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1. Bevezetés

Minden Uj terapids eljaras esetén elvarjuk, hogy a hatékonysadg mellett biztonsagosan
alkalmazhat6 ¢és jol toleralhato legyen azoknal a betegeknél, akiknél alkalmazzuk. Bar az uj
gyogyszerek ¢€s terapias beavatkozasok bevezetését megeldzOen hosszadalmas €s szigortian
ellendrzott vizsgalatok sorat végzik el, mégis gyakori, hogy a bevezetésiiket kovetden a
klinikai alkalmazés sordn olyan 1j hatdsokat irnak le, melyek eredetileg nem szerepeltek az
alkalmazasi el6iratban. E hatdsok lehetnek kedvezotlenek, példaul a statinok adédsa soran
észlelt fokozott kockazat a 2-es tipusu diabetes mellitus (T2DM) kialakulasa, de lehetnek
kedvezdek is, melyek tdmogatjak az adott szer vagy eljaras kedvezd hatdsat az adott betegség
lefolyasa vagy szovodményeinek kialakuldsa szempontjabol. Példa erre a statinok altal
kifejtett gyulladascsokkenté vagy antioxidans hatas, mely hozzajarul a statin
kardiovaszkularis kockazatcsokkentd hatékonysagahoz (1).

Munkam sordn azt vizsgaltam, hogy egy ritka, orokletes kérkép kezelése soran alkalmazott
extrakorporalis terapias eljaras, a szelektiv alacsony stirtiségii lipoprotein (low-density
lipoprotein, LDL) aferezis kezelés milyen tovabbi, az LDL részecskék eltavolitasan tali hatast
fejt ki a vizsgalt betegek esetén. Ezek az adatok segithetnek megérteni a kezelés soran észlelt
valtozasokat a betegek allapotaban, de adalékkal szolgalhatnak a betegség
patomechanizmusat illetden is, mely eldsegitheti 1 terapias lehetdségek kifejlesztését, ezaltal

javithatja az adott betegcsoport életmindségét €s €letkilatasait.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Familiaris hiperkoleszterinémia (FH)

A familiaris hiperkoleszterinémia (FH) egy gyakori, monogénes, autoszomalis dominans
oroklésmenetet mutatd anyagcsere betegség, mely soran a keringésben jelenlévé LDL
részecskék mennyiségét szabalyozd génekben mutacio alakul ki. Az FH rendkiviil magas
plazma LDL-koleszterin (LDL-C), valamint Osszkoleszterin szinttel jar, ezaltal felgyorsult
érelmeszesedéshez és korai kardiovaszkularis megbetegedés (CVD) kialakulasahoz vezet (2).
Megkozelitéleg huszszor magasabb a CVD kialakulasanak kockazata kezeletlen FH betegek
esetén az egészséges kontrollokéhoz képest. A betegséget eldszor Miiller irta le 1938-ban (3).
Az FH-t elsdsorban az LDL receptor (LDLR) gén mutacioi, ezaltal az LDLR nem megfeleld
mikodése vagy hidnya okozza. Az LDL receptor nem megfeleld mikodését és annak
genetikai hatterét FH esetén el0szor Goldstein és Brown irta le (4-6). Munkajukért 1985-ben
Nobel-dijat kaptak.

Az FH homozigédta formaja (HoFH) esetén két azonos mutéacid van jelen mindegyik LDLR
gén allélon, mig az FH heterozigota formaja (HeFH) esetén csak egy mutdns allél van.
Osszetett (compound) heterozigéta FH-r6] beszéliink akkor, amikor legalabb két, kiilonbozé
mutacié van jelen az LDLR, vagy mas, FH-t okozé génben (7). HoFH és compound HeFH
esetén a plazma LDL-C szint 4-8-szor, mig HeFH esetén 2-3-szor magasabb lehet a normal
értéknél (7). A kezeletlen homozigodta betegeknél jellemzden fiatal korban kialakul CVD, és
sokan 20 éves koruk el6tt meghalnak (8). A kezeletlen heterozigdtak esetén is szignifikansan
magasabb az atheroszklerotikus kardiovaszkularis betegség kialakulasanak kockazata az
egeészséges kontrollokhoz képest, még akkor is, ha az LDL-C és az 6sszkoleszterin szintjiik
alacsonyabb a homozigdtakénal (9). A kezeletlen heterozigota férfiak esetén jellemzden 55,

mig a heterozigota nék esetén 60 éves kor el6tt kialakul CVD (10). A HoFH eléfordulasi



gyakorisaga 1:1.000.000, mig a HeFH esetén 1:200-1:500, de egyes founder populacioknal
még nagyobb gyakorisaggal fordul el6 (10, 11). A HoFH betegek altalaban alig reagalnak a
hagyomanyos gyogyszeres lipidcsokkentd kezelésekre, és sok HeFH szintén nem reagal
megfeleléen. Az emelkedett lipoprotein(a) (Lp(a)) szint - amely szintén a kardiovaszkularis
betegségek fliggetlen kockazati tényezéje - FH betegeknél gyakori (12), amely ugy tiinik,
hogy az FH kovetkezménye, azzal egyiitt 6roklédik. Az eddigi ismeretek az LDLR Lp(a)
clearance-ben betoltott szerepével kapcsolatban ellentmondasosak (13). Feltételezetten az FH
esetén megfigyelheté apolipoprotein B (ApoB) taltermelddés lehet részben felelds az Lp(a)
részecskék emelkedett szintjéért (12).

Az LDL részecskék f6 apolipoproteinjiikkon, az ApoB-n keresztiil kotédnek az LDLR-hoz. Ezt
kovetden a receptor-ligand komplex internalizacidja térténik endocitézissal, Klatrin burokkal
koriilvett vezikulumokban, amelyek ezutan endoszomalis kompartmentekbe szallitddnak. A
lebomlik a lizoszomalis kompartmentben, az LDL receptor pedig visszakeriil a sejtfelszinre.
Amikor a majsejtekben a koleszterin koncentracid egy bizonyos szint ala esik, transzkripcios
faktorok aktivaljak a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-koenzim-A (HMGCoA) reduktazt, ezzel
fokozott koleszterin szintézist és LDLR termelddést okozva, amely noveli a majsejtekbe
torténd koleszterinfelvételt. A proprotein-konvertaz szubtilizin/kexin 9 (PCSK9) egy olyan
peptid, amely LDL receptor sejtfelszinre térténd visszakeriilését akadalyozza meg. A PCSK9
egy m4j altal szekretalt szerin proteaz, amely az LDLR-hoz ko6tddik, ezéltal az LDL receptort
a majsejten beliil a lizoszomalis degradacio felé iranyitja, csokkentve ezzel a koleszterin
felvételt a keringésbdl (14).

A Klinikai FH esetek 85-90%-at LDLR mutacioi okozzak, és az LDLR génnek eddig tobb

crer

deléciok, missense €és nonsense mutaciok, amelyek az LDLR ttvonal f6 1épéseit és a receptor



funkcigjat befolyasoljak. A gyakorlatban egyszertibb két csoportba sorolni a mutaciokat: LDL
receptor deficiens- (null allélok, melyek nem termelnek LDL receptor proteint, <2%
megmarado receptor funkcid) és LDL receptor defektiv mutaciok (gén variansok, melyek
funkciot érintenek, mint pl. az LDL ligand kotd doménnel valo interakciot, 2%-25%
megmarado receptor funkcio). Az FH fenotipus sulyossdga a megmaradt LDLR aktivitas
mértékétol fiigg (16, 17).

A Kklasszikus LDLR mutéaciok mellett tovabbi gének mutacioi is ismertek, melyek az LDL
receptor utvonalat kedvezotleniil befolyasoljak, és klinikai jellemzOok alapjan az FH-t6l
megkiilonboztethetetlen  un.  autoszomalis dominans  hiperkoleszterinémia  (ADH)
megjelenését eredményezik (17).

Az ApoB LDL-receptorral kdlcsonhatasba 1ép6 doménjének szerkezeti atrendezddése, melyet
elsdsorban az ApoB gén 26-0s és 29-es exonjainak mutdciéi okoznak, zavarja az LDL
részecske kotddeését az LDL receptorhoz és megemelkedett LDL-C szinthez vezet, habar az
emelkedés mértéke kisebb, mint az LDL receptor defektusok esetén. Az ApoB mutacidja
hozzavetblegesen az FH esetek 5%-aban fordul el6 (18).

A PCSK9-et kodolo gén specifikus mutacidja is szerepet jatszik az autoszomalis-dominans
hiperkoleszterinémia patogenezisében (19). Ezek a funkcionyerd f(gain of function) mutaciok

fokozzak a PCSK9 protein kotédését az LDL receptorhoz, zavarjak az LDLR/LDL komplex

------

crer

felszinén az LDL receptorok szamat. A PCSK9 funkcionyeréses mutacioi koriilbeliill az FH
esetek 1%-anal fordul el (20).

Nemrégiben igazolodott egy Ujabb, a signal transducing adaptor family member 1 (STAP1)

crcr
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Az 1p3-6-35 kromoszéman elhelyezkedé6 LDL receptor adaptor protein 1 (LDLRAP1)
funkcidvesztéses (loss of function) mutacioi altal okozott autoszOmalis recessziv
hiperkoleszterinémia az esetek nagyon kis szazalékat okozza. Az LDLRAPI fehérje
sziikséges az LDLR majsejtekbe torténd klatrin-medialt internalizécidjdhoz. Az LDLRAP1
mutaciok egy kicsi, nem funkciondlis LDL receptor adapter protein 1 termeléséhez vezetnek,
vagy megakadalyozzak a sejteket abban, hogy ezt a fehérjét eldallitsak, ezaltal
megakadalyozva az LDL receptorokat, hogy hatékonyan eltavolitsdk az LDL-t a keringésbdl.
Habar a receptorok igy is szabalyosan kotédnek az LDL-hez, az LDLRAP1 hianya
megakadalyozza az LDL receptor/LDL komplex transzportjat a sejtbe. A fenotipus tobbnyire
kevésbé sulyos, mint a homozigota FH, melyet az LDL receptor defektus okoz (22).

Az FH-t okoz6 génmutaciok ritkan, de megjelenhetnek ugyanabban az egyénben olyan gének
kombinaciojaval, amelyek csokkentik az LDL-C szintet a vartnal alacsonyabb LDL-C
értékeket eredményezve (17, 23). A triglicerid (TG) és a nagy siriiségii lipoprotein-
koleszterin  (high-density lipoprotein cholesterol, HDL-C) szinteket altaliban nem
befolyasoljadk az FH-t okozd génmuticiok, de tarsuld egyéb korképekben - példaul elhizés,
T2DM, zsirméaj vagy inzulin rezisztencia - kevert hiperlipidémia is kialakulhat (24). Mindez

nehezitheti a diagnodzis felallitasat a laboratériumi paraméterek alapjan.

2.2 A Familiaris hiperkoleszterinémia diagnosztikaja és kezelési

lehetdségei

2.2.1 A Familiaris hiperkoleszterinémia diagnosztikaja

A familiaris hiperkoleszterinémia azonositasa elsdsorban klinikai diagnozis alapjan torténik,
de indokolt esetben genetikai vizsgalatok elvégzése alatamaszthatja a diagnézist. Jelenleg
tobb kritériumrendszer is 1étezik az FH klinikai diagnozisanak felallitasara. Ezek szempontjai

a korai iszkémias szivbetegség (ISZB) csaladi- és klinikai kortorténete, fizikai tiinetek:
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xantomak, arcus corneae és a magas LDL-C szint, valamint - amennyiben rendelkezésre all -
molekularis genetikai vizsgalat (25). A legtobb europai orszagban, koztiik Magyarorszagon is
alkalmazott kritériumrendszer a Dutch Lipid Clinic Network (DLCN) (1. tablazat) is olyan
pontozasi rendszert alkalmaz az FH diagnosztizalasara, amely ezeket a szempontokat veszi
figyelembe. Ha a kapott pontszam >5, a diagnézis valoszinli FH, ha >8, a diagnézis
egyértelmiit FH (26). A DLCN gyermekek esetén nem alkalmazhat6, illetve a mar kezelt
betegek esetén egy modositott kritériumrendszer hasznalata lehetséges. A klinikumban széles
korben alkalmazott diagnosztikai rendszer még a Simon Broome Register (SBR), melyet az
Egyesiilt Kiralysagban alkalmaznak (27), és a foként az Egyesiilt Allamokban hasznalt Make

Early Diagnosis to Prevent Early Death (MEDPED) kritériumrendszer (28).

12



1. tablazat: Dutch Lipid Network Kritériumrendszer* az FH klinikai diagndzisara

Kritérium Pontszam
Csaladi anamnézis:
els6 foku rokonnal fiatal korban CAD vagy PAD 1
elsd foku rokonokban in xanthomak, vagy arcus corneae jelenléte 2
Anamnézis:
n6knél 60 év alatt, férfiaknal 55 év alatt CAD 2
néknél 60 év alatt, férfiaknal 55 év alatt stroke, vagy PAD 1

Fizikalis vizsgalat:

in xanthomak jelenléte barmely életkorban
arcus corneae jelenléte 45 év alatt
Laborvizsgalatok:

LDL-C >8,5 mmol/l

LDL-C 6,5-8,4 mmol/I

LDL-C 5,0-6,4 mmol/I

LDL-C 4,0-4,9 mmol/I

+ HDL-C ¢és TG szint normalis

DNS analizis

Kimutathaté mutacié az LDL receptor ApoB vagy PCSK9 génjében 8

A~ O

= W o1

Biztos a diagnozis, amennyiben az elért pontszam magasabb, mint 8.
Valoszinii: 6-8 pont
Lehetséges: 3-5 pont

*World Health Organization. Familial hypercholesterolemia—report of a second WHO
Consultation. Geneva, Switzerland: World Health Organization, 1999. (WHO publication no.
WHO/HGN/FH/CONS/99.2), CAD: coronary artery disease, PAD: peripheral artery disease,
LDL-C: low density lipoprotein cholesterol, HDL-C: high density lipoprotein cholesterol,
TG: triglicerid, FH: Familial hypercholesterolemia

Legalabb két éhgyomri LDL-C vizsgalat sziikséges az FH diagndzisdhoz, és a
hiperkoleszterinémia esetleges masodlagos okait ki kell zarni. Az FH klinikai diagnozisaval
rendelkezd betegek 10%-40%-4anal nem taldlnak azonositott mutaciot a genetikai vizsgalat

soran. Fontos hangsulyozni, hogy az azonositott mutdcié hidnya nem zarja ki az FH

diagnozisat (10).
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2.2.2 Gyodgyszeres lipidcsokkento kezelések

Az FH-val diagnosztizalt betegek minden esetben azonnali gyogyszeres kezelést igényelnek.
A homo- és heterozigota FH betegek elsé vonalbeli kezelését jelenleg a maximalisan
toleralhatd dozisa HMG-CoA reduktaz inhibitorok, a statinok jelentik (29). A statinok
csokkentik a koleszterin szintézist, ezaltal fokozzak az LDLR sejtfelszini expresszidjat a
majsejtekben (10). Hatékonysaga a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak
kockazatara, valamint halalozasi aranyara kifejtett kedvezé hatdsa bizonyitott mind
gyermekkori (8-10 éves kor felett), mind felnéttkori heterozigéta FH esetén (30). Sajnos
bizonyos esetekben a statin tartds szedése mellékhatasok kialakulasahoz vezet (31).
Leggyakoribb kedvezétlen mellékhatasa a myalgia (izomgyengeség, izomfajdalom), amely
dozisfiiggo, és az egyes statinok kozott eltéré mértéki lehet (32). Mellékhatas észlelése esetén
doziscsokkentés, illetve masik statin készitmény adésa indokolt. Amennyiben a beteg a
legkisebb dozisu statin kezelést sem tolerdlja, masnaponkénti, vagy akar heti egyszeri kis
dozisu statin kezelés megkisérelhetd (33). Amennyiben a maximalisan toleralhatdo dozisu
statin kezelés mellett a beteg nem éri el a javasolt LDL-C célértéket, kombindlt gyogyszeres
terdpia szilikséges ezetimib, epesav szekvestransok vagy niacin hozzdadésaval. Szintén ezek a
gyogyszerek jonnek szamitasba monoterapiaként vagy kombinacioban, ha a beteg igazoltan
és teljes mértékben statin intolerans (34).

