EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

A PON1 enzim paraoxonaz és laktonaz aktivitasanak
valtozasa hemodializalt és transzplantalt krénikus

veseelégtelen betegekben

Dr. Sztanek Ferenc

Témavezetd: Prof. Dr. Paragh Gyorgy

1539

U

DEBRECENI EGYETEM

EGESZSEGTUDOMANYOK DOKTORI ISKOLA

Debrecen, 2013



Tartalomjegyzék

1. Bevezetés €s irodalmi AtteKintes .........ccovvviiiiiiiiiiiiiiii s 3
1.1. A kronikus veseelégtelenség definicidja, etiologidja €s jellemzoi........cccvvvviiiiiinennnn, 4
1.2. A kronikus veseelégtelenség kezelési IehetOSEZel .....vvvvvviiiiiiiiiiiiiiii e 7
1.3. Az érelmeszesedeés folyamata..........ocoveiveiiiiiiiciiiee e 8
1.4. A kronikus veseelégtelenség €s a kardiovaszkularis betegségek ........oovvvvviiiiiiiiiiiiinnn, 10
1.5. A kronikus veseelégtelenség €s a hyperhomociszteinaemia..........ccocevveiiiiniiienennnn 12
1.6. A kronikus veseelégtelenség és a HDL-Koleszterol ............ccccovvveviiieiicii e, 14
1.7. A kronikus veseelégtelenség €s a paraoxondz (PON1) enzim ........coccevvviiiivcieennnnnn 15
1.8. A kronikus veseelégtelenség és az aszimmetrikus dimetilarginin ............cccccooeveveenen, 20
1.9. A kronikus veseelégtelenség €s az adipokinek............ccoovviiiiiiiiiiiiiic 23
1.10. A kronikus veseelégtelenség és az alultaplaltsSag.........cocvvvcveiiiiiiiiie i, 25

2.CRIKIEUZESECK ...ttt bbbttt bbbttt 28

3. Betegek €5 MOASZEIEK .....cuoiiiiiiiiiiiici e 29
3.1. Bete@ek KiVAIASZEASA ......ecuviiiiiiicic e 29
3.2, VErveétel €s MOASZETEK. ......cc.uiiiiieiiiiiieii et 30
3.3. A lipidparameterek METESE.........coviriviriiiiiiieiii ettt 30
3.4. A PONI1 paraoxondz és arilészteraz aktivitdsok meghatarozasa............cccooevvrivriienns 31
3.5. A PONI1 laktonaz aktivitds meghataroZasa ...........ccoovveiiiiiiieiinieeieee e 31
3.6. AZ ADMA KONCENLIACIO METESE ......uvveivieiieiiiieiiesiteesiee sttt et sie e ne e 32
3.7. Az adiponektin és leptin koncentraciok meghatarozasa............cceveviieeiieniiie e siieenne. 32
3.8. A fenotipus-megoszlas és a genotipusok meghatarozasa...........cccoceviieniiiiiciie e, 32
3.9. A homocisztein és cisztatin C koncentraciok meghatarozasa.............ccocevveiinivennennnns 33
3.10. Statisztikai MOASZETEK .........oiiviiiiiiiiiei s 34

A EredmeEnyek .......oooiiiiiiii s 36
4.1. A hemodializalt és vesetranszplantalt betegek PON1 paraoxonaz ¢s laktonaz
aktivitdsanak meghatdroZAaSa ...........coviiiiiiiiiiiic i 36
4.2. A hemodializalt betegek PON1 paraoxonaz és laktondz aktivitasanak 0sszefliggése a
tAPlAltsagi AlIAPOTAL.........oiiiiiiii 45

0. MEEDESZEIES ..o 53

B. OSSZETOGIALAS........cvcvcvviieeceete ettt ettt bbbttt bbbt 60

7. IrodalomIEZYZEK ... 63

8. Roviditések, targyszavak €s kOszOnetnyilvANTtAS. ........ccovveiiiiiiniiieiec e, 80

[ e e e A Debreceni Egyetem
A projekt az Eurépai Unid tamogatasaval mﬁhe"yeinek témogatésa 1‘. | E
B oesnnTT | rivorszamion. ) SCECHENVITERY
i 2010-0024 |




1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A kronikus veseelégtelenség fokozott oxidativ stresszel, az endothelium diszfunkcidjaval és
felgyorsult érelmeszesedéssel egyiitt jaro korfolyamat, melyben jelentésen fokozodik a sziv-
¢s érrendszeri megbetegedések kialakulasa is. A HDL-hez kotott paraoxonaz (PON1) enzim
gatolja az oxidalt LDL képzddését, ezaltal lassitja az atherosclerosis folyamatat. Szamos
tanulmany igazolta, hogy az alacsony PON1 paraoxonaz aktivitas fokozott oxidativ stresszel
tarsul és ezzel egyiitt a kardiovaszkularis morbiditas is megnovekszik. A PON1 enzim
laktonaz aktivitassal is rendelkezik, hidrolizalja a homocisztein metabolizmusa soran
keletkezé homocisztein-tiolaktont és gatolja a fehérjék oxidativ karosodasat. Az utobbi
é¢vekben megjelent kutatdsi eredmények alapjan az oxidativ stressz egyik legmegbizhatobb
markereként jellemzett, a fehérjék metilacidja és lebontisa sordn keletkezé aszimmetrikus
dimetilarginin (ADMA) vesén keresztiil térténd eliminacidja karosodik a hemodializalt
betegekben, és az emelkedett ADMA koncentracid a nitrogén-monoxid szintdz (NOS)

inhibitoraként hozzajarul az endothelium diszfunkciojahoz.

