,05), 10% B (acetonitril), 13-15 perc kbzt linearis gradiens
szerint 70% A, 30% B, majd az 6sszetétel 5 percig tartotta ezt az aranyt, és utana
20-20,1 perc kdzt visszaallt a kiindulasi 90% A, 10% B 6sszetételre és tartotta ezt

a meérés végeig.

Az analizis soran a detektor gerjesztési hullamhossza (Aex) 337 nm, emisszids
hullamhossza (Aem) 520 Nm volt az arginin és a homoarginin detektalaséig, ezutan
az emisszios hulldmhossz 454 nm-re valtott, ezen a hullamhosszon detektaltuk az
ADMA-t ill. a SDMA-t. A mérést és kiértékelést Waters Empower szoftverrel
végeztik.

Linearitas
A minta a kdvetkezdképpen készilt: szamitott térfogatd standard oldathoz (1000
pumol/L Arg, 100-100 pmol/L ADMA ill. SDMA) 200 pl belsé standard (1000 pmol/L

HArg) oldatot adtunk és borat puffer l.-gyel 1 ml-re kiegészitettik, majd ehhez 315
ul OPA/MPA szarmazékképzdt adtunk.
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Visszanyerés
A mintael6készitést a standard addiciés mddszerrel végzett visszanyerés
segitségével vizsgaltuk. Azonos szérum mintakhoz eltér6 mennyiségben adtunk

térzsoldatot és belsé standardot. A mintak dsszetételét mutatja az 1. tablazat.

1. tablazat. A visszanyerésnél alkalmazott mintadsszetétel

ADMA SDMA Arg HArg
szérum | (10 ymol/L) | (10p pmol/L) | (1000 pmol/L) | (1000p pmol/L) | borat puffer .
sorsz. | (ul) (ul) (ul) () (ul) (1D
1. 250 0 0 0 200 550
2. 250 0 0 0 200 550
3. 250 0 0 0 200 550
4. 250 2 2 20 200 526
5. 250 2 2 20 200 526
6. 250 2 2 20 200 526
7. 250 4 4 45 200 497
8. 250 4 4 45 200 497
9. 250 4 4 45 200 497

Reprodukalhatésag

A mintael6készités reprodukalhatésaganak meghatarozasa soran ugyanazt a

szérum mintat két kiilénb6z6 személy készitette el6 6-6 mintaszammal.

Felhasznalt anyagok

L-arginine hydrochloride (Arg), L-homoarginine hydrochloride (HArg), NG,NG-
dimethyl-L-arginine dihydrochloride (ADMA) és NG,NG'-dimethyl-L-arginine di(p-
hydroxyazobenzene-p'-sulfonate) s6 (SDMA) a Sigma-tél (St. Louis, MO, USA)
szarmazott. Az ortoftalaladehidet (OPA) a Flukatdl; 3-merkaptopropionsavat
(MPA) és a bdrsavat az Aldrichtél; ammonium-karbonatot, kalium-kloridot és a
natrium-hidroxidot a Reanaltdél (Budapest, Hungary) szereztik be. A metanol
(MeOH) és az acetonitril (HPLC tisztasagu) a Scharlautdl szarmazott. A szérum

extractiohoz szlikséges szilard fazisu extrakciés oszlopokat (OASIS® MCX 3cc) a
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Waterst6l szereztik be (Milford, MA, USA).

Ultrahang vizsgalat

Szinkddolt carotis duplex vizsgalat

A nyaki nagyereket 7,5 MHz-es linearis szondaval, Sonos 2000 color duplex
ultrahang készllékkel (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) vizsgaltuk. A duplex
ultrahang soran a vizsgalt erekrdl longitudinalis és transzverzdlis B-mdd
felvételeket készitettlink, valamint az arteria carotis communisban, a maximalis
stenosis helyén és az arteria carotis interndban systolés csucssebességet és
végdiastolés sebességet mértiink (Widder és mtsai 1986). A vizsgélatrél minden
esetben videofelvételt készitettiink. A stenosis meértékét 10%-os kategoridkban
irtuk le a nemzetkdzileg elfogadott kritériumok alapjan (Gértler és mtsai 1996,
Carpenter és mtsai 1996, Bray és Glatt 1995). A kevesebb, mint 50%-0s stenosist
okozé szlkiletek klasszifikalasat a B-mddu képen mért lumenredukcid alapjan
végeztik. 50%-0s stenosisnak a maximalis stenosis helyén mért 120 cm/s-os
systolés csucssebességet tekintettik. Indirekt hemodinamikai jelek (a stenosis
maximuman az aramlési spekirumban turbulens aramlas, poststenotikusan
csokkent aramlasi sebesség) jelenléte esetén 80%-osnal sulyosabb stenosist
irtunk le. Occlusiot akkor diagnosztizaltunk, amikor a vizsgalt érben a stenosistol
distalisan nem volt detektalhatdé aramilas, valamint jelen voltak az occlusiéra
jellemz6 indirekt hemodinamikai kritériumok (forditott &ramlas az a.

ophthalmicaban).

IMT mérés

Az a. carotis communis IMT online mérését a carotis duplex vizsgalat soran,
Sonos 2000 color duplex ultrahang készilékkel (Hewlett Packard, Palo Alto, CA,
USA), kétszeresére nagyitott, kimerevitett B-mod képeken végeztik az a. carotis
bulbustél proximalisan 10 mm-re. Minden mérés a szonda medio-lateralis

pozicidjaban, a szondatédl tavol es6é érfalon, end-diastoléban toértént. A carotis
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duplex vizsgalatrél minden esetben vided felvételt készitettink. Az a. carotis
communis IMT offline analizisét az Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)
protokoll alapjan végeztik (Howard és mitsai 1993). A carotis bulbustol
proximalisan 1 cm-es szakaszon milliméterenként 1-1 mérést végeztink, azaz
carotisonként 11, betegenként 22 értéket kaptunk (4. abra). Minden beteg
esetében a 22 érték atlagat (atlag offline IMT) hasznaltuk a statisztikai
elemzéshez. A vizsgalatunkban az offline IMT analizist egy flggetlen vizsgald
végezte. Az offline analizis ,vakon” tortént, azaz a vizsgalé nem tudta, hogy a
videofelvétel melyik betegcsoportba tartozé személyrdl készilt.

a. carotis

a. carotis externa interna

Divider

mérés

surface

a. carotis communis

4. abra. Az a. carotis bifurcatiojanak sematikus abraja. Az offline IMT mérés az a. carotis

communis distalis 10 mm-es szakaszan, mm-ként, azaz erenként 11 ponton tértént.

Az inzulinrezisztencia meghatarozasa

Az egyik altalunk vizsgalt f6 kimeneti valtozé6 a HOMA index volt. A HOMA index
az inzulinrezisztencia jellemzésének egyszerl noninvaziv és megbizhaté mddja,
amely jol korrelal a teljes test inzulinérzékenységének kvantifikalasara elfogadott
aranystandard eljaras, a hyperinsulinaemias euglycaemias glikéz clamp altal
szolgaltatott eredményekkel, ugyanakkor rutin klinikai kérdlmények kozoétt is
kdnnyen meghatarozhaté. A HOMA indexet az éhgyomri vércukor- €s inzulin-
szintbdl az aldbbi képlet alapjan szamoltuk:
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plazmagliikéz(mmol | L)* plazmainzulin(uU / mL)
22,5

HOMA =

A statisztikai elemzés soran, ahol modszer azt kivanta meg, a HOMA indexet
folytonos valtozéként hasznaltuk, mashol pedig dichotomisalast kévetéen, amikor
is a beteget inzulinrezisztensnek mindsitettik 4,4 vagy efeletti HOMA index mellett

és inzulinérzékenynek 4,4 alatti HOMA index esetén (Wallace és mtsai 2004).