A legtobb FH iranyelv az ezetimibet javasolja masodik vonalbeli gyogyszeres kezelésként a
statin mellé kombinacios terapiaban alkalmazva (35). Az ezetimib szelektiven gatolja az
intesztinalis koleszterin felszivodasért felelds Niemann-Pick C1 Like 1 transzporter fehérjét
(36). Ezaltal csokken a koleszterin visszaszallitaisa a majba, ami az LDLR fokozott
expresszidjahoz vezet. Az ezetimib a trigliceridek, zsiroldékony vitaminok vagy epesavak
abszorpcidjanak csokkentése nélkiil gatolja meg a koleszterin felvételét és abszorpcidjat a

vékonybélben. Tanulmanyok kimutattdk, hogy az ezetimib statinnal vald egyiittes
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alkalmazasa az LDL-C értékeket szgnifikansan csokkenti. Korabbi vizsgalatok alapjan a statin
dozis megduplazésa 6%-0s LDL-C csokkenéshez vezet, mig a statin ezetimbbel valo
alkalmazasa 15%-20%-o0s vagy még nagyobb mértéki csdkkenést eredményez (37).

Ha a statin plusz ezetimib kombinaciéval sem érhetd el a kivant célérték, a legtobb
iranyelvben tovabbi lipidcsokkentokkel (PCSK9 gatlok, epesav-kotok, niacin) valo
kombinalasuk javasolt. A PCSK9 gatlas egy uj terapias lehetéség (38). A PCSK9 elleni
monoklonalis antitestek kotddnek a PCSK9-hez és meggatoljak a PCSK9/LDLR komplex
képzodését és lebontasat, amely kovetkeztében az LDLR a sejtfelszinre visszajutva tovabbi
LDL részecskék megkotésével csokkenti az LDL-C szintet. Az alirocumab és evolocumab
human monoklonalis antitest PCSK9 inhibitorok 2015-ben torténé engedélyezése igéretes
lehetdség a statin vagy statin plusz ezetimib terdpidban részesiild6 HeFH ¢és sok HoFH beteg
tovabbi jelentds LDL-C csokkentésére, de a magas ar és az artdmogatas hianya miatt jelenleg
nem oldja meg a stlyos FH kezelését (7).

Az epesav kotok megakadalyozzak az epesavak enterohepatikus ujrafelvételét azaltal, hogy
megkdtik 6ket az intesztindlis lumenen keresztiil, ez epesav hianyt okoz a majban és tovabbi
epesav termelésre ad jelet. Az intracellularis koleszterin mennyisége csokken az epesavak
szintézisével egy idOben, amely megnovekedett LDLR termelést idéz eld. Ez azonban a
keringésben 1évé LDL-C fokozott eltavolitdsdhoz vezet. Az epesav kotdk dozistdl fiiggden
10-20%-al csokkentik az LDL-C szintet. A mellékhatasai kozé tartozik a székrekedés,
puffadas, hanyinger ¢és alhasi f4jdalom. Az epesavkotok alkalmazhatdak a statin és ezetimib
terapiaval kombinalva. Eldnyiik, hogy terhesség soran is alkalmazhatoak. Sajnos hazankban
jelenleg nincsenek kereskedelmi forgalomban (39).

A niacint mar évtizedek ota hasznaljak LDL-C csokkentésre. Alkalmazasuk koriilbelil 14%-
0S LDL-C csokkenést eredményez, €és az Lp(a) szintjét is kozel 25%-kal csokkenti. Emellett a

triglicerid szint kozel 50%-os csokkenését eredményezheti. A gyakori kedvezétlen
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mellékhatasai — kipirosodas, majfunkcios zavar, izomfajdalom, gliikdz intolerancia és
hiperurikémia —, ¢és a hatékonyabb gybdgyszeres kezelések elérhetdsége miatt ritkédn
hasznaljak, és az ijabb iranyelvek mar nem javasoljak az alkalmazasat (40).

2013 januarjaban az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (Food and
Drug Administration, FDA) engedélyezte a HoFH feln6tt betegek kezelését mipomersennel.
A mipomersen egy egyszalu antiszensz oligonukleotid, melynek célpontja az ApoB
ApoB szintézis csokken, ezaltal kevesebb nagyon alacsony striiségii lipoprotein (VLDL)
szabadul fel a majbdl, igy az LDL-C szint is csokken. A majban torténé zsirfelhalmozodas a
legstlyosabb mellékhatas, amely a karosodott VLDL szekrécio miatt alakul ki (41).

A lomitapid a mikroszomalis triglicerid transzfer protein (MTP) mikodését gatolja.
Hasznalatat az Egyesiilt Allamokban 2012 decemberében, Eurdpaban 2013 jiliusaban
engedélyezték felnétt HoFH betegek kezelésére. Az MTP egy olyan fehérje, amely a
triglicerideket az ApoB-re helyezi, igy fontos szerepet jatszik a VLDL keletkezésében. A
MTP gatlas soran a VLDL szintézisének csokkenése egyben LDL-C csokkenést is
eredményez. Az MTP végzi tovabba a trigliceridek apolipoprotein B48-hoz val6 kotését, igy
részt vesz a kilomikron képzddésben is. Vizsgalatok Kimutattak, hogy a lomitapid az LDL-C
szintet 38-51%-kal csokkenti, és a legstilyosabb mellékhatasai a megnovekedett zsirtartalom a
majban és a megemelkedett aminotranszferaz szintek (42).

Minden FH-val azonositott beteg esetén a gyodgyszeres terapia minél korabbi megkezdése
mellett sziikséges az ¢életmdd tandcsadéas, amely gyermekek esetén a tovabbi kockazati
tényezok, elsddlegesen az elhizas kialakulasanak megeldzése, késobbi életkorban a dohdnyzas
elhagyésa érdekében is kiemelkedden fontos. Tajékoztatni kell a betegeket a korkép ordokletes
voltardl, a csaladtagok szlrésének fontossagarol és gyermekvallalas esetén a genetikai

tanacsadas és szlirés lehetdségeirdl.
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2.2.3 Lipoprotein aferezis technikak

A koleszterin, LDL, Lp(a) ¢és trigliceridek szelektiv és szemiszelektiv extrakorporalis
eltavolitdsara alkalmazatott technikdk bevezetésével az Osszes lipidcsokkentd terapiara
rezisztens, vagy azzal szemben intolerans sulyos hiperkoleszterinémias beteg hatékony
lipidcsokkent6é kezelése lehetévé valt. A szelektiv lipid aferezis egy extrakorporalis eljaras,
amely szignifikansan csokkenti az ApoB tartalmu lipoprotein részecskécsket, vagyis az LDL-
koleszterin, az Lp(a) és a VLDL szintet. Jelenleg HoFH és olyan HeFH betegek kezelésére
alkalmazzak, akik nem reagilnak megfeleléen a maximalisan toleralhatd gyogyszeres
lipidcsokkentd terapidra vagy statin intoleransak. Az aferezis kezelést maximalisan toleralhato
statin és ezetimib dozisokkal javasolt kombinalni (43). Jelenleg a nemzetkozi ajanlasokkal

megegyezéen (USA-ban: FDA) a kovetkez6 betegcsoportokban javasolt az LDL-aferezis:

2. tablazat: Az LDL aferezis kezelés indikacidoi Magyarorszagon

Indikacio

Funkcionalis FH homozigéta: LDL-C>13 mmol/I
Funkcionalis FH heterozigoéta: LDL-C>7,8 mmol/I
Funkcionalis FH heterozigota dokumentalt ISZB-vel és LDL-C>5,2 mmol/I

FH: Familial hypercholesterolemia, LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol

Minden esetben az LDL-C szintnek 6 honapon keresztiil meg kell haladnia a meghatarozott
kiiszobérteket, az ajanlasok szerint alkalmazott diéta és a maximalis toleralhatd
lipidesokkentd gyodgyszeres terapia mellett. Alternativ indikaciot jelent, amennyiben
heterozigota FH betegekben a maximalisan toleralhaté gyogyszeres lipidcsokkentd terapia
mellett nem érhetd el legalabb 40%-0s LDL-C csokkenés. Tovabbi indikéciot jelent a
dokumentalt ISZB mellett 60 mg/dl-t meghaladdé Lp(a) szint, az alkalmazott gyogyszeres

terapia ellenére is fennallé 4 mmol/l f616tti LDL-C szinttel. Sajnos a kezelés koltsége miatt a
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magyarorszagi éves kezelésszam igen alacsony. Tobbféle lipid aferezis modszer 1étezik,
melyek altalaban az LDL-C szintek atlagosan 60%-0s cs6kkenését eredményezik.

Nem szelektiv modszer a plazmaferezis, amely soran a plazmat a teljes vért6l membrannal
vagy centrifugalassal elvalasztjak, és a testbdl eltavolitjak. A plazmat albuminnal vagy friss,
fagyasztott plazma készitménnyel helyettesitik (44). A plazmaferezis soran eltavolitott
plazmat 4t lehet vinni egy masodik filteren, mely azutan - szisztémas véralvadas gatlas mellett
- visszajut a beteg keringésébe. Ezt double filtration plazmaferezisnek (DFPP) nevezik. Egyik
modszer sem szelektiv, és az LDL-en kiviil kisebb aranyban HDL-t, immunoglobulinokat,
véralvadasi faktorokat, fibrinolitikus faktorokat és az albumint is eltavolitja.

Termofiltraci6 soran a plazmat 38 °C-ra melegitik a DFPP el6tt, ami csokkenti az elveszitett
HDL, és noveli az eltavolitott LDL mennyiségét (45).

Az immunoadszorpcio, vagyis az LDL szelektiv eltavolitasa a plazmabdl anti-LDL antitestek
segitségével volt az elsd alkalmazott szelektiv LDL aferezis modszer, és immar tobb, mint 20
éve alkalmazzak. A rendszernek a része egy folyamatos aramlasi sejt szeparator, amely a
plazmat keresztiilpumpalja egy ikeroszlopon, amely szefardz 4B gélhez kotott ApoB100 ellen
termelt mono- vagy poliklonalis antitesteket tartalmaz. Az oszlopokat glicin pufferrel
regeneraljak, és soval mossdk 4t egy automata adszorpcids-deszorpcids egység segitségével.
Minden betegnek két oszlopa van kizarolagos hasznalatra, melyet natrium azid-ban tarolnak
az eljarasok kozott. Az alvadasgatlast heparinnal €s savas citrat dextrdzzal (ACD) érik el. A
3-4 oras kezelések alkalmaval 4-6 liter plazmat kezelnek. A kezelés az LDL-C ¢és Lp(a)
jelentés mértékli és tartdos lecsokkenésével jar. Az oszlopokat ujra felhasznaljak, akar 60
alkalmon keresztiil (46). Létezik Lp(a) szelektiv eltavolitasara kifejlesztett specifikus rendszer
is (47).

A dextran szulfat-cellul6z adszorpcido (DSA) sordn dextran szulfatot tartalmazd celluloz

gyongyokkel boritott oszlopon aramlik keresztiil az el6zbleg vords vérsejtektol elvalasztott
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plazma. Az oszlop egy erdsen szelektiv elektrosztatikus folyamattal megkoti az ApoB-t
tartalmazé LDL-t, Lp(a)-t és VLDL-t, mig az ApoB-t nem tartalmazé6 HDL-t nem koti. Ez
volt az els6 egyszer hasznalatos LDL aferezis modszer (48). Szintén kereskedelmi
forgalomban elérhetd egy masik valtozata, a teljes vér lipoprotein aferezis rendszer, a
Liposorber D (Kaneka, Japan). A Liposorber D teljes vérb6l adszorbealja a pozitivan toltott
LDL, Lp(a), VLDL részecskéket a negativan t6ltott polianionok segitségével. Cellulozhoz
kovalensen kotott negativ toltésti dextran szulfatot tartalmaz (49).

A heparin extrakorporalis aferezis rendszer (HELP) hasonld6 a DSA-hoz, azzal a
kiilonbséggel, hogy LDL precipitaciot alkalmaz, hogy kiszlirje az LDL-t a plazmabol. Azt
kovetben, hogy a teljes vértdl eldzetesen elvalasztjak, a plazmat atjuttatjak egy heparin
pufferen és pH 5,2 re savasitjak. Ezen a pH-n a heparin féleg negativan, mig az LDL f6leg
pozitivan toltétt. Az eredd -elektrosztatikus vonzéas heparin-LDL komplexeket formal,
amelyek kicsapodnak és szliréssel eltavolithatok. A maradék heparint az LDL-mentes
plazmabdl heparin adszorberrel eltavolitjak, és a plazma visszakeriil a betegbe (50). A HELP,
a HDL és a dominans HDL apolipoprotein az apolipoprotein Al (ApoAl) atmeneti, Kb.
15%-0s csokkenését okozza, de a plazmaferezissel ellentétben nem csokkenti a plazma
fehérjéket. A HELP modszerrel torténd HDL-C csokkenés atmeneti, két napon beliil a HDL-C
értekek visszatérnek a kiindulasi szintre. S6t, néhany hénapnyi kezelést kovetden a HDL-C
10-15%-kal a kiindulasi szint folé emelkedik, 1ényegesen javitva a HDL/LDL aranyt (51).
1993-ban Bosch eldszor irta le az LDL hemoperfuziot (direct adsorbtion of lipoproteins —
DALI) (52). Ebben a nagyon egyszeri extrakorporalis rendszerben (1. abra) a teljes vért
keresztiilpumpaljak az adszorberen, amely poliakrilat gyongy matrixot tartalmaz. A kis 150-
200 um atméréji gyongyok az adszorberben immobilizaltak. A gyongyoknek pordzus a
szerkezete, amely lehetové teszi a méret szerinti kizarasos kromatografia elvének hasznalatat,

valamint nagy kiilsé és belsé felszint biztosit az adszorpciohoz. A teljes, tobb mint 1000 m?-
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es felszin tobb, mint 99%-a a gyongyokon beliil talalhatd. Csakugy, mint az LDL receptor, a
poliakrilat is negativan toltott karboxilat csoportokat tartalmazé polianionokbol all. A
polianionok kolcsonhatasba 1épnek az LDL és az Lp(a) ApoB molekularészének kationos
csoportjaival. Ennek az elektrokémiai kolcsonhatasnak koszonhetéen ezek a lipoproteinek a
gyongyokon kikotdédnek. A kisebb lipoproteinek konnyedén atjarjak a gyongyok belsd
szivacs-szer(i szerkezetét a porusokon keresztiil. A HDL szintén bejut a gyongyokbe, de a
toltéssel nem rendelkez6 ApoAl tartalmia HDL nem kotddik a felszinhez, igy nem tud
eliminalodni. A koleszterin, LDL, Lp(a) ¢és trigliceridek hatékony adszorpcidjahoz az oszlop
kapacitasa 1,5-2,0 liter vérmennyiség. Az oszlop regeneraldsa nem sziikséges, mivel az
oszlopok egyszer hasznalatosak. Ennek az egyszer(i extrakorporalis keringési rendszernek a
miikodéséhez két periférids vénas vérnyerési lehetdség elegendd, plazmaszeparaciot nem
igényel, monitorozasa az afferens és efferens szaron valdo vérnyomasméréssel torténik. A
véralvadasgatlas citrat tartalmt antikoagulans citrat dextroz-A (ACD-A) oldattal torténik. A
lipoproteineken kiviil a DALI rendszer a pozitivan toltott kalcium és magnézium ionokat is
adszorbealja. Ezért az oszlopokat at kell mosni el6szor 4-6 liter primer oldattal, amely ezeket
az elektrolitokat tartalmazza. Az adszorber ezaltal telitddik ezekkel a kationokkal, igy
megelézhetd a hipokalcémia és hipomagnezémia kialakulasa a kezelés alatt. A DALI rendszer
harom kulonbdzd adszorber méretben 1étezik: DALI 500, 750 és 1000 ml-es adszorberek
vannak forgalomban. Miutan az adszorberen athaladt, az ApoB tartalmu lipoproteinekben
szegény vér visszakeriil a betegbe. A rendszer elénye, hogy szelektiv, nagy hatékonysagu, jol
toleralhat6 és egyszerli az alkalmazasa.