Munkacsoportunk évek ota foglalkozik a PON1 paraoxonaz ¢és laktondz aktivitasanak
vizsgalataval hemodializalt és vesetranszplantalt betegekben és célul thztik ki, hogy
Osszefiiggést taldljunk a PONI1 laktondz aktivitas ¢és szamos egyéb, a kronikus
veseelégtelenségben kiemelkedd fontossagu kardiovaszkuléris rizikdfaktor kozott. Kordbbi
eredményeink arra utaltak, hogy kronikus veseelégtelenségben a PONI1 paraoxondz ¢és
laktondz aktivitasok a taplaltsagi allapottol fiiggden is valtozhatnak, és ez befolyasolhatja az

atherosclerosis progressziojat ezekben a betegekben.



Munkénk sordn azt taldltuk, hogy a PONI1 enzim laktonaz aktivitdsa uj és potencidlisan jol
hasznalhato  paraméter lehet a  kardiovaszkularis rizikd6 becslésére  kronikus
veseelégtelenségben. Eredményeink alapjan azt is feltételezziik, hogy a PONI1 paraoxonaz
aktivitas indikatora lehet a veseelégtelenség €s az érelmeszesedés progresszidjanak mind az

alultaplalt, mind az elhizott hemodializalt betegekben.

1.1. A kronikus veseelégtelenség definicioja, etiologiaja és jellemzoi

A kronikus veseelégtelenség (CVE) a vesék strukturalis és funkcionalis kéarosodasaval
jellemezhetd heterogén betegségcsoport, a vese vizeletkivalasztd és hormonalis funkcidjanak
irreverzibilis és progressziv besziikiilését jelenti. Végstadiumi veseelégtelenségrél (ESRD)
akkor beszéliink, ha a vesemilikodés olyan komolyan karosodik, hogy a beteg vesepodtlo
(dializis) kezelésre szorul. A vesemiikodést a glomerularis filtracios rata (GFR)
kiszdmitasaval jellemezhetjiik, melynek normal értéke fiatal felndtteknél, testfelszinre
szamitva 90-120 ml/perc/1,73m?, ez negyvenéves életkor felett évente 1 ml/perc/1,73m>2-rel
csokken. A klinikai gyakorlatban tobbnyire a szérum Kkreatinin-szint, teststly, az életkor és a

nem alapjan szamitott, becsiilt GFR (estimated GFR, eGFR) alkalmazasa terjedt el.

A CVE gyakran tiinetszegény a betegség korai stddiumaban, a tiinetek késébb jelentkeznek,
mar a komplikaciokkal egylitt, mint az anaemia, hyperparathyreosis, gyogyszerek
toxicitasanak fokozott veszélye, cardiovascularis betegségek, fokozott infekcidhajlam,

altalanos fizikai és szellemi allapotromlas (1. abra).



Komplikaciok

Vesekaro- Jelentésen
sodas csokkend
GFR

CVE CVE riziké Diagnézis és Progresszi6 Vesep6tlo
rizik6faktorok csokkentése kezelés: becslése, kezelés: dializis
szurese tarsbetegségek komplikacidk és
kezelése, lassu kezelése, transzplantacioé
progresszié vesepo6tlo
kezelés

elokészitése

1. abra: A kronikus veseelégtelenség progresszidjanak klinikai stadiumai €s a terapias
lehetdsegek (1)

A National Kidney Foundation, Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF/KDOQI)
definicidja szerint idiilt veseelégtelenségrol beszéliink, ha a beteg GFR értéke legalabb 3

honapon keresztiil 90 ml/perc értéknél alacsonyabb (1).

A CVE a fenti iranyelv alapjan az alabbi stadiumokba sorolhat6 (1. tablazat):



CVE
stadiuma | GFR (ml/perc/1,73m?) | Jellemzés

Normal vesefunkcié mellett a
vizeletminta eltérései, strukturalis
vagy genetikai rendellenességek
utalhatnak a vesebetegség
I 90-120 jelenlétére.

Korai veseelégtelenség: a GFR
csokkenése nem haladja meg az
¢életkornak megfeleld értek 50%-
at. Kifejezett klinikai tiineteket
még egyaltalan nem vagy alig
1 60-89 okoz.

Mérsékelten beszukilt
vesefunkcio. Egyre inkabb
elotérbe  keriilnek a  klinikai
Il 30-59 tiinetek.

Stlyosan besziikiilt vesefunkcio.
A kompenzatorikus hiperfiltracio
mar olyan mértéki lehet, hogy
rovid idé alatt a még mikodo
v 15-29 nefronok pusztulasahoz vezethet.

Végstadiumu veseelégtelenség
(end-stage renal disease, ESRD).
Vesepotldo  kezelést  (dializis,
V <15 transzplantacio) tesz sziikségessé.