Statisztikai elemzés

Alapstatisztikak

Az eseteket és a kontrollokat alapveté tulajdonsagaik és a rizikéfaktor-profilok
alapjan hasonlitottuk &6ssze. A mintaatlagokat illetve az el6fordulasi
gyakorisagokat mind az atherosclerosis, mind az inzulinérzékenység alapjan
kettéosztott mintdban meghataroztuk. A folytonos valtozék normalitasat a Shapiro-
Wilk teszt segitségével vizsgaltuk. Normdl elosztas esetén Student t-teszt
segitségével végeztik az dsszehasonlitast, a gyakorisagokat pedig a Pearson x?
teszttel hasonlitottuk 6ssze. Amennyiben az eloszlas nem volt normalis, a Kruskal-

Wallis tesztet alkalmaztuk.

A HOMA index altal jellemzett inzulinérzékenység vizsgalata

Exploraciés lineéris regresszids eljarast végeztiink annak érdekében, hogy a
HOMA indexet meghataroz6 tényezéket figyelembe vevé tObbszérds linearis
regresszios modellt tudjunk alkalmazni és ezen determinansok hatasait a modell
altal megadott koefficiensek segitségével jellemezhessik. Ennek érdekében
el6szér egyszerl linearis regressziét végeztink az inzulinrezisztencia lehetséges
determinansaival, ide értve a szérum kreatinin-szintet, az életkort, a nemet, a
triglycerid-szintet, a cholesterin-szintet, a HDL-C-szintet, az LDL-C-szintet, az
Apo-A1-szintet, az Apo-B-szintet, az Lp(a) -szintet, a glikdz-szintet, az inzulin-
szintet, a diabetes mellitust, az ischaemias szivbetegséget, a hypertoniat, a
cerebrovascularis megbetegedéseket, a dohanyzasi szokdsokat, az ujonnan
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azonositott rizik6faktorokat (CRP, fibrinogén, homocisztein) és az A&ltalunk
vizsgalni kivant lehetséges befolydsolo tényezéket (szérum ADMA, SDMA,
arginin, valamint az ADMA/SDMA és az arginin/SDMA arany).

A Kiinduldsi tobbszérés modellt a szakirodalomban fontosnak tartott
meghatarozok, valamint az egyszerli modell altal szignifikdnsnak jelzett
determindansok (a regresszios koefficiens nullatol eltéré értéket vett fel P<0,05
mellett) egylttes vizsgalataval hoztuk létre. Ennek megfeleléen az aldbbi
tényezdbket vettlk be a kiindulasi modellbe: életkor, nem, hypertensio, dohanyzas,
diabetes mellitus, kreatinin-szint (valamennyien el6zetes irodalmi adatok alapjan),
tovabba ADMA/SDMA arany, szérum tritglycerid, HDL-C, Apo-A1-szint és korabbi
cerebrovascularis megbetegedés az anamnesisben (utdbbiak az egyszeri
modellezés alapjan). Hianyzd értékek esetén indikator kddolast végeztink. A
valtozékat egyszerre vittik be a kiindulasi modellbe, majd a nem szignifikans
determindnsokat egyesével kivettiik a modellbdl.

A végs6 modell tartalmazta az ésszes a priori (szakirodalmi) valtozét, tovabba az
ADMA/SDMA aranyt, a HDL-C és triglycerid szinteket, valamint a

cerebrovascularis betegséget az anamnesisben.

Az atherosclerosis és az inzulinrezisztencia kozo6tti kapcsolat vizsgalatahoz az
adatok elemezését a minta rétegzését kdvetben is elvégeztik. A rétegképzd
valtoz6 az a. carotis atherosclerosisanak jelenléte vagy hianya volt, azaz két
rétegre bontottuk a mintat, az atherosclerosistél mentes és az atheroscleroticus

rétegre.

A kapcsolatokat a regresszids koefficiensekkel és ezek 95%-0s konfidencia
intervallumaval jellemeztik. A statisztikai elemzést a Stata 8.2 (Stata Corporation)

szoftverrel végeztik.

Az IMT és az ADMA szint kapcsolatanak vizsgalata

Az IMT és az ADMA kézti korrelaciot Spearman féle Kkorrelacié-elemzés
segitségével hataroztuk meg. Emellett egyszerl linearis regresszios elemzést is
végeztink az IMT lehetséges prediktoraival, ide értve a tradicionalis
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rizikofaktorokat (életkor, nem, triglycerid, cholesterin, HDL-C, LDL-C, Apo-Af,
Apo-B, Lp(a) szint, diabetes mellitus, ischaemias szivbetegség, hypertonia,
dohanyzas), tovabba az ujonnan azonositott rizikéfaktorokat (CRP, fibrinogén,
homocisztein) és a szérum ADMA, SDMA és arginin szinteket. Az egyéb
tényezéket (fehérvérsejt szam, thrombocyta szam, szérum kreatinin-szint, szérum
glikdz-szint, valamint thrombocyta aggregatio gatlok szedése) szintén figyelembe
vettlik. Minden szignifikans tényez6t egy tdbbszérds linearis regressziés modellbe
vontunk be annak érdekében, hogy kvantifikaljuk az a. carotis communis IMT és a
szérum ADMA Kkoncentracio kozti kapcsolatot. Elézetes irodalmi ismereteink
alapjan az életkor, a nem, a szérum cholesterin-szint, a hypertonia és a diabetes
mellitus kerllt be a tdbbszérds modellbe. Hianyzé értékek esetén indikator
kodolast végeztink. A valtozokat egyszerre vittik be a modellbe, majd ezt
kdvetéen azon nem szignifikans valtozokat, melyek nem jarultak hozza a
modellhez, egyenként eltavolitottuk. Ennek megfeleléen a végsé modell
tartalmazta az &sszes a priori azonositott tényezét, illetve az atherosclerosis
jelenlétét vagy hianyat, az arginin-szintet, a CRP-szintet, a fibrinogén-szintet, a
HDL-C-szintet, a fehérvérsejt szdmot és a thrombocyta aggregatio gatlé
hasznalatat.

Mind a Spearman korrelacido elemzést, mind a t0bbszdérds linearis regressziot
elvégeztilk az adatok rétegzését kbvetben is. A rétegképzé valtozé az a. carotis

interna atherosclerosisanak megléte vagy hianya volt.
A kapcsolatokat itt is a regresszids koefficiensekkel és ezek 95%-0s konfidencia

intervallumaval jellemeztik. A statisztikai elemzést a Stata 8.2 (Stata Corporation)

szoftverrel végeztik.
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5. Eredmények

A szérum ADMA méréseére szolgalo modszer jellemzése

Kvalitativ meghatarozas

A kvalitativ meghatarozas soran olyan stabilis mérési modszert fejlesztettiink ki,
amely egymastol élesen elvalo ADMA, SDMA, arginin és homoarginin csucsokat
eredmeényezett. A minéségi meghatarozas standard oldatok injektalasaval tértént.
A komponensek standard oldatban és human szérumban valé elvalasat mutatja az

5. &bran lathaté mintakromatogramm.
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5. ébra. A standard és a szérum mintakromatogrammija.

A szérum mintakban a komponensek retencids idejének standard deviacidja az
argininnél 0,020 , a homoargininnél 0,036 , az ADMA-nal 0,076 , a SDMA-nal
0,108 volt.
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Linearitas

A mintabeli arginin és a metilalt szarmazékok kvantifikdlasahoz megvizsgaltuk,
mely tartomanyban linaris a detektor kimend jele az egyes komponensekre.