A mellékhatasok kialakulasa ritka, egyéb extrakorporalis eljardsokhoz hasonldéan az esetek
kevesebb, mint 4%-aban alakulhat ki féként enyhe, jol kezelhet6 vérnyomas ingadozas, a
vérnyerés helyén bevérzés, hipokalcémia vagy hipomagnezémia. Kellemetlen, de téGbbnyire

mulo tiineteket okozhat a bradikinin reakci6, melynek lehetésége miatt a betegek a bradikinin

20



lebontasat is blokkold angiotenzin-konvertalé enzim gatld vérnyomascsokkent6k szedése

ennél az eljarasnal tilos (53).

ApoA1 tartalmu
lipoprotein részecske

ACD-A oldat ApoB100

tartalmu

lipoprotein
részecske

vérpumpa

A

DALI
adszorber
oszlop

poliakrilamid gyongy

l

1. abra: A DALI szelektiv LDL-ferezis rendszer sematikus abrazolasa. Roviditések: ACD-A:

savas citrat dextroz-A, DALLI: direct adsorption of lipoproteins, ApoB100: apolipoprotein
B100, ApoALl: apolipoprotein Al
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2.3 A szelektiv LDL-aferezis (non-lipid) pleiotrop hatasai

A szelektiv LDL aferezis elsddleges lipid csokkentd hatdsan tal szdmos tovéabbi
anti-atherogén, antitrombotikus és anti-inflammatorikus hatasarél szamoltak mar be. A
kezelések szintén csokkentik szamos pro- és anti-inflammatorikus fehérje €s citokin szintjét

is.

2.3.1 Citokinek és egyéb gyulladasos fehérjék

Korébbi tanulmanyok igazoltdk, hogy az LDL aferezis kezelés jelentdsen képes befolyasolni
szdmos keringd citokin szérum szintjét. Mig az interleukin-6 szintje szignifikdnsan nd, a
C-reaktiv protein (CRP) szint jelentdsen csokken a kezelés hatasara (54). Jelent6s csokkenést
észleltek a monocita kemotaktikus fehéreje-1 (MCP-1), az interferon-y, a tumor nekrozis
faktor-o. (TNF-a) és az interleukin-la szintekben (55). Mindezek alapjan az LDL aferezis
Osszességében kedvezd hatast gyakorolhat a gyulladasos folymatokra, bar az alkalmazott

modszerektdl és a betegpopulaciotdl fiiggden a hatés eltérd lehet.

2.3.2 Adipokinek és LDL aferezis

Elsddlegesen a fehér zsirszovet altal termelt adipo(cito)kinek alapvetd szerepet jatszanak
szamos folyamat, koztiik a lipid és glilkoz metabolizmus szabalyozasaban, tovabba részt
vesznek a gyulladasos és immunfolyamatok szabalyozasaban és ezaltal az atherogenezis
folyamataiban is. A pro- és anti-inflammatorikus adipokinek szekrécids mintazata tiikrozheti
a fehér zsirszovet funkcidjat és az atherogenezis egyéni kockazatit. Eddig csak néhany
tanulmany vizsgalta a szelektiv LDL aferezis hatasat az adipokin szintekre. Leitner és
munkatarsai egy beteg 14 honapos rendszeres LDL aferezis kezelését kdvetden a szérum

leptin szintek 42%-os csokkenését irtak le, ezzel magyarazva az azt kdvetden megfigyelt
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nagymértékli éhséget és teststly novekedést (56). Krautbauer és munkatarsai nem talaltak
valtozast a szérum adiponektin szintekben LDL aferezist kovet6en (57). Egy masik tanulmany
soran az LDL aferezis kezelés nem volt hatassal a resistin és adiponektin szintekre (54).
Eddig az irodalomban nem all rendelkezésiinkre adat az LDL aferezis hatasarol a szérum
adipokin, mint példaul a chemerin, visfatin, retinol binding protein 4 (RBP4), pigment-

epithelium derived factor (PEDF), omentin-1, vaspin és obestatin szintekre.

2.4 Pro- és anti-atherogén hormonszeri peptidek

A szervezet szinte minden szerve ¢és szovete, koztik a fehér zsirszovet, a maj, az
emésztoszervek szamos olyan peptidet termelnek, melyek kdzvetve vagy kozvetleniil szintén
befolyasoljak az érelmeszesedés folyamatat. Ezek koziil egyesek dontden az érelmeszesedést
el6segitd (pro-atherogén), masok azt gatld (anti-atherogén) hatast fejtenek ki, bar az atherogén

tulajdonsag bizonyos betegségekben vagy gyulladdsos folyamatokban megvaltozhat (2. bra).
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szivizom fibrosis, atherogenesis

Lipidszintek, szubfrakciok
Adipocita differenciacio

2. abra: A vizsgalt pro-és anti-inflammatorikus peptidek potencialis szerepe a gyulladasos
folyamatok és az érelmeszesedés kialakulasaban. Roviditések: PEDF: pigment-epthelium

derived factor, RBP4: retinol binding protein 4

2.4.1 Pro-atherogén peptidek: Chemerin, Afamin, RBP4, PEDF, Visfatin, Leptin

Chemerin

A chemerin elsésorban a fehér zsirszovetben, majban, vesében, bdorben ¢és a bélben
expresszalodik (58). Szabalyozza az adipogenezist, az adipocita metabolizmust és a lipolizist,
valamint az adipocita differenciaciot (59). Receptora kiilonb6z6é gyulladasos sejtek felszinén,
makrofagokon, éretlen dendritikus sejteken €s természetes 6ldsejteken (natural killer cells-NK
cells) is expresszalodik, ezzel indukalva migraciojukat a gyulladas helyszinére (60). Tovabba
a keringésben jelen 1évd chemerin részt vesz a lipid €s gliilkéz metabolizmus szabalyozasaban
(61). Mindezek alapjan a chemerin feltételezetten hozzajarul az obezitas, inzulin rezisztencia
és metabolikus szindroma kialakulasahoz (62). Habar a chemerin anti-inflammatorikus
hatdsarol szintén beszamoltak mar, egyre tobb a bizonyiték arra, hogy a chemerin inkabb

proinflammatorikus hatasu peptid (63, 64). Ezek alapjan a chemerin szerepet jatszhat az
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atherogenezis folyamataban. Korabban szignifikans korrelaciokat mutattunk be a szérum
chemerin szint és a kiilonb6zd lipoprotein szubfrakciok kozott elhizott, nem diabéteszes
betegek esetén (65). A keringésben 1évé chemerin szintek pozitivan korrelaltak az LDL-C
szintekkel, mig forditott korrelacié allt fenn a chemerin és a HDL-C szintek kozott. Tovabba
szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a szérum chemerin szint és a kis denz LDL, a
kozepes €s kis HDL szubfrakciok kozott. Masrészt negativ korrelaciot talaltunk a chemerin
szintek €s az atlagos LDL méret és nagy HDL szubfrakciok kozott. Az eredmények alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a chemerin kedvezdtleniil hathat a lipoprotein

metabolizmusra.

Afamin és E-vitamin

A human afamin egy szérum glikoprotein, az albumin géncsalad tagja (66). Az afaminrol
kimutattak, hogy E-vitamin specifikus kot6hellyel rendelkezik, mely a testfolyadékokban az
E-vitamin szallitasaért lehet felelés (67). Az afamin elsdsorban a majban expresszalodik és a
véraramba szekretalodik, ahol részben ApoAl tartalmi HDL szubfrakciokhoz asszocialt (68).
A szabadgyokok fontos szerepet jatszanak az ateroszklerézis kialakulasaban. Az
antioxidansok, amelyek meggatoljak az LDL és HDL oxidacidjat, alkalmasak lehetnek az
ateroszklerdzis és a hozza kapcsolddd betegségek megeldzésére. Az antioxidansok koziil az
E-vitamin vizsgalata a legintenzivebb. Bar az E-vitamin potlas hatasat tekintve kiilonb6z6
eredményeket mutatott, mégis az E-vitamin feltételezetten hasznos a koszortiér-betegség és az
atheroszklerdzis megel6zésében és/vagy kezelésében magas kockazatu betegeknél alkalmazva
(69). Szamos el6z6 vizsgalat soran a szérum E-vitamin szint szignifikansan csokkent LDL

aferezist kovetden (70-72).
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RBP4

A retinol binding protein 4 (RBP4) egy, a fehér zsirszovet altal is termelt plazma retinol
transzporter, amely a retinolt a majbol a perifériara szallitja (73). Tultermelddése kivaltja
keresztiil (74). A keringésben 1évé RBP4 meggatolja a vazizomban az inzulin altal stimulalt
jelatviteli utakat inzulin rezisztencia kialakulasahoz vezetve. Szamos tanulmany emelkedett
RBP4 koncentraciokat irt le obezitas, mint kronikus gyulladasos allapot, valamint annak
szovédményei, T2DM, metabolikus szindroma és kardiovaszkularis megbetegedés esetén (75-
81). A kozelmultban leirtak, hogy az RBP4 szerepet jatszhat a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasaban, azonban a szerepe, mint a gyulladdsos folyamatok markere és a CVD
prediktora jelenleg nem tisztazott, mivel a klinikai vizsgalatok eredményei ellentmondasosak.
Kontroll személyekhez képest a keringésben magasabb RBP4 koncentracidkat irtak le azoknal
a betegeknél, akiknél eléz6leg klinikai atheroszklerozist, magas foku karotid sztenozist,
dilatativ kardiomiopatiat, koszoriér-betegséget és eldérehaladott szivelégtelenséget figyeltek
meg (82-87). Mas vizsgalatok azonban nem mutattak szignifikans kiilonbséget az RBP4
koncentraciokban a koszoruér-betegségben szenvedd betegek és az egészséges személyek
kozott (88, 89). Az RBP4 és az oxidativ stressz markerek kozotti kapcsolat kevésbé
ellentmondasos. A legtobb tanulmany pozitiv Osszefliggést irt le az RBP4 és az oxidativ
stressz markerek kozott, valamint negativ 0sszefliggést az RBP4 és az antioxidans glutation
kozott. A sejtes oxidativ stressz a vaszkularis gyulladas aktivalasahoz vezet. Mivel az RBP4
pozitiv Osszefiiggést mutat az oxidativ stressz markerekkel (90), igy szerepe lehet az

endotelialis gyulladési folyamatok beinditasaban.
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PEDF

A pigment-epthelium derived factor (PEDF) egy endogén 50 kDa méretli, szamos sejt altal
expresszalt glikoprotein, amely a szerin proteaz inhibitorok csaladjaba tartozik (91). A PEDF
a vaszkularis endotelidlis ndvekedési faktor (VEGF) és receptorainak modositasa altal fejti ki
az érképzodést gatlo hatasat (92). Famulla és munkatarsai leirtak, hogy a PEDF az adipocitak
altal egyik legnagyobb mennyiségben szekretalt adipokin, amely részt vesz az inzulin
rezisztencia, a diabétesz és az obezitassal Osszefliggd rendellenességek kialakulasaban (93).
Rekombinans PEDF aktivalja a makrofagokat, amelyek TNF-a-t és interleukin-1-et
szabaditanak fel. A PEDF adip6z triglicerid lipaz-fiiggé modon (94) eldsegiti a lipolizist, és
szabad zsirsavakat mozgoésit a szisztémas keringésbe, ezzel gyulladashoz és rendellenes lipid
lerakodashoz vezetve. Tovabba a PEDF beinditja a Ser/Tyr foszforilacios kaszkad gatlo sorat,
ezaltal csillapitja az inzulin jelatvitelt, és a periférialis szovetekben inzulin rezisztenciat
indukal (95). Hatasa a kardiovaszkularis rendszerre eddig nem teljes mértékben tisztazott. Az
akut koronaria szindromas (ACS) betegeknek alacsonyabb a szérum PEDF szintjiik, és az
alacsony PEDF szintek ACS utan is a kedvezotlen kimenetellel fiiggenek 6ssze (96). A PEDF
képes meggatolni az elzarodasos trombus képzddést a vérlemezke aktivalas és aggregéciod
gatlasan keresztiil (97). A PEDF szintén gatolni tudja a platelet derived growth factor (PDGF)
-indukalt simaizomsejt proliferaciot és migraciot (98). A PEDF-nek erds anti-inflammatorikus
hatdsa van, hatasara a gyulladisos faktorok, koztik az MCP-1 és TNF-o csokkentek a
retinalis extraktumokban (99), szérumban és patkany retinalis Miiller sejtekben (100). Wen és
munkatarsai leirtak, hogy a PEDF védoé szerepet jatszik az atheroszklerotikus plakk

stabilitdsanak novelésében a makrofag gyulladasanak javitasan keresztiil (101).
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Visfatin

A visfatin kifejezés a viszceralis zsirra utal, mivel kezdetben feltételezték, hogy a visfatin
foként a visceralis zsirszovetben szintetizalodik (102). Késdbb hasonlo6 visfatin szinteket irtak
le @ human és egér szubkutan zsirszévetben, mint a Visceralis zsirszovetben. A visfatin mas
zsirraktarakban is, példaul a perivaszkularis €s epikardialis zsirban is megtalalhat6. A fehér
zsirszoveten beliil a visfatint nem csupan az adipocitdk szintetizaljak, hanem a gyulladésos
sejtek, példaul az aktivalt makrofagok is (103). Szamos vizsgalat irt le pozitiv Gsszefliggést a
keringésben 1évo visfatin szintek és az atherogén gyulladdsos betegségek kozott. Az utobbi
években a visfatint, mint az atheroszklerotikus folyamatok kezdeti ¢s meghatarozo 1épésének
(104), az endotelialis diszfunkciénak a markereként emlitik (105). A visfatin kiemelkedik,
mint az atheroszklerotikus 1éziok kialakulasanak és progressziojanak résztvevdje a
simaizomsejtek osztodasanak kozvetlen serkentésén keresztiil (106). Fokozza az
extracellularis matrix degradacidjan keresztil az angiogenezist beinditd matrix
metalloproteinazok szintjét és aktivitasat (107), és csokkenti azok széveti inhibitorainak
szintjét. Egyre tobb a bizonyiték arra, hogy a visfatin kozvetleniil elésegiti a vaszkularis
gyulladast kiillonbozd sejttipusok, beleértve endotél sejtek és vaszkularis simaizomsejtek
aktivalasan keresztiil. A visfatin proinflammatorikus citokinek, mint pl. a TNF-a,
interleukin-8 szintézisét és felszabadulasat valtja ki (108). Tovabba elsegiti a makrofagok

tulélését, amely segithet a vaszkularis gyulladas fenntartasaban (103, 109).