1. tablazat: A kronikus veseelégtelenség stadiumai és jellemezésiik

A CVE hatterében leggyakrabban cukorbetegség (40%) vagy hypertonia (27%) okozta
vesekarosodas, akut vagy kronikus glomerulonephritis (13%), vascularis vagy postrenalis
eredetii karosodas (6%), polycystas vesebetegség (4%) vagy kronikus tubulointerstitialis

nephritis (4%) all, de az esetek egy részében alapbetegség nem derithetd ki.

Magyarorszagon becslések szerint a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek szdma
500.000 koriilire tehetd. Ezen betegek 12%-a 4ll jelenleg nephrologiai gondozas alatt (kb.
60.000 beteg), tulnyomod tobbségiiknek (kb. 85%-nak) enyhe foku veseelégtelensége van.
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10.000 betegnek azonban 60 ml/perc alatti a GFR szintje és legalabb egyotodiik Hgb

koncentracidja 110 g/l alatt van (in. renalis anaemia) (2).

1.2. A kronikus veseelégtelenség kezelési lehetéségei

Az utobbi évtizedekben a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegeknél a karosodott
vesemiikodés potlasat hemodializis vagy peritonealis dializis kezeléssel oldjak meg és egyre
né azon betegek szama, akiknél lehetéség nyilik a szervmiikodés helyreallitasara
System) regisztere mellett eurdpai szerzOk vizsgalatai is megerésitették, hogy a
vesetranszplantacid az arra alkalmas betegek szamara jobb €letmindséget €s hosszabb varhat6
¢lettartamot is biztosit a hemodializis és a peritonealis dializis kezelésekhez képest (3). Tobb
tanulmany igazolta, hogy még a 70 év feletti veseelégtelen betegek szdmara is életév-

nyereséggel jarhat a vesetranszplantacio (4, 5).

Az immunszuppressziv terapia is jelentds fejlodésen ment keresztiil az utobbi évtizedekben.
Korabban az azathioprint, a cyclosporin-A-t és a kortikoszteroidokat hasznaltak a
veseatiiltetést kovetden a kilokodési immunreakcid elnyoméasara. Az 1990-es évek kozepétol a
calcineurin gatld tacrolimus €s a lymphocyta proliferacidt gatl6 mycophenolat mofetil, az tn.
MTOR inhibitorok (a sirolimus és az everolimus), illetve interleukin-2 receptorhoz kotédo
monoklonalis - kiméra (basiliximab) és humanizalt (daclizumab) - IgG antitestek is elérhetévé

valtak a transzplantatum kilokodésének hatékony megeldzésére (6).

Erdemes kiemelni, hogy a végstadiumi veseelégtelenségben a dializis kezelésre szoruld
betegek kardiovaszkularis haladlozasanak a fokozodasat az eldrehaladott érelmeszesedéssel

Osszefiiggd coronaria eredetll szivbetegségek miatt talaltak magasabbnak. Az irodalmi adatok



alapjan azt mondhatjuk, hogy a hemodializalt betegek kardiovaszkularis haldlozasanak a
gyakorisadga 12-20-szor nagyobb az atlagpopulécidhoz viszonyitva (7). A vesetranszplantaciot
kovetden ez a mortalitds jelentdsen csokken, de még mindig 4-5-sz6r magasabb az atlaghoz

képest (8).

1.3. Az érelmeszesedés folyamata

Az érelmeszedés kialakuldsdban szdmos faktor jatszik szerepet: a vérkeringésben 1évo
kiilonboz6 lipoproteinek, a thrombocytak, a monocytak, a fehérvérsejtek altal termelt
citokinek, az ér-endothelsejtek, az érfal simaizomsejtjei, a fibroblastok és a makrofagok
bonyolult kdlesonhatdsa révén alakul ki az atherosclerotikus plakk. Ezen tényezOk hatdsara
fokozodik az érfal permeabilitdsa, a lipidek érfalban torténd lerakddasa és oxidacidja,
gyulladasos folyamatok révén az érfal lokalis atépiilése, ,,meszesedése” jon létre (9). A
Framingham study, és tobb nagyobb prevencios vizsgalat [Helsinki Heart Study (10), MRFIT
(11), 4S (12), LIPID (13)] igazolta, hogy a magas koleszterol szint, a magas LDL- és
triglicerid-szintek és az alacsony HDL-koncentracié a coronariabetegségek kialakulasanak
meghataroz6 rizikofaktorai. Ilyen a lipid eltérésekkel, dyslipidaemiaval jar a
magasvérnyomas-betegség, a kifejezett elhizas (obezitas), a 2-es tipusi cukorbetegség és a
kronikus veseelégtelenség is. Ezenkiviil a dohanyzas, a stresszes ¢letvitel és a mozgasszegény
¢letmod, kiilonbozo genetikai tényezdk is befolyasoljak a dyslipidaemia kialakulasat, ezek a
tényezok az irodalomban un. tradiciondlis rizikéfaktorokként szerepelnek. Az emlitett
tanulmanyok igazolték, hogy a zsirszegény, rostdus diéta és/vagy gyogyszeres lipidcsokkentd
kezelés a kardiovaszkularis megbetegedések kockazatat csokkentik, az 6sszkoleszterol-szint

1%-o0s csokkentése 2-3%-kal csokkenti a coronaria-betegség gyakorisagat. A Framingham



study arra is ramutatott, hogy a HDL-szint 0,1 mmol/lI-nyi csdkkenésével egyiitt a koszoruér-

betegség gyakorisaga 10%-kal emelkedik.