A 6. abran a vizsgalt anyag és a homoarginin (mint beslé standard) gérbe alatti
terlletének hanyadosat abrazoltuk a vizsgalt anyag koncentracidjanak
flggvényében. A Kkalibraciés flggvények alapjan lathaté, hogy a linearis
koncentracio-tartomany arginin esetén 10-300 umol/L (6. dbra A panel), ADMA
esetén 0,15-2,0 ymol/L (6. abra B panel), mig SDMA esetén 0,15-2,0 pmol/L
k6z6tt mozgott (6. abra C panel). A lemért 90 szérum mintaban az arginin
koncentracidja 56-132 umol/L, az ADMA koncentracioja 0,18-0,64 umol/L, és az
SDMA koncentracidja 0,18-0,97 ymol/L kdz6tt valtozott. Ezt a tartomany minden

esetben a kalibracids gorbe linedris szakaszara esett.
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6. abra A panel. Az arginin kalibracios egyenese.
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ADMA / HArg
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6. abra B panel. Az ADMA kalibraciés egyenese.
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6. abra C panel. Az SDMA kalibraciés egyenese.
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Visszanyerés meghatarozasa standard addiciéval

Standard addicios mddszerrel vizsgaltuk a szérum matrixhataséat, tovabba azt,
hogy mennyi anyagot veszitettlink a szilard fazisu extrakcié soran. A visszanyerés

tehat megmutatja a mintael6készités megbizhatésagat (7. abra).

Arginin visszanyerés
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7. abra A panel. Az arginin visszanyerése.

ADMA visszanyerés
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7. abra B panel. Az ADMA visszanyerése.
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SDMA visszanyerés
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7. abra C panel. A SDMA visszanyerése.

Megallapitottuk, hogy a mintael6készités megbizhatésagat jellemzd visszanyerés
mindharom komponensre nagyobb volt 97,5 %-nal.

Reprodukalhatésag

A mintael6készités és a mérés reprodukalhatésaganak meghatarozdsa soran
ugyanazt a szérummintat két fliggetlen személy 6-6 mintaszammal készitette elé.
A koncentracié kézvetlen kalibracioval t6rténé meghatérozasaval a komponensek
koncentracioinak szérasa a teruletértékeik szorasértékeivel egyezett meg (2.
tablazat). Belsdé standard hasznalataval a mintael6készités soran fellépé hibak
csOkkentésével, a belsé standardra vonatkoztatott koncentraciok szoérdsa

csokkenthetd volt, ezért ezzel a mddszerrel hataroztuk meg a koncentracidkat.
A 12 mintdbdl szarmaz6é reprodukalhatésag szorasa belsé standard

alkalmazasaval, koncentracioértékek alapjan, arginin-re: 2,2 %, ADMA-ra: 2,1 %,
SDMA-ra: 1,2 % volt.

31



2. tablazat. A mintael6készités és mérés reprodukalhatésaga.

Teriilet (10° mV*s) Koncentracié (umol/L)

Név Arg | HArg | ADMA | SDMA | Arg | HArg | ADMA | SDMA
P101 191,6 | 191,3 | 1,648 | 2,101 | 149,2 | 200 1,574 1,598
P102 1959 | 201,9 | 1,724 | 2,156 | 144,4 | 200 1,564 1,568
P103 194,8 | 198,3 | 1,578 | 2,144 | 146,3 | 200 1,490 1,581
P104 199,0 | 201,7 | 1,729 | 2,216 | 146,9 | 200 1,569 1,599
P105 194,2 | 200,5 | 1,714 | 2,214 | 1442 | 200 1,565 1,605
P106 198,0 | 201,6 | 1,712 | 2,232 | 146,2 | 200 1,558 1,607
P201 2049 | 211,1 | 1,866 | 2,397 | 144,5 | 200 1,602 1,635
P202 212,2 | 223,6 | 1,965 | 2,525 | 141,3 | 200 1,596 1,629
P203 199,5 | 212,7 | 1,858 | 2,359 | 139,5 | 200 1,589 1,609
P204 193,6 | 200,8 | 1,820 | 2,255 | 143,6 | 200 1,630 1,623
P205 2038,2 | 2159 | 1,853 | 2,379 | 140,0 | 200 1,570 1,602
P206 209,0 | 223,5 | 1,926 | 2,474 | 139,4 | 200 1,574 1,607
Atlag 199,6 | 206,9 | 1,783 | 2,288 | 134,8 | 200 1,57 1,61
% RSD 3,2 5,0 6,5 59 2,2 0 2,1 1,2

A dimetilarginin-szint valtozasa inzulinrezisztenciaban és
atherosclerosisban

Az inzulin szenzitiv és inzulinrezisztens betegek demografiai jellemzése és

riziképrofilja

Az altalunk végzett vizsgdlatban résztvevd inzulinrezisztens és inzulinérzékeny
betegek demografiai jellemzdit és laboratériumi paramétereit a 3. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A vizsgélati mintdban az atlagéletkor 50,7 év volt, az
inzulinrezisztens  betegek valamennyivel fiatalabbak voltak, mint az
inzulinérzékeny csoport betegei (49,73 évvel szemben 51,09 év). A férfiak és a
nék megoszldsdban nem mutatkozott kilénbség, nem volt kdzottik eltérés az a.
carotisok atherosclerosisaban, a diabetes, a szivbetegség, a hypertonia, a

dohanyzas, a cardiovascularis betegségek eléfordulasaban és a thrombocyta
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aggregacid gatlok alkalmazasi gyakorisagéat illetéleg sem. A cerebrovascularis
megbetegedések  gyakoribbak  voltak az  inzulinrezisztens  betegek
anamnesisében, mint a kontrollokéban.

Az atlagos ADMA szint 0,40+0,01 pmol/L volt (95% KI: 0,39; 0,42). Az
inzulinérzékeny csoportban az ADMA szint 0,41+0,09 umol/L (95% KI: 0,39; 0,43),
mig az inzulinrezisztens rétegben 0,39+0,09 umol/L (95% KI: 0,36; 0,43) volt. Az
ADMA-hoz hasonléan az arginin szintie sem mutatott kapcsolatot az
inzulinérzékenységgel. Ezzel szemben a szérum SDMA-szint szignifikansan
alacsonyabb volt az inzulinrezisztens betegek kérében (0,31+0,09 pumol/L 95% KiI:
0,27, 0,35), mint az az inzulinérzékenyeknél (0,37+0,12 umol/L 95% KI: 0,34,
0,39). Ennek megfeleléen az arginin/ADMA arany valtozatlan, az ADMA/SDMA
arany pedig szignifikdnsan magasabb volt az inzulinrezisztens betegeknél az

inzulinérzékenyekkel 6sszehasonlitva.

A szérum kreatinin-szint nem volt statisztikailag szignifikdnsan eltér6 az
inzulinérzékeny és az inzulinrezisztens betegek kozoétt (3. tablazat). A lipid
homeostasis koros eltérései gyakoribbak voltak az inzulinrezisztens csoportban,
ezt tikrozte az, hogy a triglycerid koncentracié szignifikansan magasabb, mig az
Apo-A1 és a HDL-C szint szignifikansan alacsonyabb volt az inzulinrezisztens
egyénekben.
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3. tablazat. Az inzulinérzékeny és inzulinrezisztens betegek jellemzdi és rizik6faktor

profilja. A vizsgalt paramétereket cella frekvenciaval, vagy az atlag + SD megadasaval

jellemeztiik. A p érték, normalis eloszlasu paraméterek esetén a t-teszt, cella frekvenciak

Ve

esetén pedig a Pearson x° teszt szignifikanciajat jelzi.