Leptin

A leptin elsédlegesen adipocitak altal termelt 16 kDa méretii fehérje (110), amely szabalyozza
az energia egyensulyt és az anyagcserét mind a kozponti, mind a periférialis idegrendszerben.
Elészor az ob gén termékeként azonositottak ob/ob egérben (111). A leptin a periférias és

kozponti szovetekre hatasat receptorahoz (Ob-R) kotédve fejti ki. Receptorat elsddlegesen a
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dorzomedialis és ventromedialis hipotalamikus sejtmagokban talaltak meg (112), ahol a
taplalékfelvétel szabalyozasaban jatszik szerepet. Fokozza az anyagcserét, és csokkenti az
éhségérzetet, ezaltal fokozza az energiafelhasznalast, és csokkenti az energia bevitelt. Erdekes
modon, elhizott egyénekben a leptin anorexigén hatasa romlik, mig mas hatasai
fennmaradnak, ez a jelenség szelektiv leptin rezisztencia néven ismert (113).

A leptin plazma szintje pozitivan korrelal a fehér zsirszovet tomegével. A receptorat kés6bb
szintén megtalaltak szamos periféridlis szovetben, koztiik a fehér zsirszovetben, vazizom
sejtekben, a majban, hasnyalmirigy p sejtekben, mononuklearis fehérvérsejtekben és endotél
sejtekben. A leptint az adipocitakon kiviil mas sejtek, mint példaul a szivizomsejtek, endotél
sejtek és a vaszkularis simaizomsejtek (VSMC) is termelik, igy széles korii, pleiotrop
hatasokkal rendelkezik, befolyasolva, a sziv- és ér-, ideg-, immun- és reproduktiv rendszert.

A kardiovaszkularis rendszerben az erek és a szivizomsejtek expresszaljak a specifikus leptin
receptort, melynek hatasai potencialisan pro-atherogének, protrombotikusak és angiogének. A
hiperleptinémia Gsszefiigg a nitrogén-monoxid (NO)-fliggé vazorelaxacid karosodasaval, az
oxidativ stressz novekedésével, valamint az endotelin szint novekedésével (114), mindezek az
endotél diszfunkcionak, az atherogenezis els6 1épésének a markerei.

Leirtak, hogy a leptin ndveli a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat-oxidaz (NADPH-
oxidaz) expresszidjat és aktivitasat (115, 116). Ezen kiviil noveli az 1-es-tipusu angiotenzin 11
receptor (AT1R) expresszidjat simaizomsejtekben (117).

Az atheroma kialakuldsanak kezdeti szakaszaban a leptin kulcsszerepet jatszik a gyulladésos
folyamatokban. Noveli a TNF-a, az interleukin-6 és az MCP-1 gyulladasos molekulak
molekula-1 (VCAM-1) (119), az intercellularis sejtadhézidos molekula-1 (ICAM-1) (120) és
az E-szelektin (121) expressziojat, ezzel kedvezve a monocitak vonzasanak és az endotelialis

falon keresztiili vandorlasanak. Az atheroma kialakulasakor a leptin szerepet jatszik a
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crer

indukal, miutdin fokozza a vérlemezkék aktivalodasat ¢és aggregalodasat (122),
trombusképzbédést és plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) expressziot (123).

A leptin az atheroszklerdzis kialakuldsaban is szerepet jatszik, melyhez a vaszkularis
ezaltal a neointima novekedését indukalva. A leptin tovabba neointimalis ndvekedéshez vezet
a vérlemezke-aggregacio stimulalasaval, a monocitdk aktivalasaval és az immunvalasz

crcr

vezet a véredényben.

2.4.2 Anti-atherogén peptidek: Adiponektin, Omentin-1, Vaspin, Obestatin

Adiponektin

Az adiponektin egy, elsésorban a zsirszovet altal szekretalt, 30 kDa nagysagh protein (124),
amelynek legalabb két receptora van, az AdipoR1 és AdipoR2 (125). Az adiponektin
szintekrdl leirtdk, hogy forditottan korreldlnak az obezitassal a visceralis zsir eloszlassal,
T2DM-al és mas obezitassal Osszefiiggd betegségekkel (126-128). Fontos kapcsolat van az
adiponektin és az inzulinrezisztencia, valamint atheroszklerozis kialakulasa kozott (129, 130).
Feltételezett, hogy az adiponektin fokozza az inzulinérzékenységet (131), és csokkenti az
atheroszklerozis kockazatat. Az adiponektinnek tovabba anti-inflammatorikus  és
antiapoptotikus tulajdonsagai is vannak.

Klinikai vizsgalatokban az adiponektin fliggetleniil és negativan korreldlt a metabolikus
szindroma ,,jellemzdivel”, beleértve az inzulin rezisztenciat, testtomeget, vérnyomast és
szérum lipid szinteket (127, 132). Mind allatmodelleket, mind in vitro vizsgalatokat
alkalmazo tanulmdnyok igazoltdk az adiponektin tobbszorosen kedvezd hatasat a

kardiovaszkularis rendszerre, a sziv- €s az érrendszeri sejtekre kifejtett, kozvetett és kdzvetlen
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hatasan keresztiil. Szamos 1épést befolyasolhat az atheroma kialakulasdban, az endotél
diszfunkciotol a plakk-ruptiraig. Kimutattak, hogy az adiponektin gatolja az endotélium
VCAM-1, ICAM-1 és E-szelektin expresszidjat (133, 134), a leukocita migracié kezdeti
fazisat az artérias falon keresztiil. Az adiponektin képes megvaltoztatni a makrofag fenotipust
(135) aktivalt makrofagrol anti-inflammatorikus fenotipusra, megakadalyozva annak habos
sejtté alakulasat. Ezen kiviil, csokkentheti az intracellularis koleszterin-észter tartalmat, a
TNF-o termelést, és stimulalhatja az interleukin-10 termel6dését, igy anti-inflammatorikus
tulajdonsagokkal rendelkezik. Kimutattdk, hogy az adiponektin képes ndvelni a
metalloproteinaz 1 (TIMP-1) szdveti inhibitoranak expressziojat (136), védve a plakk sériilése
¢és a trombozisos események ellen.

Az adiponektin AMP-aktivalt protein-kinaz (AMPK) altal kozvetitett endotelialis nitrogén-
monoxid szintaz (eNOS) aktivaciot kezdeményez (137), ami NO termeléshez vezet.

Az AdipoR-k vérlemezkékben expresszalodnak. Az emberi vérlemezkéken végzett in vitro
vizsgalatok azt mutattak, hogy az adiponektin gatolja a trombocita aggregaciot kollagén
indukciot kovetden.

Az adiponektin egy masik fontos funkcidja a gyulladascsokkentd hatas (138, 139), amely az
AMPK-t és mas nem-AMPK-mechanizmusokat aktivald hatdsanak tulajdonithaté. Ez az
NF-kB gatlasdhoz vezet, és kovetkezésképpen csokkenti az adhézios molekulak expressziojat

(140, 141) és az interleukin-8 felszabadulasat TNF-a stimulaci6 utan.

Omentin-1

Az omentin-1 egy 38-40 kDa méretii adipokin (131), melyet elsédlegesen a visceralis
zsirszovet termel és tilnyomorészt az adipdz szdvet sztroma vaszkularis frakcidja expresszal.
Obezitas esetén az omentin-1 szint csokken a visceralis zsirszovetben és a plazmaban (143,

144). A keringésben 1év6 omentin-1 szint pedig pozitivan korrelal az inzulinérzékenységgel,
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valamint az alacsony omentin-1 szint 6sszefiigg a gliikdz intoleranciaval (145). Az omentin-1-
et eredetileg szolubilis galaktofuranoz-koto lektinként azonositottak. Leirtak, hogy in vitro
fokozza a human adpocitdk inzulin stimulalt gliikoz felvételét az Akt jelatviteli Gitvonalon
keresztiil (145). Tovabba leirtak, hogy omentin-1-gyel kezelt allati és human endotél sejtek,
endotél eredetli nitrogén-oxidon keresztiil vazodilatacidohoz, és a TNF-a indukalt vaszkularis
inflammacié csokkentéséhez vezettek (140, 146, 147). Hasonloképpen Tan és munkatarsai
leirtak, hogy az omentin-1 human szérum hatasara in vitro csokkentette az endotél sejtekben a
VEGF, ¢és a CRP altal kivaltott migraciot és angiogenezist (148). Val6jaban az omentin-1
nagymértékben expresszalddik a perivaszkularis €és epikardidlis zsirszovetben. Ezaltal az
omentin-1 védo szerepet jatszhat a koronarias atheroszkler6zisban, az obezitashoz kapcsolédo
kardiovaszkularis rendellenességekben és magas vérnyomas esetén (149), tekintve az
omentin-1 erekre gyakorolt értagitdé hatasat. Az omentin-1 az adiponektin up-regulacion
keresztiil hat (150), amely viszont a lipid metabolizmust befolyasolja, és ekképp indirekt

modon fokozza inzulinérzékenységet.

Vaspin

A visceralis zsirszovet eredetii a szerpin proteaz inhibitor, masnéven vaspin, egy olyan inzulin
szenzitidlo ¢és anti-atherogén tulajdonsagokkal rendelkezd adipokin, amelyet eldszor
genetikailag obez patkanyok visceralis zsirszovetében azonositottak (151, 152). Késébb
kideriilt, hogy a vaspin expresszid6 nem korlatozodik csupan a zsirszovetre, hanem
megtalalhat6 a bérben, gyomorban, valamint a ragcsalok hipotalamuszaban és hasnyalmirigy-
szigeteiben is (153-155). A vaspin egy anti-inflammatorikus tulajdonsagokkal rendelkezd
adipokin, amely képes javitani az inzulinérzékenységet. Emelkedett szérum vaspin
koncentraciot irtak le diabéteszes és policisztas ovarium szindromas elhizott betegeknél, és

korrelaciot allapitottak meg a vaspin és a CRP szint kozott (156). Korabbi vizsgalatok
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kimutattak, hogy a vaspin védo szereppel bir az artériakra in vitro, és anti-iflammatorikus
hatast (157) fejt ki a vaszkularis simaizom sejtekre. Az endotél sejtekben a vaspin elGsegiti a
proliferaciot, és gatolja azok szabad zsirsavak altal okozott apoptdzisat, valamint védelmet
nyujt a cukorbetegséggel Osszefiliggd vaszkularis sériiléssel szemben. A vaspin noveli a NO
szintet (158). A megnovekedett NO termelés fokozza az endotél progenitor sejtek (EPC)
csokkenti az atheromatozus plakkok kialakulasanak kockazatat. A vaspin szint aranyos az
adipdz szovet mennyiségével, és alacsony az 1SZB-vel rendelkezd betegeknél. Korabban
leirtak, hogy az alacsony vaspin szérum kocentraciok korreldlnak a kozelmultbeli iszkémias
eseményekkel carotis stenosisos betegeknél (159). Tovabba csokkent vaspin szinteket mértek
aszimptomatikus ISZB-ben szenvedé betegeknél (160). Zhang és munkatarsai szintén leirtak,
hogy az alacsony vaspin koncentraci6 0Osszefligg az 1SZB és akut koronaria betegség
gyakorisagaval (161). Ismert, hogy a vaspin gatolta az atheroszklerotikus plakk progresszidjat
apolipoprotein E (ApoE) -/- egerekben az endoplazmatikus retikulum stressz indualt

makrofag apoptozisanak gatlasan keresztiil (162).

Obestatin

Az obestatin, egy nemrégiben azonositott anorexigén bél hormon, egy 23 aminosav
hosszlisagu peptid, mely a preproghrelin prekurzor C-terminalis részéb6l szarmazik (163).
Szamos ellentmondasos eredményrdl szamoltak be a humén obestatin szerepét tekintve. Az
obestatinnak a ghrelinnel ellentétes hatdsa van a taplalékfelvételt és az energia egyensulyt
tekintve. A gasztrointesztinalis traktusban és plazmaban az obestatin/ghrelin aranyt vizsgald
tanulmanyok 0Osszefliggést mutatnak néhany betegséggel, mint példaul az irritabilis bél
szindroma (164), obezitas (165) és kettes tipusu diabetes mellitus (166). A plazma obestatin

koncentraciok negativan korrelaltak a BMI-vel, inzulin rezisztencia indexszel, és a plazma
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leptin koncentraciokkal obezitas esetén (167). Az ¢hgyomri plazma obestatin koncentracid
csokkent volt inzulin rezisztencia esetén, €s pozitiv Osszefiiggést mutatott a teljes test
inzulinérzékenységgel nem diabéteszes betegeknél (168). Mindezek alapjan az obestatin az
adipozitast és inzulin rezisztenciat tiikr6z6 taplalkozastani marker lehet. Az obestatin emellett,
a lipolizis gatlasan keresztiil a lipid metabolizmust is szabalyozza (169). A szérum obestatin
szintje Osszefligg a lipidek és a lipid szubfrakciok mennyiségével is elhizott, diabéteszes

betegekben (170).
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3. Célkitiizések

Célul tiztiik ki a szelektiv LDL aferezis kezelés hatasdnak vizsgalatat stilyos heterozigota

familiaris hiperkoleszterinémids betegekben:

1.

A szérum chemerin szintjére a betegeknél tortént elsé LDL aferezis kezelés elotti és
utani értékek vizsgalataval, az LDL aferezis sordn hasznalt adszorber oszlop chemerin
megkotd kapacitdsdnak meghatarozasaval, és egy beteg esetén az LDL aferezis
kezelés hosszu tavu hatdsanak megfigyelésével.

A szérum afamin szintjére a betegeknél tortént elsé LDL aferezis kezelés el6tti és
utani értékek vizsgalataval, az értékek egészséges kontroll populacioval torténd
Osszevetésével, €s az LDL aferezis soran hasznalt adszorber oszlop afamin megko6td
kapacitasanak meghatarozasaval.

A szérum a- és y-tokoferol szintjére a betegeknél tortént elsd LDL aferezis kezelés
elotti és utani értékek vizsgalataval, az értékek egészséges kontroll populacidval
torténd osszevetésével.

A szérum gélelektroforézissel meghatarozott LDL és HDL szubfrakcioira.