Az atherosclerosis folyamataban kulcslépés az LDL érfalban valo felhalmozddasa és
oxidacioja, az oxLDL-képz6dés (9). Az oxLDL-ben reaktiv aldehidek, peroxidok és
oxidativan karosodott foszfolipidek képzddnek, melyek az érendothel felszinén fokozott
sejtadhézios molekulak (ICAM — sejtek kozotti és VCAM — vaszkularis sejtadhézios
molekuldk) expresszigjadhoz vezet, ez elésegiti a monocytdk és T-helper lymphocytak
receptoraik révén felismerik és eliminaljak az oxLDL-t, ezaltal lipiddel telt, habos sejtek
keletkeznek (14). Ezek a sejtek ¢és differencialt T-helper lymphocytak is citokineket
bocsatanak ki, fokozzak az egyéb gyulladasos sejtek és a fibroblastok aktivitasat, ezaltal az
atheromatosus (,,lagy”’) plakk progresszidjat. Ha az oxLDL képzddése és akkumulacidja

folyamatos, akkor ez a kronikus gyulladasos folyamat aktivalja a simaizomsejtek

crer

Az atherosclerotikus plakk jelentdsen sziikitheti az adott érszakasz atmérdjét és a pozicidjatol
fiiggben okozhat panaszokat, példaul a coronariak sziikiilete angina pectorist, az alsovégtagi
artéridk sziikiilete claudicatio intermittenst. = Azonban a plakk a nagysidgan ¢és az
elhelyezkedésén kiviil az instabilitasaval is jellemezheté. Igazoltak, hogy a lagy plakkok
rupturgja felelds az akut coronaria események és a szivinfaktusok kialakuldsanak tobbségéért,
ilyenkor egy coronaria plakkon kialakult repedésen a thrombocytak adhézidja és aktivacioja
révén vérlemezke-aggregatum képzodik, mely teljesen elzarhatja az adott koszorus-
érszakaszt, és ez a szivizom akut ischaemias karosodasahoz vezethet (16). Kiilonb6z6
tanulmanyok [pl. MARS (17), FATS (18)] igazoltak, hogy az LDL-koleszterol szintjének
jelentds csokkentése altal elérhetd az atherosclerotikus plakkok regresszioja is, de az
érelmeszedés folyamata mindenképpen lassithatd, ezéltal a kardiovaszkularis kockézat is
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csokkenthetd. A lipidcsokkentd sztatin-terapia képes stabilizélni a plakkokat, és a sztatinok

un. pleiotrop hatasa révén javitjdk az endothel-diszfunkciot, csokkentik a thrombocyta

crcr

crer

gyulladasos marker (high-sensitivity) C-reakiv protein (\SCRP) proinflammatorikus hatasat is

képesek csokkenteni (16).

1.4. A kronikus veseelégtelenség és a kardiovaszkularis betegségek

A kardiovaszkularis betegségekb6l szarmazo halalozés figyelemreméltoan nagyobb a CVE-
ben szenvedd betegeknél az atlagpopulaciohoz képest. Szamos tanulmany igazolta, hogy a
CVE betegeknél fokozodik az atherosclerosis és az ischaemids szivbetegség kialakulasa,
emiatt jelentdsen né a kardiovaszkularis halalozas is (19, 20, 21). A CVE 06nmagaban
kardiovaszkularis rizikofaktornak tekintendé és csak részben magyarazhaté a morbiditas és a
mortalitas fokozodasa a konvencidlis rizikdtényezok egyidejli jelenlétével, mint a hypertensio,
diabetes mellitus vagy a metabolikus szindroma. A CVE betegekben az érelmeszesedés
progressziojat az un. nem-tradicionalis rizikofaktorok, mint az alapbetegségbdl adddoan
allandosult alacsony foku szisztémas gyulladds és az oxidativ stressz, az endothelium
diszfunkcio, a hyperhomocysteinaemia €s a dyslipidaemia jelentdsebben befolyasoljak a

hagyomanyos tényez6khoz képest (22, 23, 24).

Az oxidativ stressz kialakuldsaban egyrészt prooxidans tényezok jelenléte, masrészt a védo
hatasu antioxidans tulajdonsagt faktorok csokkent szintje jatszik szerepet (2. abra). A CVE-
ben jelenlévo kronikus gyulladas, az anaemia és az alultaplaltsag fokozza az oxidativ stressz
kialakulasat, ez a reaktiv oxigén gyokok (hidroxil gyokok, szuperoxid anion, hidrogén
peroxid) képzddésének emelkedéséhez vezet. Emellett az enzimatikus védelem hianya
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(paraoxonaz-1 (PON1) és nitrogén monoxid szintetaz (NOS), glutation (GSH) reduktaz,
glutation (GSH) peroxidaz, szuperoxid dizmutaz, katalaz) és az antioxidansok csokkent
szintje (taurin, laktat, piruvat, A-, C-, E-vitamin, -3 zsirsavak) a pro-oxidans és anti-oxidans

egyensuly felborulasat vonja magaval (6, 25).