Inzulinérzékeny

Inzulinrezisztens

Jellemzé

n=64 n=26
Eletkor (években) 51,09+3,39 49,73+3,63 0,047
Nem (férfi/n6) 37/27 14/12 0,73
ADMA (umol/L) 0,41+0,09 0,3940,09 0,25
SDMA (umol/L) 0,37%0,12 0,31+0,09 0,017
Arginin (umol/L) 88,17+14,54 89,22+16,21 0,38
ADMA/SDMA 1,15+0,22 1,33+0,31 0,017
Arginin/ADMA 223,37+47,5 232,74+49,3 0,80
A metabolikus szindréma komponensei
Triglycerid (mmol/L) 1,6811,14 2,49+1,62 0,004
HDL-C (mmol/L) férfiakban 1,41+0,46 1,09+0,27 0,016
HDL-C (mmol/L) nékben 1,44+0,39 1,1540,32 0,009
Hypertonia (igen/nem) 35/28 20/6 0,059
Ehomi vércukor (mmol/L) 4,35+0,46 5,6+1,82 <0,001
Egyéb tényezok
Kreatinin (umol/L) 94,44+102,8 76,16+13,0 0,78
Inzulin (puIU/mL) 14,71+3,65 39,78+23,51 <0,001
Cholesterin (mmol/L) 5,61+1,12 5,5240,76 0,35
LDL-C (mmol/L) 3,48+1,03 3,36+0,84 0,31
Apo-A1 (g/L) 1,6+0,33 1,42+0,25 0,007
Apo-B (g/L) 1,11£0,32 1,1540,25 0,26
Lp(a) (mg/L) 355,8+494,2 302,1+342,8 0,3
CRP (mg/L) 5,8+20,03 6,4215,39 0,44
Homocisztein (umol/L) 13,47+5,17 12,514,611 0,2
Atherosclerosis (igen/nem) 40/24 20/6 0,19
Diabetes (igen/nem) 3/61 3/23 0,25
Cerebrovascularis betegség (igen/nem) 18/46 13/13 0,048
Szivbetegség (igen/nem) 14/50 10/16 0,11
;I;S:r/r:;:)yta aggregacio gatlo szedése 35/99 16110 08
Dohanyzas (igen/nem) 31/33 11/15 0,6
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A HOMA index és a szérum ADMA/SDMA arany quantificalasa egyszerii és
tobbszoros linearis regressziéos modell segitségével

Az inzulinérzékenység szignifikans determinansait a 4. tablazat mutatja be.

4. tablazat. A HOMA index determinansai az egyszer( linearis regresszié alapjan.

Jellemzé Koefficiens  95% konfidencia intervallum p
(B) Alsé hatar Felsé hatar

ADMA (100 nmol/L) -0,043 -1,30 1,21 0,95
SDMA (100 nmol/L) -0,91 -1,86 0,047 0,062
Arginin (umol/L) 0,002 -0,07 0,075 0,95
ADMA/SDMA 7,44 3,49 11,4 <0,001
Arginin/ADMA -0,007 -0,23 0,22 0,95
Homocisztein (umol/L) 0,026 -0,19 0,24 0,81
Kreatinin (umol/L) -0,004 -0,019 0,012 0,625
Triglycerid (mmol/L) 1,17 0,39 1,95 0,004
Cholesterin (mmol/L) -0,29 -1,36 0,78 0,59
LDL-C (mmol/L) -0,025 -0,13 0,076 0,62
HDL-C (mmol/L) -3,99 -6,47 -1,51 0,002
Apo-At (g/L) -3,82 -7,20 -0,45 0,027
Apo-B (g/L) 1,02 -2,63 4,68 0,58
Lp(a) (mg/L) -0,0003 -0,003 0,002 0,80
CRP (mg/L) 0,02 -0,045 0,083 0,56
Inzulin (uIU/mL) 0,28 0,26 0,3 <0,001
Glikéz (mmol/L) 2,66 1,92 3,39 <0,001
Kor (év) -0,033 -0,35 0,28 0,83
Nem -0,37 -2,56 1,82 0,74
Atherosclerosis 1,33 -0,96 3,62 0,25
Diabetes 2,85 -1,49 7,19 0,20
Cerebrovascularis betegség 3,34 1,16 5,52 0,003
Szivbetegség 1,99 -0,43 4,42 0,105
Hypertensio 2,35 0,15 4,56 0,037
Dohanyzas -1,63 -3,78 0,52 0,14
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Az egyszerd linaris regresszié eredményei alapjan figyelemre mélté6 a SDMA és az
inzulinrezisztencia kdz6tt fennalld szignifikans negativ korrelacié (B: - 0,55, 95%
KI. - 1,6, -0,44; p=0,033), tovabba a kapcsolat hianya az ADMA és az
inzulinrezisztencia kozott. Ennek megfeleléen az inzulinrezisztencia és az
ADMA/SDMA arany kozott szoros pozitiv korrelacio lathatd, amely az 6ésszes
szignifikans prediktor és a priori azonositott zavard tényezével vald korrigalas utan
is szignifikans maradt (B: 6,76, 95% KI: 2,13, 11,39; p=0,005) (5. tablazat, A
panel). Erdekes médon ez a kapcsolat még kifejezettebbé valt, amikor az
atheroscleroticus réteg adatait énalléan elemeztik (B: 8,29, 95% KiI: 1,43, 15,15;
p=0,019) (5 tablazat B panel), ugyanakkor nem talaltunk szignifikdns kapcsolatot
az a. carotison talalhat6 atherosclerosistol mentes egyének csoportjara korlatozva
a vizsgalatot (B: 1,39, 95% KiI: -5,46, 8,26; p=0,671).

5. tablazat A és B panel A HOMA index determinansai a t6bbsz6rds linearis regresszié
alapjan, a teljes mintaban (Panel A) és a carotis atheroscelrosisos betegek kérében(Panel
B).

Panel A
Jellemzé Koefficiens  95% konfidencia intervallum p
(B) Als6 hatar Fels6 hatar

ADMA/SDMA 6,76 2,13 11,39 0,005
Nem 1,59 -0,72 3,90 0,173
Kor (év) -0,10 -0,41 0,21 0,514
Dohényzés -1,59 -3,71 0,52 0,137
Hypertensio 1,11 -1,23 3,45 0,347
Diabetes 2,69 -2,03 7,40 0,260
Kreatinin (umol/L) -0,32 -5,93 5,28 0,909
Triglycerid (mmol/L) 0,13 -2,57 2,83 0,925
LDL-C (mmol/L) -0,30 -1,39 0,80 0,593
HDL-C (mmol/L) -3,82 -11,40 3,76 0,318
Apo-A1 (g/L) 3,28 -6,02 12,57 0,485
Cerebrovascularis betegség 1,75 -0,78 4,27 0,172
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Panel B

Jellemzé Koefficiens  95% konfidencia intervallum p
(B) Alsé hatar Felsé hatar

ADMA/SDMA 8,29 1,43 15,15 0,019
Nem 1,23 -2,93 5,39 0,553
Kor (év) -0,01 -0,56 0,54 0,965
Dohéanyzas -1,69 -5,40 2,03 0,364
Hypertensio 0,98 -3,53 5,49 0,662
Diabetes 4,39 -3,24 12,03 0,252
Kreatinin (umol/L) 1,33 -12,86 15,52 0,851
Triglycerid (mmol/L) -0,15 -8,73 8,43 0,972
LDL-C (mmol/L) -0,08 -1,80 1,65 0,928
HDL-C (mmol/L) -4,76 -16,73 7,21 0,426
Apo-At (g/L) 4,20 -10,88 19,28 0,576
Cerebrovascularis betegség 2,01 -1,99 6,02 0,325

A kézel normalis széerum ADMA-szint hatasanak vizsgalata az IMT
altal jellemzett cardiovascularis morbiditasra

Az arteria carotis atherosclerosisaval rendelkezé egyének és a korcsoport-
azonos kontrollok demografiai jellegzetességei és rizikofaktorai

A teljes vizsgalati mintaban az atlagéletkor 50,7 év volt. Az életkor viszonylataban
nem volt szignifikans kilénbség az esetek és a kontrollok kdzott. A nék és a férfiak
azonos eloszlast mutattak, nem volt eltérés a diabetes és a szivbetegség
prevarencigjaban, azonban a hypertonia, a dohanyzas, a cardiovascularis
megbetegedések és a thrombocyta aggregatio gatlok hasznalata gyakoribb volt az
atheroscleroticus betegek kérében, mint a kontrollokéban (6. tdblazat).