A szérum tovabbi pro- és anti-atherogén hormonszerii peptidjeinek (adiponektin,
leptin, vaspin, omentin, RBP4, PEDF, visfatin és obestatin) szintjére a betegeknél

tortént elsd LDL aferezis kezelés elotti és utani értékek vizsgalataval.
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4. Betegek és modszerek

4.1 Sulyos heterozigota familiaris hiperkoleszterinémias betegek

kivalasztasa

Vizsgalatainkba a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet A épiiletének Lipid
szakrendelésén gondozott stilyos HeFH betegek keriiltek bevonasra, akiknél a gydgyszeres
lipidcsokkentd kezelés mellett is jelentosen célérték feletti LDL-C szintet észleltlink, ezért a
szelektiv LDL aferezis kezelés (DALI) elkezdése valt indokoltta. A vizsgalatba bevont
betegek egyénenkénti antropometriai, klinikai és laboratériumi adatai, lipidcsokkentd
kezelése és kardiovaszkularis tarsbetegségei lathatdak a 3. tablazatban feltiintetve. A
vérvételek mindegyike a betegek els6 DALI kezelése eldtt és utan tortént, egy esetben
végeztiink 12 hoénapos kovetéses vizsgalatot a chemerin szintre gyakorolt tartdos hatas
vizsgalata céljabol.

Az afamin és E vitamin szintek vizsgalatakor egészséges kontroll személyek is bevonasra
Vizsgalatunkban a bevalasztas feltétele 21-70 év kozotti életkor volt. A betegek a vizsgalat
jellegérdl és céljardl szolo részletes felvilagositast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak
alda. A Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga hozzdjarult a vizsgalathoz. Kizarasi
kritériumként szerepelt az akut bakteridlis vagy virusfertézés, az elmult harom hénapban
multivitamin készitmények szedése, az emelkedett méajenzimekkel jellemzett, vagy az
anamnézisben szereplé kronikus majbetegség és az alkohol- vagy drogfiiggdség, az
epekdvesség, a kozelmultban zajlott miokardialis infarktus, a kezeletlen endokrin betegségek,
a terhesség és a szoptatas, a human immundeficiencia-virus pozitivitds, a stlyos mentalis
retardacio (intelligencia-hanyados: 1Q<40), és kizarasra keriiltek az ismert daganatos vagy

daganatellenes kemoterapiaban részesiilo betegek.
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3. tablazat. A vizsgalatba bevont betegek antropometriai, klinikai és laboratoriumi adatai,

lipidesokkentd kezelése és kardiovaszkularis tarsbetegségei

Beteg P1 P2 P3 P4 P5 P6
Eletkor (év) 56 60 64 55 61 59
Nem ffi no no no ffi ffi
Testsuly (kg) 83 66 62 85 70 85
Testmagassag (m) 1,72 1,6 1,65 1,75 1,68 1,82
BMI (kg/m?) 28,06 25,78 22,77 27,76 24,8 25,8
Dutch score 9 8 8 18 19 11
Koleszterin 9,0 9,3 8,6 9,9 11,6 7,1
LDL-C (mmol/l) 6,2 6,9 6,4 7,5 9,2 53
HDL-C (mmol/l) 1,3 2,0 1,1 1,4 1,3 1,3
ApoB (g/l) 1,86 1,89 2,12 2,31 2,82 1,62
ApoA (g/l) 1,68 2,02 1,56 1,47 1,73 1,66
Lp(a) (mg/dl) 223 148 550 816 237 31
Rosuvastatin 40 mg 40 mg 0* 40 mg 40 mg 10 mg**
Ezetimib 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg
1ISZB + + + + + +
AMI + - - - + -
CAAD + + + + + +
Stroke + + + - - ¥
PAD + + - - + -
FH genetika - neg - LDLR LDLR -

BMI: testtomeg index; LDL-C: low-density lipoprotein-koleszterin; HDL-C: high-density
lipoprotein-koleszterin; ApoB: apolipoprotein B100; ApoA: apolipoprotein Al, Lp(a):
lipoprotein (a); ISZB: iszkémids szivbetegség; AMI: akut miokardidlis infarktus; CAAD:
carotis artéria sziikiilet; PAD: periférids artérias betegség; LDLR: LDL receptor

*abszolut statin intolerancia (statin okozta myopathia)

**relativ statin intolerancia (nagyobb do6zis mellett iziileti és izomfajdalom)

4.2 Vérvétel és laboratoriumi paraméterek mérése

A vizsgalatba bevont betegektdl és a kontrolloktdl 12 6rds éhezést kdvetden vénas vérvétel
tortént. A betegektdl kozvetleniil a DALI kezelés végén is vénas vérmintat vettliink. A szérum
mintakat 10 perces 3500 g-n torténd centrifugalassal elvalasztottuk 4 °C-on. A mintakbol a
Debreceni Egyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében standard laboratoriumi
modszerekkel meghataroztdk a szénhidrat- és lipidanyagcserére jellemzd paramétereket
Cobas c¢501 tipustt analizatorral (Roche Ltd, Mannheim, Németorszag). A szérum

Osszkoleszterin és a triglicerid koncentracid meghatirozdsa enzimatikus, kolorimetrids
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modszerrel, a HDL-C és az LDL-C esetében homogén, enzimatikus médszerrel (Roche HDL-
C plus 3rd generation és Roche LDL-C plus 2nd generation) tortént. Az apolipoprotein Al
(ApoAl), az apolipoprotein B (ApoB) ¢és a lipoprotein (a) (Lp(a)) értékét
immunoturbidimetrias modszerrel mérték (Tina-quant Apolipoprotein A-1 ver.2, Tina-quant
Apolipoprotein B ver.2 és Tina-quant Lipoprotein(a) ver.2). A vizsgalatokat a gyarto altal
megadott utmutatd szerint végezték. Tovabbi laboratoriumi mérésekre a szérum

mintakat -70 °C-on helyeztiik el, és 2 honapon beliil felhasznaltuk.

4.3 LDL-aferezis

A betegek szelektiv LDL aferezis kezelése DALI moddszerrel tortént (Fresenius GmbH,
Germany), mely soran DALI 750 adszorbens oszlopokat alkalmaztunk. A kezelés soran DALI
alapoz6 oldatot (primer solution), antikoagulans citrat dextr6z oldatot (ACD-A), vérelvezetd
csoveket és 4008 ADS hemadszorpcidés monitort (Fresenius HemoCare Adsorber Technology
GmbH, St. Wendel, Germany) hasznaltunk.

A kezelést megeléz6en az adszorber oszlopokat 3x2000 ml primer oldattal mostuk at
400 ml/perc aramlasi sebességgel. Az elsé 2 liter oldat 20000 1U heparint tartalmazott.
Feltoltés kozben az adszorbenseket citrattal telitettiik. A beteg ACD-A infzidt kapott a
kezelés kozben. Az ACD-A oldatot a kezelés inditasakor 1:20 aranyban adagoltuk, melyet

1500 ml kezelt vérmennyiség utan 1:40 aranyra csokkentettiink.

Az egyik konyokhajlat vénaja szolgéltatta a vérnyerési, a masik a vér visszaadasi lehetdséget.
A kezelések soran folyamatos vérnyomas-megfigyelés zajlott. Az Gsszes kezelés elbtt és utan

vénas veérvétel tortént.
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4.4 Szérum chemerin szint meghatarozasa

A szérum chemerin szint meghatarozas kereskedelmi forgalomban kaphato enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalati (ELISA) kittel (Human Chemerin Quantikine ELISA,
katalogusszam: DCHMO00, R&D Systems, MN, USA) tortént a gyartd hasznalati
utmutatasanak megfeleléen. Az intra- €s interassay variacios koefficiensek <10%, illetve

<12% voltak.

4.5 Fehérje frakcio LDL-aferezist kovet6 elucidoja DALI 750 adszorbens

oszlopradl, és chemerin szint meghatarozas az eluatumbal

crer

munkatarsai altal leirt modszer alapjan végeztiik (173). A DALI750 adszorbens oszlopokat
foszfat-pufferes sooldattal (pH 7,4) mostuk at. A fehérje eluciot harom 1épésben végeztiik el,
egymas utan harom kiilonb6z6 pH-értéki 250 ml acetat pufferrel a kovetkez6 sorrendben: pH
5,0; pH 4,0; pH 3,0. Ezt kdvet6en hataroztuk meg a kiilonboz6 pH-értékii pufferekkel kapott
(Human Chemerin DuoSet ELISA, katalégusszam: DY2324, R&D Systems, MN, USA) a

gyarto hasznalati itmutatasanak megfelelden.

4.6 Szérum afamin szint meghatarozasa

A szérum afamin szint meghatdrozas kereskedelmi forgalomban kaphatdo ELISA Kkittel
(Afamin Human ELISA, katalogusszam: RD194428100R, BioVendor, NC, USA) tortént a
gyartd hasznalati utmutatasanak megfelelden. Az intra- és interassay variacios koefficiensek

<3,61%, illetve <3,4% voltak.
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4.7 Plazma a- és y-tokoferol szint meghatarozasa

Az a- és y-tokoferol mennyiségi meghatarozasa plazma mintabol Zerbinati és munkatarsai
altal leirt modszer alapjan tortént (171), gazkromatografias-tomegspektrometrias (GC-MS)
modszerrel, a mérés optimalizalasahoz sziikséges modositasokkal.

A standard gorbe elkészitéséhez a belsé standard modszert alkalmaztunk. Az a- és y-tokoferol
metanolos torzsoldataibol (a-tokoferol, 1,0 mg/ml metanolban, certified reference material,
y-tokoferol 1,0 mg/ml metanolban, certified reference material, Sigma-Aldrich St. Louis, MO
USA) metanollal (Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA) higitasi sort készitettiink. A kalibracios
pontok a kovetkezOk lettek: a-tokoferol: 3,13; 6,25; 12,5 és 25 pg/ml, y-tokoferol: 0,063;
0,125; 0,25 és 0,5 pg/ml. A standard oldatokhoz belsé standardként allanddé mennyiségben (4
ug) adtunk 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-chromanolt (Sigma-Aldrich St. Louis, MO USA)
metanolban oldva. A metanolt nitrogén aram alatt elparologtattuk, majd 130 pl Sylon™ HTP
(HMDS+TMCS+Pyridine, 3:1:9, Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA) szililezd oldat
hozzaadasa utan 30 percig 60 °C-on derivatizaltuk. Ezutan a szililez6szert ismét nitrogén
aram alatt elparologtattuk a standardokrdl, melyeket ezutan 50 ul n-hexanban (Merck,

Darmstadt, Germany) oldottunk fel.

A plazmamintak el6készitéséhez 5 pl plazmahoz 100 ul 2,2,5,7,8-Pentamethyl- 6-chromanol
(4 pg/ml metanolban oldva) belsd standardot, 100 pl metanolt és 95 pl fiziologids sooldatot
adtunk. Ezt kovetéen az extrakcidhoz 1 ml n-hexant adtunk a mintakhoz, amelyeket ezt
kovetden alaposan vortexeltiik, majd centrifugaltuk. A feliiliszot ezutan 1,5 ml-es mintatartd
tivegekbe pipettaztuk at, majd a szerves olddszert nitrogén aram alatt elparologtattuk. Végiil a
mintakat a standardoknal leirt modon derivatizaltuk, és a mintael6készités végén 50 pl
n-hexanban oldottuk fel.

A GC-MS mérések Finnigan Trace GC Ultra gazkromatograftal, illetve az ahhoz kapcsolt

Polaris Q tomegspektrométerrel torténtek (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). A
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mintakat manualisan injektaltuk egy Agilent J&W oszlopra (DB-5MS Ul; 60 m x 0,25 m X
0,25 pum), vivégazként héliumot hasznalva (aramlasi sebesség: 1 ml/perc, allandé aramlasi
mod). Az injektalasi térfogat 2 ul volt. Az injektalas splitless modban tortént, az injektor
hémérséklete a mérés soran végig 260 °C volt. A kolonna kezdeti hdmérséklete 150 °C volt 2
percig, majd 25 °C/perc felfutési sebességgel 300 °C-ra emelkedett, melyet tovabbi 15 percig
tartott. A teljes elemzési id0 23 perc volt. A tomegspektrométer szelektiv ionkovetés
(selective ion monitoring, SIM) modban miikddott. A valasztott ionok a kovetkezdk voltak: a-
tokoferol-TMS: 237.3 m/z, y-tocoferol- TMS: 488.4 m/z, 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-chromanol-

TMS: 292.3 m/z.

4.8 LDL- és HDL-koleszterin szubfrakciok vizsgalata

A kiilonb6z6 lipoprotein szubfrakciok elkiilonitésésre Lipoprint rendszert (Quantimetrix
Corp., Redondo Beach, CA) hasznalunk, amely egy csoves, nem-gradiens géleletroforézis
rendszer. A Lipoprint hasznalataval, a lipoproteinek mérete alapjan 7 kiilonboz6 LDL
szubfrakcio és 10 kiilonboz6 HDL szubfrakcid elvalasztdsdra van lehetdség. Az igy
elvalasztott 7 LDL szubfrakcio a nagy, kevésbé denz LDL-1 és LDL-2 valamint a kis denz
LDL-3,-4,-5,-6 és -7 (172). A HDL szubfrakcios teszt esetén a nagy HDL szubfrakciohoz
tartoz6 HDL-1,-2,-3, a kozepes szubfrakcidhoz tartozo HDL-4,-5,-6,-7 valamint a kis HDL
szubfrakciohoz tartoz6 HDL-8,-9,-10 kiilonithetdek el.

A Lipoprint alkalmazasa soran akrilamidot tartalmaz6 tivegesovek felsd részére 25 pl szérum
mintat vittiink fel. A mintakban 1év6 kiilonboz6 lipoproteineket 200 pl szudan fekete festéket
tartalmazo folyékony gél hasznalataval tettiik lathatova. 30 perces fotopolimerizalast
kovetden a csovek elektroforézis kadba keriiltek, amelynek als6 és felsd részét Trist és
borsavat tartalmazo puffer oldattal toltottiik fel, ezutdn a mintdk 3 mA/csé aramerdsség és 500

V fesziiltség mellett az LDL szubfrakcids teszt esetében 60 percig, mig a HDL szubfrakcios
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teszt esetében 50 percig elektroforetizalodtak. Végiil 30 perccel az elektroforézis utan a
lipoprotein szubfrakciokat tartalmazo csovek digitalizalasat és a Lipoware szoftver
(Quantimetrix Corp.) segitségével torténd kiértékelését elvégeztiik. Az atlagos LDL méretet

(nm) a denzitogram alapjan szintén a Lipoware szoftver szamitja ki.

4.9 Adiponektin, leptin, vaspin, omentin-1, RBP4, PEDF, visfatin és

obestatin és oxLDL szérum szintjének meghatarozasa.

A szérum adiponektin, leptin, vaspin, omentin-1, RBP4, PEDF, visfatin és oxLDL szintjét
kereskedelmi forgalomban kaphaté szendvics ELISA kitek segitségével végeztik, az
alkalmazasi elGiratban foglaltak szerint (adiponektin, vaspin, omentin-1, PEDF, visfatin:
Biovendor GmbH, Németorszag; RBP4, leptin: R&D Systems, MN, USA; oxLDL: Mercodia
AB, Svédorszag). Az intra- és interassay variacios koefficiensek a kovetkezok szerint
valtoztak: az adiponektin esetében 3,3-4,4% illetve 5,8-6,2%, a leptin esetében 3,0-3,3%,
illetve 3,5-5,4%, vaspin esetében 6,5-8,7%, illetve 5,8-9,5%, omentin-1 esetében 3,2-4,1%,
illetve 4,4--4,8%, RBP4 esetében 5,7-8,1%, illetve 5,8-8,6%, PEDF esetében 2,92-4,05%,
visfatin esetében 2,31-9,11%, illetve 4,66-7,24%, az oxLDL esetében 5,5-7,3%, illetve 4-
6,2% voltak. A szérum obestatin szintet enzim immunvizsgalat (EIA) moddszerrel hataroztuk

meg (Yanaihara Institute Inc., Shizuoka, Japan).