Oxidativ stressz EngiNIBtisz
fokozodasa: védelem:
Gyulladas PON és NOS,

Sl g o GSH reduktaz,
an:‘?lfl":' l‘l;'gir(": i GSH peroxidaz,
- fosaald szuperoxid

eritropoetin, vas dizmutaz,
katalaz

Reaktiv oxigén e b

gyokok (ROS): Antioxidansok:

T@uriq, Laktat,
szuperoxid Piruvat, A-, C-,

anion, hidrogén E-vitamin, :?*3
peroxid zsirsava

Hidroxil gyokok,

2. abra: Az oxidativ stressz kiemelkedo jelentdséggel bir a kronikus veseelégtelenségben

szenvedo betegekben a pro-oxidans €s anti-oxidans tényezok egyensulyanak felbomlasa altal
(6,25)

A CVE-ben jelentkezé szekunder dyslipidaemia szintén fontos tényezd a kardiovaszkularis
riziko kialakitasaban, mind a lipoproteinek qualitativ és quantitativ valtozésa, mind a lipid
metabolizmus ¢és transzportfolyamatok karosodasa révén (26). A magyarorszagi és a
nemzetkdzi ajanlasok a kronikus vesebetegeknél - ugyanugy, mint egyéb magas

kardiovaszkularis kockazattal jellemezhetd betegcsoportoknal — igen szigort elérendd
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célértékeket fogalmaznak meg, 3,5 mmol/l alatti 6sszkoleszterol és 1,8 mmol/l alatti LDL-C
koncentraciokat. Az elmult években tobb kontrollalt vizsgalat igazolta a sztatinok biztonsagos
alkalmazhatosagat még végstadiumi veseelégtelenség esetén is [NCEP, Adult Treatment

Panel 111 (27)].

1.5. A kronikus veseelégtelenség és a hyperhomociszteinaemia

Az elmult években megjelent irodalmi adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy a
hyperhomociszteinaemia igazoltan a kardiovaszkuldris megbetegedések kialakulasanak
fliggetlen rizikéfaktora kronikus veseelégtelenségben, s kiilondsen a hemodializalt
vesebetegekben (28). Veseelégtelenségben a homocisztein intracellularisan felszaporodva a
fehérjeszintézist gatolja, inaktiv fehérjék képzddéséhez ¢s felhalmozodasdhoz vezet, ezéltal a
sejtek apoptozisat indukalja, eldsegiti a gyulladasos citokinek képzddését és fokozza az
oxidativ stresszt (29). A homocisztein oxidéacidja révén toxikus szabadgyokok keletkeznek,
melyek az endothel diszfunkciojat okozzak, és ennek kovetkeztében a nitrogén-monoxid (NO)
metabolizmus is karosodik. Az integritasat elvesztett endothelium felszinén a thrombocytak is

konnyen megtapadnak, ez thrombocyta-aggregacidhoz vezethet.
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3. abra: Kronikus veseelégtelenségben a hyperhomociszteinaemia eldsegiti az érelmeszesedés
progressziojat kérosan N-homociszteinalt, ezaltal szerkezetileg karosodott enzimek €s
strukturfehérjék képzodése révén (31)

Az atherosclerosis folyamataban az endothel diszfunkcié mellett az LDL oxidacioja, valamint
LDL-homocisztein tiolakton képzddése is fontos szerepet jatszik (30). A homocisztein egy
szulfur gyok megkdtésével 1étrejové aminosav, mely a metionin metabolizmusa sordn
keletkezik. A homocisztein visszaalakul metioninna, és a folyamat soran a metiltetrahidro-
folsav tetra-hydrofolsavva alakul (remetilacios ciklus) (3. abra). Ez utébbi folyamathoz
szerin €s glicin aminosavak sziikségesek. A homocisztein metabolizmusa soran B6- ¢s B12-
vitaminra, valamint folsavra van sziikség, mint kofaktorok, ezek hianyaban metabolikus zavar
alakulhat ki (31). Kronikus veseelégtelenségben a homocisztein koncentracidja a normalérték
kozel négyszeresére nd (32, 33). Osszefiiggést lehet kimutatni a végstadiumu
veseelégtelenségben kialakuld arteriosclerosis, a tromboziskészség novekedése ¢€s a

hyperhomociszteinaemia kozott, sériil az endothel vasomotor regulacidja és az
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antitrombotikus funkcioja is, novekszik az LDL oxidacido és a thrombocyta-aggregacio,
csokken a thrombomodulin és a protein-C sejtfelszini expresszioja, novekszik az érfal

simaizom proliferacioja (34).

1.6. A kronikus veseelégtelenség és a HDL-koleszterol

A HDL tobbféleképpen képes gatolni az atherosclerosis progressziojat, legfontosabb hatasa a
reverz koleszterol transzport biztositasa, amely soran a periférids sejtekben felhalmozodott
koleszterolt a majba szallitja és ezaltal a felesleges koleszterol az epével kiiiriilhet. Ez a
folyamat a lecitin koleszterol acil transzferaz (LCAT) és a koleszterol észter transzfer protein
(CETP) segitségével indirekten torténik, a reverz koleszterol transzport direkt utja soran a
HDL2-partikula a méj SR-B1 receptorahoz kotédve atadja a koleszterol-észter tartalmat, ez a
maj 7o-hidroxilaz enzimjének a segitségével epesavva alakul at s az epével iriil (35). A HDL
ezen kiviill a lipoproteinek oxidéaciojanak gatlasdval is képes gatolni az érelmeszesedést. A
HDL-hez kotott enzimek koziil a PON1 paraoxonaz, az LCAT, a PAFAH (thrombocyta
aktivalo faktor acetilhidrolaz) és az apolipoprotein Al antioxidans hatasat igazoltak (36). A
HDL-ben 1évé E-vitamin is fontos szerepet jatszik az atherosclerosis korai szakaszaban
jellemz6 endothel diszfunkcidé megel6zésében. S végiil, de nem utolsé sorban a HDL-nek az
érfalra kifejtett direkt Gn. pleiotrop hatasa is protektiv tényezoként szerepel az atherosclerosis
folyamataban, gatolja a monocytak kemotaxisat és adhézidjat az endothel sejtekhez,
megakadalyozza az oxidalt LDL-indukalta endothel diszfunkciot, fokozza az endothelsejtek