Az ADMA-szint és az IMT kozétti kapcsolat a teljes beteg populacioban,
valamint atherosclerosis jelenlétében illetve hianyaban

A teljes mintdban az atlagos szérum ADMA szint 0,403+0,009 umol/L volt (95%
Kl: 0,385, 0,421), mig 0,395+0,085 umol/L (95% KI: 0,373, 0,417) értéket vett fel
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az atheroscleroticus betegek kdérében, és 0,419+0,088 pumol/L (95% CI: 0,386,
0,452) volt a nem atheroscleroticus csoportban. Az IMT és az ADMA szint kézoétt
erGteljes negativ korrelacié mutatkozott a teljes adatbazis adatainak elemzését
-0,300, p=0,0041) és az

atheroscleroticus rétegben (Spearman korelaciés koefficiens: -0,323, p=0,012).

kbvetéen (Spearman korelaciés koefficiens:
Ezzel szemben nem volt statisztikailag szignifikdns korrelacié az atherosclerosistol

mentes csoportban (8. abra).

6. tablazat. A demogréfiai jellegzetességek és a rizikofaktor profil az atheroscleroticus és

az atherosclerosistél mentes egyének kérében.

Atherosclerosistol

Atheroscleroticus

Jellemz6 mentes (n=30) (n=60) P
Eletkor (években) 50,16 50,96 0,15
Nem (férfi/n&) 15/15 36/24 0,37
Diabetes (igen/nem) 1/29 5/55 0,36
Hypertensio 12/18 43/16 0,003
Dohanyzas (igen/nem) 6/24 36/24 <0,001
Szivbetegség (igen/nem) 2/28 29/31 <0,001
Thrombocyta aggregacio

gatlé haszzélatzg(ian/nem) 9721 487 <0.001
IMT mm 0,77+0,13 0,93+0,15 <0,001
ADMA pmol/L 0,42+0,088 0,3940,085 0,89
SDMA pmol/L 0,37+0,096 0,34+0,12 0,08
Arginin umol/L 85,34+15,34 90,04+14,64 0,08
Homocisztein umol/L 11,76+4,87 13,92+4,96 0,023
Cholesterin mmol/L 5,48+0,89 5,65+1,09 0,19
Kreatinin pmol/L 82,7+13,51 91,96,+103,07 0,35
Triglycerid mmol/L 1,67+0,85 2,02+1,51 0,12
LDL-C mmol/L 3,28+0,87 3,53+1,02 0,14
HDL-C mmol/L 1,39+0,357 1,310,44 0,82
Lp(a) mg/L 250,73+258,52 385,06+522 0,093
Fibrinogén g/L 3,0940,52 3,74+0,86 0,001
Fvs szam G/L 6,06+1,033 7,46+1,79 0,001
CRP mg/L 2,46+1,86 7,742+20,72 0,084
Glikéz mmol/L 4,4+0,55 4,86+1,37 0,04
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8. abra A panel. A szérum ADMA szintje és az IMT kozétti kapcsolatot jellemzé sz6rédas

diagramm a teljes vizsgalati populaciét tekintve.
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8. abra B panel. A szérum ADMA szintje és az IMT kozétti kapcsolatot jellemzé sz6rédas

diagramm az atheroscleroticus réteget vizsgalva.
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8. abra C panel. A szérum ADMA szintje és az IMT kozétti kapcsolatot jellemzé sz6rédas

diagramm az atherosclerosistél mentes populaciét vizsgalva.

Az IMT és a szérum ADMA szint kozti kapcsolat jellemzése egyszerii és
tobbszoros linearis regresszios modszerek segitségével

Az egyszerl lineéris regresszié alapjan az IMT-t meghatdroz6 szignifikans
tényezbéket a 7. tablazat tartalmazza. Az egyszer( linearis regressziot kdvetéen
tObbszérds linearis regressziot végeztink az IMT és a szérum ADMA szintje kézti
kapcsolat jellemzésére. A két tényezd kozti szignifikdns negativ kapcsolat
tovabbra is szignifikdans maradt az 6sszes szignifikans prediktorral illetve az a
priori meghatarozott tényezékkel tértént korrigalast kévetéen is (B: -0,51, 95% KI:
-0,894, - 0,127; p=0,010). Erdekes moédon ez a negativ kapcsolat még
kifejezettebbé valt az atheroscleroticus rétegre korlatozva az elemzést (B: -0,67,
95% KI: -1,16, - 0,18; p=0,008), ezzel szemben nem talaltunk szignifikans
kapcsolatot az atherosclerosistol mentes betegek vizsgalatakor (B: -0,367, KI: -
1,31, 0,576; p=0,418). Ezen tulmenbéen azt taldltuk, hogy az ADMA
koncentraciojan kivil a kordbban felallitott atherosclerosis diagnézis is
szignifikansan kapcsolédott az IMT névekedésehez (B: 0,094, Kl: 0,014, 0,17;
p=0,022), mig a szérum HDL-C szintje védelmet biztositott, vagyis negativan
korreldlt az IMT-vel (B: -0,081, KI: -0,156, - 0,006; p=0,035) mind a teljes
adatbazisban (B: -0,11, KI: -0,21, - 0,021; p=0,018), mind csak az
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atheroscleroticus rétegben.

7. tablazat. Az IMT-t meghatarozé tényez6 egyszer( linearis regresszié alapjan.

Jellemz6 Koefficiens  95% konfidencia intervallum p
(B) Alsé hatar Fels6 hatar

ADMA -0.51 -0.88 -0.14 0.007
CRP 0.0022 0.0003 0.0041 0.021
Homocisztein 0.0093 0.0028 0.016 0.005
Fvs szam 0.03 0.012 0.049 0.001
Apo-Ai -0.143 -0.24 -0.04 0.007
HDL-C -0.094 -0.17 -0.016 0.018
Fibrinogén 0.035 -0.005 0.075 0.086
Férfi nem 0.09 0.035 0.163 0.003
Atherosclerosis 0.15 0.089 0.213 0.000
Thrombocyta aggregaciok 0.064 -0.005 0.133 0.071
hasznalata

Szivbetegség 0.067 -0.001 0.136 0.054
Hypertensio 0.063 -0.003 0.13 0.065
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6. Megbeszélés

A jelen vizsgalat legfontosabb megfigyelése, hogy korai kezdeti
atherosclerosisban szenvedé betegekben az ADMA/SDMA arany pozitiv
korrelaciot mutat a HOMA indexszel, az inzulinérzékenységet és béta-sejt funkciét
6sszevontan kvantifikal6 mutatéval. Emellett forditott aranyossagot talaltunk e két
paraméter koz6tt az atherosclerosistdol mentes egyénekben. Az, hogy a
szignifikans pozitiv korrelaciot csak az atheroscleroticus rétegben tudtuk kimutatni,
alatamasztja kutatasi hipotézisiinket, mely szerint a dimetilalt arginin szarmazékok
az inzulinrezisztencia és az atherosclerosis kialakulasaért felelés folyamatok

csomoépontjaban talalhaték.