4.10 Statisztikai elemzés

A vizsgalat statisztikai értékelését a STATISTICA version 8.0 szoftver segitségével végeztiik
(Statsoft Inc. Tulsa, OK, USA). Elészor normalitas probat alkalmaztunk a Kolmogorov-
Smirnov teszt segitségével. Normal eloszlas esetén az adatokat atlag+szoras (SD) formajaban

abrazoltuk, nem-normal eloszlasu paraméterek esetén az adatokat median, ill. als6 és felsd
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kvartilis értékek forméjaban fejeztiik ki. A betegek kezelés eldtti és utdni eredményeit
parositott t-probaval vizsgaltuk. A betegek kezelés el6tti adatainak dsszehasonlitasa a kontroll
csoport értékeivel nem parositott t-teszt hasznalataval tortént. A szignifikancia hatara ebben
az esetben is p<0,05 volt. Friedman-féle ANOVA ¢és Kendall-féle rang-korrelacios
Osszehasonlitd tesztet alkalmaztunk a kiilonb6z6 pH-értékii pufferekkel elualt chemerin

koncentracidok o0sszehasonlitasara.
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5. Eredmények

5.1 Szelektiv LDL aferezis kezelés hatasa szérum chemerin szintekre

A vizsgalatban résztvevok antropometriai és laboratdériumi paraméterei a 4. tablazatban

Osszefoglalva lathatoak.

4. tablazat: A HeFH betegek antropometriai adatai és lipid paraméterei életiik elsé LDL

aferezis kezelése el6tt €s utan

Kezelés elott Kezelés utan Valtozas (%)
Kor (év) 60,57+4,79
Nem (né/férfi) 3/3
Testtomeg index
+

(kg/m?) 26,19+2,14
Derék korfogat (cm) 101£8,19
Osszkoleszterin 9,25+1,49 4,41£0,09%*% 52,58
(mmol/l) ’ ’ ’ ’ ’
LDL-C (mmol/l) 6,92+1,34 2,69+0,97% % -61,84
HDL-C (mmol/l) 1,40+0,31 1,24+0,16* -10,46
ApoB (g/1) 2,10+0,42 0,82:£0,28 %% -61,49
ApoA (g/l) 1,69+0,19 1,44+0,10%* -14,09
Kreatinin (umol/l) 94,33+58,18 82,33+52,95%* -13,52
Szérum chemerin 82,34+36,30 59,09+24,89%* -27,26
(ng/ml)
Nagy LDL

+ + -
szubfrakeié (%) 27,36+6,64 23,72+4.,62 12,2
Kis-denz LDL

+ +1,57%* -
szubfrakeié (%) 4,86+4,27 1,14+1,57 83,81
‘a]tr?)g"s LDLmeret 566410568  26,98+0,402 0,129
Nagy HDL

+ +
szubfrakeié (%) 21,08+4,79 24,36+4.,25 16,7
Kozepes HDL

+ +
szubfrakcié (%) 45,16+5,25 50,02+3,47 11,45
g/ls)HDL szubfrakcio 33,76+8.66 25,6245,75%* -23,44

Az adatok atlagtszoras (SD) forméaban vannak feltlintetve. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
LDL-C: alacsony stirtiségii lipoprotein koleszterin, HDL-C: nagy slirtiségii lipoprotein
koleszterin, ApoB: apolipoprotein B, ApoA: apolipoprotein A, LDL: alacsony siriiségii
lipoprotein, HDL: nagy stirliségii lipoprotein
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A szérum chemerin szintek az Osszes betegben szignifikdnsan csokkentek elsd aferezis
kezelést kovetden, atlagosan 27,26%-kal (atlagosan 82,34 ng/ml-r6l 59,09 ng/ml-re). Hogy a
kezelés soran torténd higitds hatasat kizarjuk, a Szérum chemerin/kreatinin aranyt is
kiszamoltuk, amely 16,65%-0s szignifikans csokkenést mutatott az elsé kezelések utan. Az
egyénenkénti szérum chemerin szint csokkenések €s chemerin/kreatinin aranyok az 3-as abran

lathatdak.
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3. abra: A) A hat HeFH beteg szérum chemerin szintjei (ng/ml); B) A hat HeFH beteg
szérum chemerin/kreatinin ardnya (%) kozvetleniil az els6 szelektiv LDL aferezis kezelésiik
eldtt és utdn DALI 750 oszlop alkalmazasaval. Rovidités: SEM, standard error of the mean-

atlag szorasa



Az LDL aferezis szérum chemerin szintekre kifejtett hossza tava hatasanak vizsgalatahoz 10
kezelésen keresztiil vizsgaltuk az egyik beteg kezelés elotti szérum chemerin szintjeit. Azt
talaltuk, hogy a chemerin szint csokkend tendencidt mutat a 12 hénapos kovetés soran. A
beteg az 6todik kezelés utan a kezelések 3 honapos felfliggesztését kérte (csaladi okok miatt).
Ezid6 alatt a keringésben 1évé chemerin szint jelentésen novekedett, elérve az elsé kezelés
elétti kiindulasi szintjét. Majd az LDL aferezis kezelés folytatasaval a szérum chemerin
koncentraciok elkezdtek csokkeni, jelezve a folytonos kezelések fontossdgat a szérum

chemerin szint dlland6 csokkenésének megtartasdhoz (4. abra).

80-
70-
60- K
50 /

40-

30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
01 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
Hoénapok

Szérum chemerin koncentracio (ng/ml)
N

4. abra: Az egyik HeFH beteg (Beteg 2) havonkénti LDL aferezis kezelés elétt mért szérum

chemerin szint valtozasai 12 honapon keresztiil. A kezelés 3 honapon at sziinetelt (---).

Ahhoz, hogy bebizonyitsuk, hogy a chemerin fizikailag k6tddik az adszorber oszlophoz, a
kezelést kovetden fehérje frakciokat eludltunk az aferezis oszloprdl harom kiilonb6zo
pH-értékli acetat puffer oldattal. A harom kiilonb6zé pH-értékii eluatumbol mért chemerin

koncentraciok a 5. tdblazatban lathatok.
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5. tablazat: Az LDL aferezis oszloprol elualt oldat chemerin szintjei (ng/mL)

Median
(also-felso kvartilis)
pH3,0 148,89 79,73 71,69 134,69 37,82 24,77 75,7 (37,8-134,7)
pH4,0 38328 187,44 169,43 11259 122,23 124,62 147,0(122,2-187,4)
pH50 649,73 272,62 273,76 176,37 188,79 278,31 273,2(188,8-278,3)

Beteg 1l Beteg2 Beteg3 Beteg4 Beteg5 Beteg6

Az eluatumok mindegyikében sikeriilt chemerint kimutatni. Szignifikansan tobb fehérje
elualodott a magasabb pH-értéka puffer oldatokkal (p<0,01) (5. tablazat).

Egyes kivalasztott betegek esetén Lipoprint méddszert alkalmazva LDL és HDL szubfrakcios
vizsgalatokat végeztiink az LDL aferezis kezelések eldtt és utan. A kezelés utdn mind az
LDL, mind a HDL esetében kedvezé mennyiségi és mindségi valtozasokat figyelhettiink meg
(4. tablazat). Ezek koziil a valtozasok koziil a legjelentésebbb az, hogy az LDL aferezis

jelentdsen csdkkentette a kis denz LDL szubfrakciokat (4. tablazat, 5. abra).

Sample: before treatment Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
A vioL MID oL HDL
c g |A|l1 ]2 |3]3]5]|6 7

N

Area % 160 81 106 116 190 173 S2

article-Size (A) 277 261 245
Mean LDL-Particle Size:  266.3A ( >265 and <268)

Sample: after treatment Quantimetrix LIPOPRINT SYSTEM
B VLDL mMiD L HDL
C B A 1 2 3 4 S |6 7

228 54 109 11.7 199 9.0

Particie-Size [A) 277 261
Mean LDL-Particle Sie: 2720A (TYPE A; 2268.0)

5. abra: A HeFH betegek reprezentativ lipoprotein szubfrakcios mintazata LDL aferezis

kezelés el6tt (A) és utan (B). A kis-denz LDL szubfrakcidk pirossal vannak jeldlve.
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5.2 Szelektiv LDL aferezis hatasa szérum afamin és plazma E-vitamin

szintekre

A vizsgalatban résztvevd betegek és egészséges kontrollok antropometriai és laboratoriumi

adatai 0sszefoglalva az 6. tablazatban lathatoak.

6. tablazat: A HeFH betegek és kontrollok antropometriai adatai és laboratériumi

paraméterei az LDL aferezis kezelés el6tt és utan.

Betegek Valtozas
Kontrollok
Kezelés elott Kezelés utan (%)
Kor (év) 59,17+3,31 56,43+3,64
Nem (no/férfi) 33 4/3
Testtomeg index (kg/m?) 25,83+2,14 27,13+3,13
OsszKkoleszterin (mmol/l) 9,25£1,49  4,41+0,99%*x* -52,6 5,02+1,01 777
LDL-C (mmol/l) 6,92+1,34  2,69+0,97***  -61,8 2,96+0,67
HDL-C (mmol/l) 1,40+0,31 1,24+0,16* -10,5 1,68+0,37"
ApoB (g/l) 2,10£0,42  0,82+0,28***  -615 0,95+0,25"7
ApoALl (g/l) 1,69+0,19  1,44+0,10%* -14,1 1,86+0,28"
Kreatinin (umol/l) 70,8+8.8 61+9,5%* -13,8 73,8+13.4
Szérum afamin (ng/ml) 126,5+32,4  113,6£27,8** -9,4 90,2+21,57"
Afamin/HDL-C (mg/mmol)  92,51+26,3  93,94+29,1 1,1 54,62+1221
Afamin/ApoAl(mg/g) 74,63+15,7 78,84+19 54 48,9349 217
a-tokoferol (ug/ml) 16,99+5,07 10,8+2%* -34,1 9,26+0,8
v- tokoferol (ng/ml) 0,35£0,09  0,2240,04** -32,9 0,17+0,057
a- tokoferol/osszkoleszterin 1.8640.,6 2.5240,6* 41,4 1.840.3
(mg/mmol)
v- tokoferol/osszkoleszterin 0,0440,01 0,0540,02* 40,3 0,0340,01
(mg/mmol)
oxidalt LDL (U/) 76+8,9 33,1£12,9%* -57,4 47,9+13,6'

Az adatok atlag+szoras (SD) formaban vannak feltiintetve.

Kezelés elotti érékek dsszevetve a kezelés utani érékekkel: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
Kezelés elotti értékek dsszevetve a kontroll csoport értékeivel: 'p<0,05; Tp<0,01; 77p<0,001
LDL-C: kis stirliségli lipoprotein koleszterin HDL-C: nagy stirliségii lipoprotein koleszterin,
ApoB: apolipoprotein B, ApoAl: apolipoprotein Al, LDL: kis stiriiségii lipoprotein
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Az elsd kezelés mindossze atlagosan 9,4%-al csokkentette a szérum afamin koncentraciokat
(6. tablazat). Ezzel parhuzamosan a HDL és ApoAl szintek 10,5 és 14,1%-kal csokkentek.
Kovetkezésképpen az afamin/HDL és afamin/ApoAl aranyok nem valtoztak szignifikansan
(6. tablazat, 6. abra). A kiindulasi afamin szint szignifikdinsan magasabb volt a HeFH-s
betegekben a kontrollokhoz képest. Azt talaltuk, hogy az a- és y-tokoferol szintek jelentésen
csokkentek (34,1 és 32,9%-kal) a betegekben az LDL aferezis kezelés hatasara (7-8. abra),
mig az o-tokoferol/osszkoleszterin és y-tokoferol/6sszkoleszterin arany szignifikansan
emelkedett (41,4 és 40,3%-kal) (6. tablazat, 7-8. abra). A kiindulasi a- és y-tokoferol szintek
szignifikansan magasabbak voltak a betegekben az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.
Ezzel ellentétben az a-tokoferol/Gsszkoleszterin és y-tokoferol/Gsszkoleszterin aranyok a

kezelés el6tt a kontrollokhoz hasonloak voltak a betegeknél.
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6. abra: A) A hat HeFH beteg szérum afamin szintjei (ug/ml); B) A hat HeFH beteg szérum
afamin/HDL ardnyainak valtozasai kézvetlentil az elsé, DALI 750 oszlop alkalmazésaval
torténd szelektiv LDL aferezis kezelésiik eldtt és utan. Rovidités: SEM, standard error of the

mean (atlag szérasa).
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7. abra: A) A hat HeFH beteg szérum a-tokoferolszintjei (ng/ml) és; B) A hat HeFH beteg
szérum a-tokoferol/dsszkoleszterin aranyainak valtozasai kozvetleniil az els6, DALI 750
oszlop alkalmazasaval torténé szelektiv LDL aferezis kezelésiik el6tt €s utan. Rovidités:

SEM, standard error of the mean (atlag szoérasa).
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8. abra: A) A hat HeFH beteg szérum y-tokoferol szintjei (ug/ml) és; B) A hat HeFH beteg
szérum y-tocoferol/koleszterin aranyainak valtozasai kozvetlentil az elsé, DALI 750 oszlop
alkalmazasaval torténd szelektiv LDL aferezis kezelésiik el6tt és utan. Rovidités: SEM,

standard error of the mean (atlag szorasa).

A kiindulasi oxidalt LDL szint szignifikdnsan magasabb volt a betegekben a kontrollokhoz
képest (6. tablazat). Tovabba a kezelés sordn az oxidalt LDL szint szignifikdnsan csokkent
(-57,4%) a betegeknél. A kis HDL részecskék aranya szignifikansan csokkent, mig a nagy
HDL részecskék aranya némileg nétt, ezzel az aferezis kezelést kovetden egy eltolodast
eredményezve a nagyobb méreti HDL szubfrakcidok iranyaba. A kiinduldsi kis HDL

részecske arany szignifikdnsan magasabb, mig a kiindulasi nagy HDL részecske arany



szignifikansan alacsonyabb volt az HeFH betegekben az egészséges kontrollokhoz képest (7.

tablazat).

7. tablazat: A HeFH betegek HDL szubfrakcidinak eloszldsa az LDL aferezis kezelés eldtt és

utan, ill. 6sszehasonlitasa egészséges kontroll személyekkel.