€s a simaizomsejtek proliferaciojat, gatolja a thrombocyta-aggregacidt, fokozza a

makrofagokbdl és a habos sejtekbdl torténd koleszterol kiaramlast (35,36).

Veseelégtelenségben a HDL képzddése zavart szenved, az LCAT csokkent és a CETP

megnovekedett aktivitdsa miatt fokozodik a HDL eltavolitdsa a vérkeringésbol. A
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visszamaradé HDL-t elsésorban a koleszterol-észterben szegény, trigliceridben gazdag HDL3
szubfrakcié alkotja, mely igazoltan csokkent antioxidans aktivitassal rendelkezik (24, 36), s
valdsziniileg az LDL-oxid4aciot gatlo tulajdonsaga is karosodik a hemodializalt betegekben
(37). A vesetranszplantalt betegek vizsgalata soran is jelentdsen csokkent HDL-koleszterol
koncentraciot taldltak s a transzplantaciot kovetden emelkedett a kardiovaszkularis

megbetegedések eléfordulasa is ebben a betegecsoportban (38).

1.7. A kronikus veseelégtelenség és a paraoxonaz (PON1) enzim

A human paraoxonaz-1 (PON1) enzim egy kalcium-dependens észteraz, mely aromas
karboxilészterek, organofoszfatok hidrolizisét katalizalja (39). A human paraoxonaz
géncsaladnak 3 tagjat ismerjiik, a szérum paraoxonaz aktivitasért dontd tobbségben a human
paraoxonaz-1 (PONI) enzim felelés. A PON1 gén a 7. kromoszéman helyezkedik el és az
enzim 99%-ban HDL-hez kototten, ezen belil is a HDL3 szubfrakcidé nagyobb
koncentracioban tartalmazza, mint a HDL2 szubfrakci6 (40). A humén paraoxondz-2 ¢€s
human paraoxonaz-3 valosziniileg intracellularisan fejti ki antioxidans aktivitasat (41). A
szérum PON1 enzim paraoxondz aktivitdsanak mérése az antioxidans hatéas jellemzésére, mig

az arilészteraz aktivitas az enzimfehérje mennyiségének kifejezésére alkalmas.

Az alacsony PONI1 aktivitdas eldsegiti az érelmeszesedés progressziojat kronikus
veseelégtelenségben (42). A PON1 enzim elsédlegesen a lipoproteinekben képz6do
lipidperoxidok hidrolizise 4&ltal gatolja az LDL oxidacidjat, igy az oxidalt LDL
atherosclerotikus és proinflammatorikus hatasanak csokkentése révén hozzajarul a HDL

érelmeszesedést gatlo hatasahoz (43, 44).
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A PONI aktivitadsa csokken familiaris hypercholesterinaemiaban (43) és az atherosclerosis
kialalkuldsa soran (45), inzulinrezisztenciaval jellemezheté metabolikus szindroma (46),
konikus autoimmun vagy infektiv eredetli gyulladasos korfolyamatok (47) és kifejezett
atherogén diéta (48) esetén is. Csokkenti a PON1 enzim aktivitasat a nagyobb mennyiségi
alkoholfogyasztas, dohanyzas (49), az organofoszfat tartalmi névényvédé szerek, harci gazok
(50), az id6s életkor és a postmenopausa (51). A mérsékelt alkoholfogyasztas, C- és E-vitamin
bevitel, polifenolok és telitetlen zsirsavak fogyasztasa emeli az enzimaktivitast (52, 53, 54). A
magas BMI-vel jellemezhet6 elhizott betegekben csokkent paraoxonaz aktivitast talaltak (55).
A PONI1 aktivitast fokozza bizonyos lipidcsokkentd gydgyszerek alkalmazasa, egyes szerzok
az atorvasztatin (56), masok a Szimvasztatin kedvezd hatasat talaltdk az enzimaktivitas
szempontjabol (57). Csokken az enzimaktivitas stroke-ot kdvetden (58), periférias artérias
érbetegséghben (45), majbetegségben és majcirrozisban (59), kronikus virus hepatitisben (60),
Alzheimer-szindromaban és vaszkularis demencidban (61). A daganatos betegségekben az
immunfolyamatok és a citosztatikumok tartés alkalmazasa is csokkenti a PONL1

enzimaktvitast (62).