Tovabbi megfigyelésiink, hogy a National Cholesterol Education Adult Treatment
Panel lll. kritériumainak megfeleléen (Haffner és mtsai 2006) az inzulinrezisztens
egyénekben magasabb triglycerid- és éhgyomri vércukor-szint alakult ki cs6kkent
LDL-cholesterin-szint mellett. Mindezeken tul az inzulinrezisztens betegek kérében
alacsonyabb volt az Apo-A1-szint is (az inzulin rezisztens allapotokban kialakult
lipid anyagcsere valtozasokat Ginsberg és mtsai foglaltak 6ssze (2005)).

Az adatok attekintése soran azt talaltuk, hogy inzulinrezisztencidban az
ADMA/SDMA arany névekedése a SDMA-szint cs6kkenésébdl fakad, mikdzben

az ADMA-szint gyakorlatilag valtozatlan.

Szamos mechanizmus jarulhat hozza a SDMA-szint csdkkenéséhez
inzulinrezisztencidban, igy példaul a SDMA csokkent cellularis felvétele vagy
fokozott eliminacidja. Kordbban beszamoltak arrdl, hogy hyperinsulinaemiaban
indukalédik az y* transporterek expressziéja, és mivel ez a mechanizmus az
elsédleges az arginin, az ADMA és a SDMA cellularis felvételében, ez
hozzajarulhat a SDMA koncentracié csdkkenéséhez (Nijveldt és mtsai 2003b,
Simmons és mtsai 1996). Mivel e harom szubsztrat mindegyike kompetitive
gatolja a masik két molekula bejutasat a sejtbe, kordbban felmerdilt, hogy a NOS

gatlé hatastél mentes SDMA is limitalhatja az NO szintézist azaltal, hogy gatolja
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az arginin felvételét (Closs és mtsai 1997). A SDMA ugyanakkor gatolja a direkt
NOS inhibitor ADMA cellularis felvételét is, errél az oldalrdl tehat a SDMA seqiti a
NOS mikodését. Egyéb adat hijan (legjobb tudomasunk szerint nem ismert pl. az
y* transporterek ADMA-val és SDMA-val szembeni affinitAsa sem) nehéz
megmondani, hogy az alacsonyabb SDMA koncentracié és a kisebb
inzulinérzékenység kozul melyik az ok és melyik az okozat, esetleg minek az
okozatai mindketten. Kisérleti eredményeink minden esetre azt a koncepciot
tamasztjak ala, mely szerint a SDMA inkabb protektiv hatasu az
inzulinrezisztenciaval szemben, hiszen a szérum inzulin-szint negativan korrelal a
SDMA-szinttel, ugyanakkor nincs szignifikdns kapcsolat sem az ADMA, sem az

arginin esetében (az adatokat nem kdzo6lItdk).

Ettél flggetlenil még egy mechanizmus jarulhatna hozza a SDMA-szint
csOkkenéséhez: a fokozott vesén keresztili eliminacid, amely a prediabeticus és
diabeticus allapotban kialakuld hyperfiltratio eredményeként alakulhatna ki (Chen
és mitsai 2006; Pistrosch és mtsai 2005). Ennek a felvetésnek azonban
ellentmond, hogy vizsgalatainkban a szérum kreatinin-szinttel jellemzett
vesefunkcié nem tér el az atheroscleroticus és a kontroll csoportban. Masfelél,
Siroen és munkatarsai kimutattak, hogy a méaj képes mind az ADMA, mind a
SDMA szisztéméas keringésbél térténé eliminécidjara, tehat az a nézet, mely
szerint a SDMA kizarélag renalisan eliminalédik, megddlni latszik (Siroen és mtsai
2005). Ezeket az eredményeket azok a megfigyelések is alatamasztjak, melyek
szerint létezik egy alternativ mechanizmus a dimetilargininek metabolizalasara,
mely eredményeként a.-ketosav analégok jonnek létre (Ogawa és mtsai 1987).
Kiindulva abbdl, hogy a maj kézponti szerepet jatszik a glikdéz homeostasisban,
felvethet6, hogy a SDMA majban térténd metabolizmusa upregulalédik

inzulinrezisztencidban, ezaltal a SDMA eliminacidja fokozodik.

Az ADMA-szint és az inzulinrezisztencia k6z6tti kapcsolat hianya ellentmond a
Stihlinger és munkatarsai altal tett megfigyeléseknek, akik erételjes pozitiv
korrelaciot mutattak ki a plazma ADMA koncentracié és az egyensulyi allapotban
mért plazma glikéz koncentracidval jellemzett inzulinrezisztencia koz6tt, mely
kapcsolatot fliggetlennek talaltak mas rizikéfaktoroktol (Stihlinger és mtsai 2002;
McLaughlin és mtsai 2006). Korabban mi is felvetettik, hogy az ADMA
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inzulinrezisztenciat okozhat az nNOS gatldsan keresztil, mialatt az ezzel
egyidejlleg kialakul6 atherosclerosis az eNOS gatlasanak tulajdonithatd (Zsuga
eés mtsai 2005). Ez a hipotézis nem-szelektiv és szelektiv nNOS gatlok altal
létrehozott allatkisérletes inzulinrezisztencia modellek eredményein alapult, mely
modellekben az igen potens inzulinérzékenyitd mechanizmus, az étkezés altal
indukalt inzulin szenzitizacié szenvedett zavart. Ez a mechanizmus a plexus
hepaticus anterior sensoros rostjaihoz kapcsolt (Lautt és mtsai 2004). Ezen felll
kGlbnb6z6  preklinikai  és  klinikai  vizsgalatok mutattdk ki az ADMA
atherogenesisben bet6ltétt szerepét (Miyazaki és mtsai 1999, Bbger és Zoccali
2003, Boger 2003, Wang és mtsai 2006). Mindezek ellenére mas munkacsoport is
beszamolt arrél, hogy (eredményeinkhez hasonl6éan) nem talaltak szignifikans
eltérést az ADMA-szintek kdzo6tt, amikor ép és karosodott endothelialis funkciéju
coronariakkal rendelkezd betegeket hasonlitottak 06ssze (a HOMA index
ugyanakkor szignifikdnsan nagyobb volt az endothel dysfunciéval rendelkezé

betegek esetében) (Elesber és mtsai 2006).

Felvethet6 ugyan, hogy a HOMA index nem tisztdn az inzulinrezisztencia
mutatdja, mivel a B-sejt funkcid is befolydsolja, azonban epidemiologiai
vizsgalatokban az inzulinrezisztencia jellemzésére szolgalé validalt markerként
tartjgdk szdmon (Wallace és mtsai 2004, Rabasa-Lhoret és mtsai 2001, Bonora és
mtsai 2000). Ez azzal fugghet 6ssze, hogy az inzulinnal szembeni valaszkészség
. tipusu diabetes mellitus esetén illetve az ahhoz vezeté metabolikus valtozasok
soran bir a legnagyobb jelentéséggel, ugyanakkor az inzulintermelés képessége
illetve vércukor Aaltali szabalyozdsa csak a joval ritkabb I. tipusu diabetes
mellitusban és a Il. tipusu diabetes mellitus végstadiumaban szenved komolyabb

zavart.

Kiindulva abbdl a ténybdl, hogy a sztereoizomer ADMA és SDMA egyméssal is
verseng a sejtbe valé bejutasért az y* transporteren keresztlll, tovabba jelen
eredményeink ismeretében felvetjik, hogy az ADMA/SDMA arany jobban jellemzi
a sejtbe bejuté ADMA mennyiségét, mint az ADMA-szint énmagaban. Ebbdl
kdvetkezik, hogy az ADMA/SDMA arany ndvekedését az ADMA koncentracio
relativ. nOvekedéseként foghatjuk fel. Vagyis, a SDMA-szint csbtkkenése

valtozatlan ADMA-szint mellett hozzajarulhat mind az inzulinrezisztencia, mind az
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atherosclerosis kialakulasahoz, ugyanis gyengul a SDMA gatl6 hatasa az ADMA
y* carrier altali transzportjara. Ennek eredményeként az ADMA sejtbe tdrténd
fokozott felvétele az eNOS illetve nNOS fokozott géatlasahoz és ezéltal az

atherosclerosis és az inzulinrezisztencia nagyobb mértéki indukciéjahoz vezet.