Betegek
Kezelés elétt  Kezelés utin  Valtozds (%)  ontrollok
Nagy HDL (%) 21,08+4,79 24,36+4,25 16,7 30,07+5,25°
Kozepes HDL (%)  45,16+5,25 50,02+3,47 11,45 48,47+3,19
Kis HDL (%) 33,76+8,66 25,62+5,75% -23,44 21,46+6,28"

HDL: nagy strtiségil lipoprotein
Kezelés elotti értékek Osszevetve a kezelés utani értékekkel: *p<0,05
Kezelés elotti értékek osszevetve a kontroll csoport értékeivel: Tp<0,05

5.3 A szelektiv LDL aferezis hatasa tovabbi pro- és anti-atherogén

hormoszertii peptidek szintjére

A szelektiv LDL aferezis hatasa a vizsgalt pro- és anti-atherogén hormonszeri peptidek
szintjére valtozo mértékli, de szamos peptid, példaul az omentin-1 (-75,32%) ¢és a vaspin
(-58,53%) esetén igen Kkifejezett (8. tablazat, 9. abra). Minden vizsgalt peptid szintje
csokkenést mutat, de a jelent6s mértékii szoras miatt csak a visfatin, PEDF, omentin-1 és

vaspin esetén bizonyult szignifikans mértékiinek.
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8. tablazat: A HeFH betegek pro- és anti-atherogén hormonszerti peptidszintjének valtozasa

az LDL aferezis kezelés el6tt és utan. Az értékek atlagtszoras formdjaban vannak feltiintetve.

Kezelés elott Kezelés utan Valtozas (%)
Kor (év) 60,57+4,79 -
Nem (né/férfi) 3/3 -
Testtomeg index
+ -
(kg/m?) 26,19+2,14
Derék korfogat (cm) 101+£8,19 -

Pro-atherogén hormonszerii peptidek

leptin (ng/ml) 13,05+6,64 10,67+5,04 -15,77
visfatin (ng/ml) 6,78+3,54 5,01+4,23 -32,93*
PEDF (ng/ml) 24,78+5,69 16,68+3,73 -28,74*
RBP4 (ug/ml) 36,05+10,67 34,58+9,14 -4,07

Anti-atherogén hormonszerii peptidek

adiponektin (ng/ml) 7,06+£0,57 6,55+1,16 -7,98

omentin-1 (ng/ml) 367,4+54,61 88+16,43 -75,32*
vaspin (ng/ml) 0,25+0,13 0,14+0,02 -58,53*
obestatin (ng/ml) 2,8+0,31 2,36+0,27 -15,08

Kezelés elotti értekek osszevetve a kezelés utani értékekkel: *p<0,05
PEDF: pigment epithelium derived factor, RBP4: retinol binding protein 4
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-7,98

-15,08

-32,93

-58,53

-80 -75,32

9. abra: A HeFH betegek pro- () és anti-atherogén (|) hormonszerti peptid szintjeinek
valtozasai (%) kozvetleniil az els6, DALI 750 oszlopok alkalmazasaval torténd szelektiv LDL

aferezis hatasara. PEDF: pigment-epitélium eredetii faktor, RBP4: retinol kot6 protein 4
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6. Az uj eredmények dsszefoglalasa

1. A szelektiv LDL aferezis kezelés stulyos heterozigdta familiaris hiperkoleszterinémids
betegekben szignifikansan csokkenti a szérum chemerin szintjét az els6 kezelés soran. A
csokkenésért a chemerin kikotddése az LDL aferezis soran hasznalt adszorber oszlophoz
a felelds. Egy beteg esetét vizsgalva az LDL aferezis kezelés hosszutdvon is hatékonyan
csokkenti a chemerin szérum szintjét.

2. A szérum afamin Szintje mérsékelten csokken az elsé szelektiv LDL aferezis kezelés
hatasara. A betegek kiinduldsi afamin szintje szignifikdnsan magasabb a kontrollokhoz
képest. Az LDL aferezis soran hasznalt adszorber oszlop kimutathaté mennyiségben nem
képes megkotni az afamint.

3. A szérum a- és y-tokoferol szintje jelentdsen csokken az els6 LDL aferezis kezelés soran,
ezzel szemben az o- tokoferol/Gsszkoleszterin és a y-tokoferol/Gsszkoleszterin arany
szingifikdnsan emelkedik a kezelés hatasara. A kiindulasi a- és y-tokoferol szintek
szignifikansan magasabbak a betegekben, ugyanakkor az a- tokoferol/Gsszkoleszterin és a
y-tokoferol/6sszkoleszterin arany hasonlo a betegkben és kontrolokban a kezelés el6tt.

4. Az LDL aferezis kezelés jelentdsen csokkenti a kisebb és siirlibb LDL szubfrakciok
szintjét Lipoprint modszerrel vizsgalva. A kisebb HDL partikulumok aranya
szignifikdnsan csokken, mig a nagy HDL partikulumoké kiss¢é n6, igy a HDL
szubfrakciok aranya a nagyobb részecskék iranyaba tolodik el.

5. Az egyéb vizsgalt hormonhatdsu peptidek (adiponektin, leptin, vaspin, omentin, RBP4,
PEDF, visfatin €és obestatin) szérum szintje is csokken a kezelés hatdsara, de a valtozas

csak a visfatin, PEDF, omentin-1 és vaspin szintek esetén szignifikans mérték.
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7. Megbeszélés

Az eldzetes adatokkal megegyezden a szelektiv LDL aferezis kezelés jelentdsen csokkentette
az LDL-C és Lp(a) szinteket FH betegekben. Ismert, hogy az LDL aferezis egyéb, az
érelmeszesedés ellen védo pleiotrop hatasokkal is rendelkezik azaltal, hogy csokkenti szamos
adhézios faktorokat és a C-reaktiv proteint is (161). Habar ezeknek a folyamatoknak a
mechanizmusa még nem ismert, felmeril a feliilethez torténd direkt kotodés, gén
transzkripcion és transzlacion keresztiil torténd indirekt valtozasok szerepe is. Dihazi és
munkatarsai LDL aferezis el6tti és utdni szérum mintdkat hasonlitott 0ssze proteomikai
vizsgalattal. Tobb, mint 70 funkcionalis peptid szignifikans csokkenését irtak le, beleértve
olyan fehérjéket, amelyek a véralvadasi rendszer részei, valamint olyanokat, melyek adhézids,
reologiai és gyulladasos szereppel birnak (172). Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy kezelés
kozben erds kolcsonhatas van az oszlop és egyes szérumfehérjék kozott, mig masok kiilonféle
A chemerin egy, a fehér zsirszovet altal termelt proinflammatorikus, ezaltal pro-atherogénnek
tartott szérum fehérje (64). Legjobb tudomasunk szerint az LDL aferezis hatasat szérum
chemerin szintekre korabban nem vizsgaltak. Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy a szérum
chemerin szint a szelektiv LDL aferezis utan jelentdsen csokkent az FH-s betegekben. Szintén
bemutattuk - habar csak egy beteg esetén -, hogy a folyamatos kezelés sziikséges ahhoz, hogy
a szérum chemerin szint tartésan alacsonyabb maradjon. Az LDL-C szint csokkentésén tul a
keringésben 1év0 chemerin koncentraci6 csokkentése az LDL aferezis kezelés tovabbi
hasznos hatasa lehet a chemerin feltételezett proinflammatorikus és pro-atherogén
tulajdonsagai miatt. Mivel jelenleg az LDL aferezis a stlyos hiperlipidémidknak nem széles

korben alkalmazott kezelése, vizsgalatainkat limitalt betegszamon végeztiik. Természetesen
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indokolt a jovében nagyobb betegpopulaciokon tovabbi vizsgalatok elvégzése, hogy
alatamasszuk az LDL aferezis a chemerin szintre kifejtett rovid- és hossza tavi hatésait.

LDL aferezis kezelés utan szignifikans mennyiségi chemerint tudtunk elualni az aferezis
oszloprol. Mindez alatimasztja azt a feltételezést, hogy a chemerin fizikailag kotédhet az
aferezis oszlophoz, habar a kotddés pontos mechanizmusa nem ismert. Az irodalomban ugyan
nincs informacié a chemerin t6ltésérdl, de feltételezhetjiik, hogy hasonldéan az ApoB100
tartalmu, pozitivan toltott lipoprotein részecskékhez, a chemerin is direkt modon koétédhet az
oszlophoz. Masfeldl az is lehetséges, hogy a chemerin a pozitiv toltéssel rendelkezo
lipoprotein részecskékhez kapcsolodik, és ezaltal indirekt médon kotdédik az adszorber
oszlophoz. A kotddés pontos mechanizmuséanak feltarasara tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Korébbi tanulméanyok kimutattak, hogy az LDL aferezis kezelés a kicsi, denz, kiiléndsen
pro-atherogén LDL szubfrakcio lecsokkenésével jar, és a szubfrakciés mintazatot egy sokkal
kevésbé atherogén iranyba valtoztatja meg (176, 177). Vizsgalatunkban azt talaltuk, hogy az
LDL szubfrakciok mind mennyiségben, mind ardnyaiban kedvezden valtoztak az aferezis
kezelést kovetden, elérve a kicsi, denz, erésen atherogén LDL szubfrakciok erdteljes
csokkenését. A kis, denz LDL szubfrakciok fokozottan érzékenyek az oxidativ
modositasokra, ezért kulcsfontossaguak az atheroszklerézis folyamatanak elinditasaban és
progresszidjaban. Igy ezeknek a szubfrakcioknak a csokkentése a magas kockéazatl
betegcsoportokban kiemelt fontossagu lehet. A fenti eredmények alapjan az aferezis kezelés
lipid szubfrakcidkra kifejtett hatasa hozzéjarulhat a chemerin szint jotékony csokkenéséhez.
Az oxidativ folyamatok kiemelt szerepet jatszanak az érelmeszesedés kialakulasaban, ugyanis
az LDL oxidativ modosuldsa révén jelentds szerepiik van az érfali habos sejtek, majd a plakk
kialakulasaban (178). Tovabba a HDL részecskék oxidativ méddosulasa csokkenti a HDL
érelmeszesedéssel szembeni védé hatasat (179). Ezért az antioxidans hatasunak tartott

vitaminok, példaul az E-vitamin szerepét évtizedek ota intenziven tanulmanyozzak (180). Az
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E-vitaminként ismert tokoferolok a lipoproteinek egyik legfontosabb antioxidansanak
szamitanak.

Az afamin egyike az E-vitamin szallitasban szerepet jatszo szérum fehérjéknek, igy szintje
Iényeges lehet az E-vitamin szérumszintjének fenntartasaban. Emellett az afamin részt vesz a
sejtek apoptozisanak és oxidativ folyamatainak szabalyozasaban (181). Szérum szintje
markere pl. a 2-es tipusu diabetesnek (182) és a terhesség alatt észlelt metabolikus
valtozasoknak (183). Emellett az afaminhoz kotddnek egyes un. Wnt fehérjék, melyek fontos
szerepet jatszanak az Ossejt regeneracid, a csontképzddés, immunszabalyozds ¢és a
daganatképzddés folyamatanak szabalyozasaban (184). Az FH-ra a fokozott oxidativ stressz
¢és felgyorult érelmeszesedés mellett jellemzd a csontképzddés mindségi zavara is, elsésorban
a csontsiirliség csokkenése, igy ebben a betegségben az afamin szint vizsgélata kiilonosen
fontos lehet (185). Az LDL aferezis kezelés hatasat szérum afamin szintekre eddig még nem
vizsgaltak. Vizsgalatunk soran azt talaltuk, hogy FH betegeknél a szérum afamin szint
lecsokkent az LDL aferezist kovetéen, de csokkenés mértéke csupan atlagosan 9,4% volt.
Ezzel parhuzamosan a HDL-C és ApoAl szint szintén csokkent 10,5 és 14,1%-kal. Mindez
utalhatna arra, hogy az afamin csokkenése a HDL és ApoAl szint csdkkenésébdl adodik.
Valojaban az afamin mindéssze 13%-a kering HDL-hez ko6tott formaban, igy ez 6nmagaban
nem magyarazza az afamin szint csokkenését. Ugyanakkor korabbi vizsgéalatok azt igazoltak,
hogy az afamin dontéen a kicsi, denz HDL részecskékhez asszocialva kering (166). fgy a sajat
vizsgalatunk altal is igazolt eltolodas a nagyobb HDL szubfrakciok iranyaba hozzajarulhat az
afamin szint csokkenéséhez a kezelés soran. Az oszloprol a kezelés végén leoldott eludtumban
nem sikeriilt afamint kimutatni, melybdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az aferezishez hasznalt
oszlop valosziniileg kozvetett modon tavolitja el a lipoproteinhez kotott afamint, és direkt

kik6tédés az oszlop feliiletén nem jon létre.

59



Az afaminrol leirtdk, hogy in vitro és vivo kotddik az E-vitaminhoz tobb kotéhelyen
keresztiil. Kiilonosen nagy affinitassal kotédik az a- és vy-tokoferolhoz, amelyek a
legfontosabb E-vitamin formak (165, 166). Ezért feltételeztiik, hogy a korabbi vizsgalatokban
leirt szelektiv LDL aferezist koveté a- és y-tokoferol csokkenést (50, 169, 170) az afamin
szint csdkkenés okozhatja. Osszhangban az eddigi eredményekkel azt talaltuk, hogy az o- és
y-tokoferol szint jelent6sen csokkent az FH-s betegekben az LDL aferezis kezelést kovetden.
Az o-tokoferol/6sszkoleszterin  és  y-tokoferol/Gsszkoleszterin  arany  szignifikansan
emelkedett, mivel a koleszterinszint csokkenése kifejezettebb volt, mint a tokoferol szinteké.
Az a- és y-tokoferol szint csokkenésének mértéke szignifikansan kifejezettebb volt az afamin
szint csokkenéshez képest. Erdekes modon az FH-s betegek a- és y-tokoferol szintjének
csokkenése legjobban az LDL-C szint csokkenésével korrelalt, és nem az afamin szint
csokkenésével. Ezen eredmények alapjan az afamin szintje nem meghatarozo tényez6 az a- és
v-tokoferol szérum szintjeinek alakulasaban. Az afamin aranylag szerény, mig az oxidalt LDL
markans csokkenése kozvetett bizonyitékot szolgaltat arra, hogy az afamin nem koétédik az
oxidativan modosult LDL részecskékhez. A betegek magasabb a- és y-tokoferol szintje az
egészséges kontrollokéhoz viszonyitva egybevag korabbi vizsgalatok eredményeivel, amelyek
magasabb E-vitamin szinteket irtak le hiperlipidémia esetén (186). Ezzel ellentétben egy
masik tanulmany megallapitotta, hogy az FH betegek abszolut a-tokoferol szintje hasonld volt
az egészséges kontrollokéhoz, mig az o-tokoferol/Gsszkoleszterin arany jelentGsen
alacsonyabb volt FH-s betegekben (187). A genetikai heterogenitas és az eltéré lipid
csokkentd gyogyszeres kezelés magyarazhatja az egyes vizsgalatok kozotti kiilonbségeket. Az
E-vitamin magas zsiroldékonysaga miatt a tokoferol szint Osszkoleszterin szinthez
viszonyitott aranya a szérum antioxiddns potencialjanak jobb indikatora lehet, mint a teljes

tokoferol szint. Az aferezis utani emelkedett a-tokoferol/6sszkoleszterin  és -
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tokoferol/6sszkoleszterin arany jelezheti a szérum antioxidans potencialjanak emelkedését
FH-s betegekben.