Tobb tanulmany igazolta, hogy kronikus veseelégtelenségben - elsdsorban a hemodializalt, de
a vese transzplantacion atesett betegeknél is — csokkent a szérum PON1 enzim aktivitasa (63,
42, 64, 65) és Osszefiiggés mutathatd ki a kardiovaszkularis mortalitds és a csokkent PON1
aktivitds kozott ebben a betegcsoportban. Az igazoltan coronaria betegségben szenvedd,
hemodializalt kronikus veseelégtelenekben még kifejezettebb, szignifikdns PONI1
aktivitascsokkenést talaltak a hemodializis kezelésben nem részesiilé vesebetegekhez képest

(66, 67).

A PONI enzimnek két gyakori és tobb ritka génpolimorfizmusa ismert, mely az enzim
kialakul6é polimorfizmusa (PON1-192) a Q és R izoenzimeket eredményezi attdl fiiggden,
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hogy a 192. pozicidban glutamin (Q) vagy arginin (R) talalhato. A két izoenzim kiilonb6z6
mértékben képes gatolni az LDL oxidéaciojat. Aviram ¢és munkatarsai a rézion-indukalta
oxidalt LDL képzdodését vizsgaltdk Q és R homozigota egészséges egyénektdl nyert
szérumbol €s azt talaltdk, hogy a PON1Q izoenzim 58-61 %-ban csokkentette az oxidalt LDL
kialakuldsat, mig a PONIR csak 38-46 %-ban gatolta az oxidaciot, az adott izoenzim
koncentraciojatol fiiggéen (56). Mindkét izoenzim képes gatolni a foszfolipidek és a
koleszterolészterek oxidaciojat is. A PONI1Q elsdsorban az LDL oxidacidjanak a kezdeti
fazisat gatolta, mig a PONIR az LDL-oxid4cio kezdete utdn 1 6raval volt a leghatékonyabb,
ez arra utal, hogy valdszintlileg a két izoenzim szubsztratspecificitasa kiilonbozik. Amig a
PONI1Q enzimaktivitasa a LDL-oxidacio kezdete utan 4 oraval 28 %-kal csokkent, addig a
PONIR aktivitasa 55 %-kal. Vizsgaltak a HDL oxidaciojat is, a PON1Q homozigotaknal a
HDL antioxidans kapacitdsanak mintegy 57 %-at, PON1QR heterozigotaknal a 25 %-at és
PON1R homozigotaknal mindossze 1 %-at tartotta meg a rézion-indukalt oxidativ stressz

hatasara (56).

A PONI enzim aktivitasat kisebb mértékben, de az 55. aminosav polimorfizmusa (PON1-55)
is meghatdrozza. Ha az 55. pozicioba leucin taldlhatd, akkor L, ha metionin, akkor M allélrdl
beszéliink. Szeparalt HDL partikuldk rézzel tortént inkubéciot kovetéen a PONI-55LL és
PON1-55-LM genotipus esetén a PONT1 aktivitasat a kiindulasi érték 22 %-anak, illetve 30 %-
anak talaltdk, mig a PON1-55-MM genotipus esetén 50 % koriili értéket igazoltak. A PONI-
192 és a PON1-55 gén polimorfizmusok a PONI1 aktivitds f6 meghatarozo6i, s mindkét
polimorfizmusrdl igazolddott, hogy a korai érelmeszedéssel kapcsolatos betegségek fliggetlen

rizikofaktora (56, 68, 69).

A mindennapi gyakorlatban a PONI kettds szubsztrat modszert alkalmazzuk a QR-
genoipusok allélgyakorisag becslésére, sot azt talaltdk, hogy az enzim AB-fenotipusa jobban
elorejelezte a kardiovaszkularis eseményeket, mint a QR-genotipus (70). Sem a korabbi
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vizsgalataink, sem az irodalmi adatok nem mutattak kiilonbséget a QR-genotipusban ¢s AB-
fenotipusban a hemodializalt és vesetranszplantalt betegeknél (70, 71, 72, 73).

Egészségeseknél 7,2 %-os eltérést talaltak a PON1 genotipusa és fenotipusa kozott (74).

Ujabb irodalmi adatok arra utalnak, hogy a PON1 enzim a paraoxonaz aktivitis mellett
laktonaz aktivitassal is rendelkezik, ezaltal laktonok, tiolaktonok és ciklikus karbonat-észterek
hidrolizisére is képes (4. abra). A szervezetben a homocisztein oxidacidja révén toxikus
szabadgyokok (tobbek kozott homocisztein-tiolakton) — keletkeznek, ezek endothel
diszfunkciohoz vezetnek, melynek kovetkeztében a nitrogén-monoxid (NO) metabolizmus is
karosodik. Az integritasat elvesztett endothelium felszinén a thrombocytdk is konnyen

megtapadnak, ez thrombocyta-aggregaciohoz vezethet (75).