Azon eredményilnk, mely szerint atherosclerosisban az ADMA/SDMA arany az
egyetlen  szignifikans determinansa az  inzulinrezisztencianak, tovabb

hangsulyozza, hogy az ADMA fontos szerepet jatszik mindkét betegség

Yy

Vizsgalati elrendezéslink egyik hidnyossaga, hogy adatbazisunk nem tartalmazott
adatokat a testtémeggel, a csipé koérfogattal, illetve a BMI-vel kapcsolatban, mely
tényez6k szorosan kapcsolédnak az inzulinrezisztencia jelenlétéhez, mivel a
konszenzus ajanlasok ezek segitségével definidljak a metabolikus szindromat.
Tekintve azt a tényt, hogy jelen vizsgalatunk célja nem a metabolikus szindroma
lehetséges meghataroz6 tényezéinek vizsgalata volt, hanem a teljes testet
figyelembe vevd inzulinrezisztenciabol fakadd eltérések elemzése, ugy érezzik,
hogy a jelen vizsgalat megfelel6 ezen problémak feltarasara.

Osszefoglalva: az ADMA/SDMA aréany szignifikdns pozitiv korreldciét mutatott a
HOMA indexszel a korai kezdet(i atheroscleroticus betegeknél. Ennek alapjan ugy
érezziik, hogy az ADMA/SDMA arany az y" transporterek szintién torténd
kompeticio figyelembevételével az ADMA intracellularis szintjének adekvat

indikatora, ezen keresztiil pedig hasznos jellemzéje az inzulinérzékenységnek.

Masodik kisérleti célkitlzéseink kapcsan végzett vizsgalataink legjelentésebb
eredménye az volt, hogy a szérum ADMA koncentracié fiatal atheroscleroticus
betegekben forditottan aranyos az IMT-vel, mely utébbit a cardiovascularis
betegségek lefolydsanak elemzésében mint helyettesité végpontot hasznalnak.

Jelenleg az ADMA-t a veseelégtelenségben szenvedd betegeknél mint nem
tradicionalis cardiovascularis rizikéfaktort kezdik figyelembe venni. Ezen tul az
ADMA A&ltalanossagban is az atherosclerosis altal okozott betegségteher egyik
diagnosztikus markerévé valhat, mivel a felgylilemlé bizonyitékok az eNOS
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gatlasan keresztll kifejtett atherogen hatasat mutatjak (Fliser és mtsai 2005). Ez
utébbi felvetés azonban elsésorban végstadiumu veseelégtelenségben szenvedd
betegek adatainak elemzésére tdmaszkodik, akiknek a szérum (vagy plazma)
ADMA-szintje a normal tartomanyt jelentésen meghaladja, azaz 2 és 10 pymol/L
kozti értéket vesz fel (Kielstein és mtsai 2005). Az ezen belll esé koncentraciok
mar elegendéek ahhoz, hogy az eNOS-t gatoljak, hiszen ahogy azt mar korabban
targyaltuk, az eNOS K; értéke az ADMA viszonylataban 3,9 umol/L endothelialis
sejtkulturdkban vizsgalva (Cardounel és mtsai 2002). A jelen vizsgalatban
résztvev® betegeknél azonban a vesefunkcié kdrosoddsa nem volt megfigyelheté,
tovabba az altalunk vizsgalt két csoportban (carotis atherosclerosissal rendelkezék
ill. nem rendelkezék) sem mutatkozott szignifikdns eltérés a szérum kreatinin-

szintekben.

Mialatt az eNOS vizsgalata a kutatasok kdzéppontjaba ker(lt, az iINOS vizsgalata
a héttérben maradt. Az INOS kulénb6z6 gyulladasos allapotokban, pl. az
atherosclerosis talajan kialakul6 fokozott oxidativ stresszben upregulalodik, ami
Osszességeben karos lehet, mivel az ilyenkor nagy mennyiségben keletkezd NO-
bdl cytotoxicus és atherogen peroxinitritek keletkeznek (Buttery és mtsai 1996).

A két izoforma gatolhatésaga is eltérd: 3,9 umol/L ADMA az eNOS félmaximalis
gatlasat hozza létre (Cardounel és mtsai 2002), ugyanakkor 1 pmol/L ADMA az
iNOS-t majdnem teljesen gatolja (Ueda és mtsai 2003). Ebbél kiindulva felvethetd,
hogy az ADMA a normal koncentracio-tartomanyban (0,35-1,0 umol/L) illetve
minimalisan efélétt (1-2 umol/L) védd hatasu lehet olyan allapotokban, melyben az
iNOS indukélva van. Ezt latszanak alatamasztani azok a preklinikai eredmények,
melyek a NOS gatlok gyulladascstkkentd hatasardl szamoltak be gyulladasos

oedema modellben egereken (lanaro és mtsai 1994).

Kutatasi hipotézisiinknek megfeleléen azt talédltuk, hogy a szérum ADMA-szint
negativan korrelal az IMT-vel. Ez a forditott kapcsolat kifejezettebbé valt, amikor
az elemzést csak az atheroscleroticus rétegre korlatoztuk.

Munkacsoportunk korabban beszamolt arrdl, hogy a korai kezdetli a. carotis
atherosclerosis gyulladasos folyamatokkal jar egyltt, melyet szamos, a
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gyulladasra jellemzd szérum marker szintjének emelkedése mutatott (CRP,
fehérvérsejt szam, fibrinogén és Lp(a)) (Magyar és mtsai 2003). A jelen
vizsgalatban a homocisztein és szamos gyulladasos marker (fehérvérsejt szam,
fibrinogén) szignifikansan emelkedett volt atherosclerosisban (a CRP a statisztikai
szignifikanciat csak megkdzelitette), ezek alapjan tehat feltételezzik, hogy
gyulladasos folyamatok aktivalédtak az Altalunk jelenleg vizsgalt fiatal

Ve

Abbdl kiindulva, hogy a gyulladas és a hyperhomocysteinaemia énmagéban is
elegendé az iINOS indukalasahoz (Tyagi és mtsai 2005), tovabba abbdl, hogy
korabban leirtak mar az iNOS indukcidjat az a. carotis interna atherosclerosisaban
(Cromheeke és mtsai 1999, Wilcox és mtsai 1997, Buttery és mtsai 1996),
feltételezhetd, hogy az iINOS a mi vizsgalatunk atheroscleroticus betegeiben is
indukalva van és kifejti atherogen aktivitasat.