FH-s betegek esetében szignifikans csokkenést talaltunk az oxidalt LDL szintben az LDL
aferezis kezelést kovetden, ami az aferezis oxidativ folyamatokra kifejtett kedvezd hatasat
jelzi. Ezen megfigyelésiink egybevag a korabbi irodalmi adatokkal (188-190).
Vizsgalatunkban a betegek oxidalt LDL szintje a kezelést kovetéen még a kontrollokénal is
alacsonyabb volt. LDL aferezis kezelés soran az oxidalt LDL szint Kifejezett csokkenése,
valamint az o- és y-tokoferol/6sszkoleszterin arany emelkedése alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az oxidalt LDL nem csupan afaminban szegény, de kevés a- és y-
tokoferolt is tartalmaz FH betegekben. Ez azt sugallja, hogy az FH betegekben a magasabb a-
¢s y-tokoferol szint ellenére az oxidalt LDL szubfrakciokban az a- €s y-tokoferol funkcionalis
hianya alakulhat ki.

LDL aferezis soran eltolodast tapasztaltunk a nagyobb HDL-szubfrakcidk irdnydba. A HDL
szubfrakciok aferezis soran jelentkezd valtozésait kevesen vizsgaltak, és eldzdleg kiilonbdzd
modszereket alkalmaztak a mérésiikre, ezért ezeket az eredményeket nehéz dsszehasonlitani.
Egy korabbi tanulmanyban azt irtdk le, hogy az LDL aferezis csokkenti a pre-B1-HDL szintjét
familiaris hiperkoleszterinémiaban, ami a koleszterin efflux kapacitds atmeneti kimeriilését
okozhatja (191). A megfigyelés hosszi tava klinikai jelentésége nem tisztazott.
Vizsgalatunkban FH-s betegekben a kis HDL részecskék aferezis eldtti aranya szignifikdnsan
magasabb volt, mig a kiindulasi nagy HDL részecskék aranya szignifikansan alacsonyabbnak
bizonyult az egészséges kontrollokéhoz képest. Ezt az eltolodast a kis HDL részecskék
iranyaba az aferezis kezelés részben korrigalta, ramutatva arra, hogy az aferezis kedvezo
hatassal lehet a gél-elektroforézissel mért HDL szubfrakciok megoszlasara.

Vizsgalatainkat illet6en korlatozo tényezo lehet a bevont egyének viszonylag kis szama, mely

csokkenti tanulmanyunk statisztikai erejét. Ugyanakkor eredményeink hangsulyozzak az

61



aferezis kezelés non-lipid hatasainak potencialis jelentéségét. Tovabba a vizsgalatba bevont
FH betegek kombinalt statin és ezetimib kezelésben részesiiltek, amely befolyasolhatja az o-
és y-tokoferol szinteket (192). Meg kell azonban jegyezni, hogy az oralis lipid csékkentd
kezelések felfiiggesztése ezekben a sulyos esetekben nem elfogadhato.

A szelektiv LDL aferezis kezelés chemerin és afamin szintekre gyakorolt hatasat latva egyéb
biologiailag aktiv, hormonhatast fehérjék vizsgalatat is elvégeztiik. A vizsgalt peptidek kozott
az ¢érelmeszesedés szempontjabol védoé és kedvezoOtlen hatastiak egyarant szerepeltek. A
varakozasnak megfeleléen minden vizsgalt peptid szérum szintje csokkent az LDL aferezist
kovetden, de a csokkenés mértékében észlelt kiilonbségek igen szembetlindek. A csdkkenés a
pro-atherogén visfatin és PEDF, illetve az anti-atherogén omentin-1 és vaspin esetén
bizonyult szignifikans mértékiinek. Mivel ezek a fehérjék egymasra is szabalyozé hatast
fejtenek ki, egyfajta halozatot képezve a szabalyozasi folyamatokban (193), a jovében
indokolt lenne komplex formaban térténé vizsgalatuk. Eredményeink arra utalnak, hogy ez a
szelektivnek gondolt extrakorporalis eljaras sokkal jelent6sebb és valtozatosabb hatast fejthet
ki a betegekben, mint azt korabban feltételeztiik. Az LDL aferezis kezelés lipidszintek
csokkentése mellett modositja az zsirszoveti, gasztrointesztinalis és hepatikus eredetii bioaktiv
fehérjék aranyat, mely tovabbi metabolikus mddosulasok kialakulasahoz vezethet.

A negyedik évtizede alkalmazott LDL aferezis kezelések hosszu tavu kedvezd hatésa a sziv-
és érrendszeri események kialakulasara mar bizonyitott (194, 195). Ugy tiinik, ez azonban a
kezelés igen sokrétii, nem-lipid hatasainak is kdszonhet6. Az utdbbi években néhany 1j, igen
hatékony lipidcsokkentd szer keriilt bevezetésre az FH kezelésében. A PCSK9 gatlo
alirocumab alkalmazasa az ODYSSEY ESCAPE tanulményban csokkentette a betegek LDL
aferezis igényét, gyakran ki is valtotta az LDL aferezis kezelést az LDL-C szintek csokkenése
szempontjabol (196). Az eddigi vizsgalatok alapjan a PCSK9 gatlok alkalmazasa FH-ban igen

kedvezden befolyasolta a sziv- és érrendszeri események kockazatat (197, 198). Felmeriil
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azonban a kérdés, hogy az aferezis kezelés non-lipid hatasai ugyanolyan sokrétiick-e, és
néhany évtized elteltével is képesek-e jelentdsen javitani az FH betegek életmindségén és
¢letkilatasain. Homozigota ¢€s sulyos heterozigota betegek esetén még a legajabb
lipidcsokkentok sem mindig elegenddek, illetve egyes betegek esetén a mellékhatasok
kialakulasa miatt ezek nem alkalmazhatéak. Szemben a gydgyszeres kezeléssel, az aferezis
biztonsaggal eclvégezhetd terhes ndék esetében is (199), és minden mas kezelésnél
hatékonyabban csékkenti az 6nallé kockazati tényezoként ismert lipoprotein(a) szintjét (200).
fgy az LDL aferezis kezelés tovabbra is kiemelt jelentdségii az FH kezelésében. Minél tobbet
tudunk a kezelés hatasardl, annal biztosabban alkalmazhatjuk ezt az eljarast ebben a stlyos,
progressziv érelmeszesedéssel €s korai érszovodménnyel jard betegségben, javitva a betegek

¢letmindségét és életkilatasait.
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8. Osszefoglalas

A familiaris hiperkoleszterinémia (FH) egy velesziiletett genetikai korkép, mely jelentGsen
emelkedett szérum low-density lipoprotein (LDL)-koleszetin (LDL-C) szinttel jar. A szelektiv
LDL aferezis egy extrakorporalis lipidcsokkentd eljaras, mely jelentésen csokkenti az LDL-C
szintjét. A lipidcsokkentésen tul az LDL aferezis egyéb kedvezd, példaul anti-atherogén,
antitrombotikus és anti-inflammatorikus hatasokkal is rendelkezik. Csokkenti emellett szamos
hormon hatast pro-és anti-inflammatorikus peptid és citokin szintjét. Eddig csak néhdnyan
vizsgaltdk az LDL aferezis adipokin szintekre kifejtett hatdsadt. A chemerin egy adipokin,
mely az adipogenezist, a lipid- és gliikoz anyagcserét szabalyozza. Bar a zsirszovet és az
emésztOrendszer altal termelt hormonszerii peptidek szerepe egyre nyilvanvalobb, szamos
adat, koztiik a chemerin szintek valtozasa sem ismert az LDL aferezis kezelés hatasara. Az E-
vitamin egy antioxidans, melynek kezdvetd hatasat feltételezik az érelmeszesedés
megel6zésében és kezelésében. A leginkabb ismert formai az a- és y-tokoferol. A human
afamin egy szérum glikoprotein, melyet az E-vitamin specifikus koté fehérjéjeként ismeriink,
igy az E vitamin testnedvekben torténd szallitasaért felelhet. Az afamint foként a mé; termeli,
majd a keringésben részben az apolipoprotein A1 (ApoAl)-t hordozo high-density lipoprotein
(HDL) szubfrakciokhoz kotott. Az LDL aferezis hatasara bekovetkez6 afamin szint valtozasat
eddig nem vizsgaltak.

Hormon hatast peptidek (chemerin, leptin, adiponektin, visfatin, PEDF, omentin-1, obestatin,
vaspin, RBP4), az afamin ¢€s az oxidalt LDL szérum szintjét vizsgaltuk ELISA moddszerrel hat
stlyos heterozigota FH betegben kozvetleniil életiik elsé szelektiv LDL aferezis (DALI)
kezelése eldtt és utdn. Az afamin és E vitamin szinteket nemben és korban illesztett
kontrollokban is lemértiik. Vizsgaltuk emellett a lipidszintek, az LDL és HDL szubfrakciok,
valamint az a- és y-tokoferol szintjének valtozasat a kezelés hatasara. Az LDL és HDL

szubfrakciokat poliakril gélelektroforézissel (Lipoprint) vizsgaltuk. A szérum a- és v-
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tokoferol szinteket gazkromatograf-tomegspektrométerrel detektaltuk. A DALI oszlophoz
kotott chemerint eludltuk €s szintjét meghataroztuk.

Az els6 LDL afarezis kezelést kdvetden szignifikansan csokkent a szérum chemerin és oxidalt
LDL szintje (27,26%-kal, ill. 57,4%-kal). Hogy igazoljuk a chemerin DALI oszlophoz
kotodését, a fehérjéket kiilonbozoé pH-Ertékii acetat puffer oldatokkal eludltuk. Az elsé kezelés
atlagosan csupan 9,4%-kal csokkentette a szérum afamin szintjét. Ezzel parhuzamosan
10,5%-kal, ill. 14,1%-kal csokkent a HDL ¢s az ApoAl szintje. A kiindulasi afamin szint
szignifikansan magasabb volt a betegekben a kontrollokhoz képest. Mig az a- és y-tokoferol
szintek jelent6sen csokkentek, az a- tokoferol/Gsszkoleszterin és a y-tokoferol/6sszkoleszterin
aranyok szingifikansan emelkedtek a kezelés hatasara. A kiindulasi a- és y-tokoferol szintek
szignifikdnsan magasabbak voltak a betegekben, ugyanakkor az a- tokoferol/6sszkoleszterin
¢és a y-tokoferol/dsszkoleszterin aranyok hasonléak voltak a betegekben és kontrollokban a
kezelés elott. Az egyéb vizsgalt hormonhatast peptidek szérum szintje is csokkent a kezelés
hatasara, de a valtozas csak a visfatin, PEDF, omentin-1 €és vaspin szintek esetén volt
szignifikans mértékli. Az LDL aferezis kezelés jelentésen csokkentette a kisebb és siirlibb
LDL szubfrakcidk szintjét. A kisebb HDL partikulumok ardnya jelentdsen csokkent, mig a
nagy HDL partikulumoké kissé nétt, igy a HDL szubrakcidk ardnya a nagyobb részecskék
iranyaba tolodott el.

Igazoltuk az LDL aferezis kezelés jelentés hatasat szamos keringd hormonhatasu peptid,
koztiik a chemerin szérum szintjére. Demonstraltuk, hogy a chemerin csokkenés hatterében
annak a kezelés soran a DALI oszlophoz torténd kikotddése all. Eredményeink arra utalnak,
hogy az o- és y-tokoferol a keringésben elsGsorban a lipoproteinekhez és kevésbé egyéb
hordoz6 fehérjékhez, példaul az afaminhoz ko6tddik, amelynek szintje alig csokken az aferezis
kezelés soran. Az LDL aferezis ezen tovabbi, nem lipid hatidsai hozzdjarulhatnak a

kardiovaszkularis kockazat csokkentéséhez FH betegekben.
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9. Summary

Familial hypercholesterolemia (FH) is an inherited genetic disease leading to extremely high
serum low-density lipoprotein (LDL)-cholesterol (LDL-C) levels. Selective LDL apheresis is
an extracorporeal lipid lowering therapy which significantly can reduce the LDL-C levels.
Besides lipid lowering, other beneficial effects of LDL apheresis have been reported
including anti-atherogenic, anti-thrombotic and anti-inflammatory actions. It also reduces the
levels of several hormone-like pro- and anti-inflammatory peptides and cytokines. To date,
only a few studies examined the impact of LDL apheresis on adipokine levels. Chemerin is an
adipokine regulating adipogenesis, lipid and glucose metabolism. Although the importance of
hormone-like peptides secreted by the adipose tissue and the gastrointestinal tract is
increasing, there is no data on the impact of LDL apheresis on the serum levels of many pro-
and anti-inflammatory peptides including chemerin. Vitamin E is and antioxidant suspected to
be beneficial for prevention and/or treatment of atherosclerosis. The most studied forms are o-
and p-tocopherol. Human afamin is a serum glycoprotein, shown to be a specific binding
protein for vitamin E potentially responsible for vitamin E transport in body fluids. Afamin is
primarily expressed in the liver and secreted into the bloodstream where it is partially
associated with apolipoprotein A1 (ApoAl)-containing high-density lipoprotein (HDL)
subfractions. Changes in serum level of afamin during LDL apheresis have not been studied.

The serum level of selected hormone-like peptides (chemerin, leptin, adiponectin, visfatin,
PEDF, omentin-1, obestatin, vaspin, RBP4), afamin and oxidized LDL were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay in six severe heterozygous FH patients before and after
their first LDL apheresis (DALI) treatments. Afamin and vitamin E levels were also evaluated
in age- and gender-matched healthy controls. We also investigated the changes in lipid
parameters, LDL and HDL subfractions, and a- and y-tocopherol levels during the treatment.

LDL and HDL subfractions were detected by polyacrylamide gel electrophoresis (Lipoprint).
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Serum a- and y-tocopherol levels were detected by gas chromatography-mass spectrometry.
We also eluted and then measured chemerin bound to the DALI column.

After the first LDL apheresis, serum chemerin and oxidized LDL levels significantly
decreased (by 27.26 % and 57.4%, respectively). To prove that chemerin physically binds to
the column, we eluted protein fractions from the apheresis column with acetate buffer
solutions of different pH. The first treatment sessions of patients decreased serum afamin
level only by an average of 9.4%. In parallel, HDL and ApoALl levels decreased by 10.5% and
14.1%, respectively. The initial afamin level was significantly higher in FH patients compared
to controls. We found that oa- and 7y-tocopherol levels markedly decreased, while a-
tocopherol/cholesterol and y-tocopherol/cholesterol ratios significantly increased. Initial o-
and y-tocopherol levels were significantly higher in patients compared to controls. In contrast,
a- tocopherol/cholesterol and y-tocopherol/cholesterol ratios were similar in patients before
treatment to controls. Serum levels of all further hormone-like peptides decreased after the
LDL apheresis treatment. However, only the reductions in visfatin, PEDF, omentin-1 and
vaspin levels were significant. LDL apheresis markedly reduced the small dense LDL
subfractions. Ratio of small HDL particles significantly decreased, while ratio of large HDL
particles slightly increased resulting in a shift towards the larger HDL subfractions after
apheresis.

We proved the impact of LDL apheresis on circulating levels of several hormone-like
peptides including chemerin. We also demonstrated that the chemerin lowering effect can be
explained by the binding of the protein to the adsorber column during LDL apheresis. Our
results suggest that a- and y-tocopherol are associated mostly with lipoproteins and less
importantly with other carriers such as afamin that are minimally removed during apheresis
treatment. These additional effects of LDL apheresis may result in further cardiovascular risk

reduction in FH patients.
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