Tudomasunk van egy, a mi eredménylnknek ellentmonddé vizsgalatrdl is, melyben
az IMT és az ADMA k&zétt pozitiv korreléciot irtak le egészséges egyénekben,
akiknél az atherosclerosis nem Aallt fent (Miyazaki és mtsai 1999), tovabba két
masik vizsgalatrél, melyek semmilyen jellegli kapcsolatot nem igazoltak e két
paraméter kozo6tt (Tagawa és misai 2004, Lundman és mtsai 2001). Az
ellentmondast az eltérd vizsgalati populéacioknak tulajdonitjuk. Mi viszonylag fiatal
és atheroscleroticus betegeket vizsgaltunk kor és nem szerint illesztett
kontrolljaikkal &sszehasonlitva, a masik harom vizsgalatban azonban a betegek
kora (amellyel ismert az IMT pozitiv korrelaciéja) magasabb felsé értékig terjedt ki
(Tagawa és mtsai 2004, Miyazaki és mtsai 1999), és/vagy a betegekben nem
emelkedtek a gyulladasos markerek illetve nem szenvedtek atherosclerosisban
(Tagawa és mtsai 2004, Lundman és mtsai 2001, Miyazaki és mtsai 1999).
Szamos olyan vizsgélat is van, ahol veseelégtelenségben szenvedd betegeknél
igazoltdk az ADMA és az IMT koézétti pozitiv kapcsolatot. Veseelégtelenségben
azonban az ADMA koncentraciéja meghaladhatja az eNOS 3,92 és 4,22 pumol/L
kdzotti 1Cso értéket, ami atheroscleroticus folyamatok aktivalasan keresztil jarul
hozza az IMT ndvekedéséhez (Nanayakkara és mtsai 2005, Zoccali és mtsai
2002, Zoccali 2002).
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A HDL-C-szint és az IMT vastagsag k6zo6tt megfigyelt negativ korrelacié egyezik a
kordbban végzett vizsgélatok eredményeivel. Junyent és munkatarsai (2006)
hasonl6 eredményeket kaptak familidris hypercholesterinaemias betegek
vizsgalata soran. A HDL-C szamos antiatherogen tulajdonsaggal rendelkezik, igy
pl. biztositia a cholesterin transportjat a peripheriarél a majba. Vizsgalatunk
eredménye, mely szerint a HDL-C a t6bbi tényez6tdl figgetlendl negativan korrelal
az IMT-vel, azaz kedvezd hatdssal bir a korai atherosclerosisban is, tovabb

hangsulyozza a HDL-C-szint névelését célzo terapiak fontossagat.

Azon eredménylnk, mely szerint a szérum ADMA koncentraci6 nem tért el
szignifikansan az atheroscleroticus és a nem atheroscleroticus csoportban, t6bb
mas vizsgalat eredményeivel 6sszevag, melyek coronaria betegek bevonasaval

készlltek (Wang és mtsai 2006, Tagawa és mtsai 2004).

A jelen vizsgalat f6 hidnyossaga, hogy nem tudtunk kozvetlen bizonyitékkal
szolgalni arra vonatkozban, hogy az iNOS indukalva volt, mivel etikai és
biztonsagossagi okokbdl kifolydlag az atheroscleroticus laesiokbdl nem vettlink
mintat. Emiatt csak feltételezni tudjuk (laboratériumi paraméterek és irodalmi

adatok alapjan), hogy az enzim indukalva volt.

Osszegezve: eredményeink alapjan felvetjik, hogy az ADMA protektiv (és nem
karosito) hatast fejt ki az iINOS indukcidjaval jard allapotokban, amennyiben az
ADMA koncentracidja abban a tartomanyban mozog, amelyben az eNOS gatlasa
még nem szamottevé. Ennek értelmében az ADMA-szint csbkkentését célzo
terapias beavatkozasoknal az ADMA célértéket 1 umol/L kéril lenne érdemes
meghatarozni. A jelen vizsgalat eredményei vélhetbleg akkor kapnak nagyobb
hangsulyt, amikor uj, specifikusan az ADMA szintjét csbkkent6 terapias stratégiak
latnak napvilagot.
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7. Osszefoglalas

Az atherosclerosis kialakulasa és az endothelialis NOS altal termelt NO kozti
kapcsolat jol ismert, hiszen az endothel dysfunctiét (azaz az endothel dependens
NO felszabadulas karosodasat) mar régoéta az atherosclerosis el6hirnékének
tekintik. Emellett a kdzelmultban egy Uj inzulin szenzitizald6 mechanizmust is
inzulinérzékenységét. Ismeretes a NOS-nak egy harmadik izoformdaja is, az
indukalhaté NOS, melynek mikddése soran igen reaktiv és atherogen
peroxinitritek keletkeznek. A harom NOS izoforma eltéré funkcioi €s sajatossagai
egy ujonnan azonositott endogén NOS gatl6, az ADMA kapcsan Kkerilltek
vizsgalataink kdzéppontjaba. Az ADMA kilénb6zé kinetikdval gatolja a harom
izoformat.

Kutatasaink soran egyfelél megvizsgaltuk, hogy az ADMA — feltehetéen az eNOS
és az nNOS egyideji gatlasaval - hozzdjarul-e az atherosclerosis és az
inzulinrezisztencia szimultan kialakulasahoz. Masfelél elemeztik, hogy feltehetéen
indukalt INOS mellett kedvez6 hatassal rendelkezik-e az ADMA azaltal, hogy ezt a
(krénikus aktivacié esetén) karos hatdsu NOS izoformét gatolja a legerésebben.
Eredményeink szerint a SDMA illetve az ADMA/SDMA arany (amely az
intracellularis NOS enzim altal hozzaférhet6 ADMA mennyiségének, ugy tlnik,
jobb mutatéja, mint a szérum ADMA-szint) pozitiv korrelaciét mutatott az
inzulinrezisztencia jellemzésére hasznalt HOMA indexszel az atheroscleroticus
betegben, mely hatas a t6bbsz6rds linearis regresszidés elemzés soran a zavaré
tényezdékre tértént korrigalast kdvetden is megmaradt.

Masfelél kimutattuk, hogy az ADMA szint negativan korrelal az IMT-vel, a cerebro-
és cardiovascularis betegségek sulyossagaval, mely negativ korrelacié6 a
tObbszérds linearis regressziot kdvetden is szignifikdns maradt. Ez arra utal, hogy
a normalis koncentracio-tartomany felsé részéhez kbzel es6 szérum ADMA-szint

az iINOS gatlasa révén jotékony hatasu atheroscleroticus betegekben.

Osszegezve: eredményeink az ADMA kézponti szerepét tdmaszijdk ald az

inzulinrezisztencia és az atherosclerosis parhuzamos evolucidjaban.
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8. Summary

The link between the evolution of atherosclerosis and endothelium derived NO
synthesized by endothelial NOS (eNOS) is long acknowledged since endothelial
dysfunction (that is the deterioration of endothelium dependent NO release) is a
viewed as the forerunner of atherosclerosis. Additional to this a novel insulin
sensitizing mechanism was described that is also linked to NO dependent
mechanisms e.g. the activation of nNOS and is able to enhance the insulin
sensitivity of striated muscle. There exists yet a third isoform of NOS, the inducible
isoform (iINOS) that yields the highly reactive peroxynitrite. The different effect of
these three distinct isoforms of NOS came into the focus of our attention due to
the identification of a novel endogenous nitric oxide synthase inhibitor the
asymmetrical dimetlyarginine (ADMA). ADMA inhibits the three isoforms with
different kinetics.

Within the frame of our research on one hand we investigated if the simultaneous
inhibition of eNOS and nNOS is able to contribute to the evolution of
atherosclerosis and insulin resistance. On the other hand we assessed if the
inhibition of INOS is able to confer beneficial effect in a condition when the enzyme
is probably induced e.g. in early-onset atherosclerosis

We found that SDMA or rather the proportion of ADMA/SDMA (a more appropriate
indication of the intracellular ADMA level) showed positive correlation with the
HOMA index used for the characterization of insulin resistance, an effect that
remained significant even after correction for confounders if only atherosclerotic
patients were included in the analysis.

On the other hand, we found that ADMA level negatively correlated with intima-
media thickness a surrogate for cerebro- and cardiovascular diseases, and this

negative correlation remained significant even after correction for confounders.

Summarizing: our results we propose that ADMA assumes a central role in the
simultaneous evolution of atherosclerosis and insulin resistance, furthermore we
found that near-normal ADMA level is beneficial in atherosclerotic patients,

probably by inhibiting peroxynitrite formation.
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