Laktonaz )
aktivitas Paraoxonaz
(gamma- G aktivitas
tiobutirolakton (paraoxon
szubsztrattal Szubs’ztrattal
mérve) mérve)

Homocisztein
tiolaktont
visszaalakitja
homociszteinné

Hidrolizalja a
lipidperoxidokat

l

l ] Gatolja az oxidalt LDL
képzodést
Gatolja a fehérjék N-
homociszteinilaciojat

Antiatherogén hatas

4. abra: A paraoxondz 1 (PONI) enzim paraoxondz és homocisztein tiolaktondz aktivitassal is
rendelkezik, melyeknek karosodasa jatszik kronikus veseelégtelenségben fontos szerepet a
lipidanyagcsere kedvezétlen valtozasaban (75)
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A PONI1 enzim laktonaz aktivitdsanak egyik endogén szubsztraja a homocisztein tiolakton
(HTL), ezaltal bizonyos korabbi irodalmi hivatkozasok a PON1 enzim laktonaz aktivitasara,
mint homocisztein tiolaktonaz hivatkoznak (75, 76, 77), de mostanra egyértelmiivé valt, hogy
nem csak a HTL az egyetlen endogén szubsztrat, melyet a PON1 enzim laktonaz aktivitasa
bontani képes (78). Viszont a HTL széles korben tanulmanyozott molekula a PON1 laktonaz
aktivitas jellemzésére. A HTL a fehérje degradacié mellékterméke, mely kis mennyiségben
endogén moddon is termelddik, s féleg a vesén keresztiil valasztodik ki. Kronikus
veseelégtelenségben a HTL szintje jelent6sen emelkedik a plazmaban és a HTL a fehérjék
(koztik a LDL-hez ko6t6dd lipoproteinek) lizin-aminosav oldallancat moédositjak, ezaltal
denaturalni képes az LDL-t. Jakubowski és munkatarsai tobb vizsgalatukban igazoltak, hogy
az atherogenezis soran az endothel diszfunkcioé mellett az LDL kifejezett oxidacidja, valamint
LDL-homocisztein tiolakton képzddése is részt vesz (76, 77, 79). A homociszteinilizacid
kevésbé ellenallova teszi a HDL-t az oxidativ stresszel szemben, a PON1 enzim (f6leg a
paraoxonaz aktivitashoz kotott) antioxidans kapacitdsa is csokken s a HTL toxicitdsa is
fokozodik (80), kiilondsen veseelégtelen betegekben. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy
a PON1 enzim laktondz aktivitdsa is fontos szerepet jatszik az érelmeszesedés gatlasdban. Az
irodalmi hatteret attekintve, szignifikansan magasabb HTL-nal mért PON1 laktonaz aktivitast
talaltak akut coronaria szindroma esetén (81) és kronikus ischaemias szivbetegségben
szenvedo betegekben (82), inverz korrelaciot irtak le a PON1 paraoxonaz/laktonaz aktivitasa
¢s a homocisztein szint (83), illetve az kardiovaszkularis megbetegedés stlyossaga kozott 2-es
tipusu diabetes mellitus esetén (84). Tovabba azt talaltak, hogy a PON1 enzim HTL-hez
kotédo hidrolitikus aktivitdsa €s a paraoxonnal mért paraoxonaz aktivitasa szorosan korrelalt
egymassal és a PON1-192-RR és a PON1-55-LL genotipusokkal jellemezhetd, tehat magas
paraoxonaz aktivitassal rendelkezd egyéneknél szintén magas laktonaz aktivitast is talaltak

(85). Fontos megjegyezni, hogy mig a szérum PONI1 paraoxonaz és arileszteraz aktivitasai a
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PON1 192 polimorfizmusatol fiiggtek, addig ez a homocisztein tiolaktonnal mért PON1

laktonaz aktivitast nem befolyasolta (86).

1.8. A krénikus veseelégtelenség és az aszimmetrikus dimetilarginin

A kronikus veseelégtelenségben, mint egy felgyorsult érelmeszesedéssel és thrombosis
hajlammal jellemezhet6 komplex klinikai allapotban jelent6sen modosul a nitrogén monoxid
(NO) endothel altal torténé termelédési mechanizmusa, s az ezzel Osszefiiggd biokémiai
valtozéasok is megfeleld markerként szolgalhatnak a kardiovaszkularis morbiditas jellemzésére
ebben a betegcsoportban (87). Az aszimmetrikus dimetilarginin (ADMA) endogén inhibitora
a nitrogén monoxid szintaznak (NOS). Az ADMA-t a protein metiltranszferaz enzim termeli
¢s elsdsorban dimetilarginine dimetilaminohidroldz enzim metabolizalja. Korabbi vizsgalatok
azt mutattak, hogy az ADMA szintje emelkedik kronikus veseelégtelenségben, és ez szerepet
jatszik az atherosclerosis folyamataban (88). Mas szerzok pozitiv korrelaciot mutattak ki az
emelkedett ADMA szint és a koszorusér-eredetii betegségek kozott (89), illetve az ADMA és
a homocisztein  koncentracidja  kozott  talaltak  Osszefiiggést a  megndvekedett
kardiovaszkularis rizikd6 szempontjabdl a végstadiumu veseelégtelenségben (90). Az is
igazolodott, hogy a csokkent NO produkcido és az endothelialis diszfunkcid egyiittesen

fokozza az érelmeszesedés progressziojat hemodializalt veseelégtelenekben (91).

Az L-arginin a nitrogén monoxid (NO) szintézisének prekurzora, az NO szintaz (NOS) enzim
ennek a felhasznélasaval allit el6 NO-t, mely potencialis vazodilatator, protektiv szereppel bir
az endoteliumra és antiatherogén hatasu (5. abra). Az szervezet altal termelt és felhalmoz6do
ADMA koncentraciotol fiiggben képes gatolni a NOS-t, ezaltal befolyasolja az endothelialis

diszfunkciot és az érelmeszedést (92).
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5. abra: A metilalt fehérjék proteolizise soran keletkez6 aszimmetrikus dimetilarginin

(ADMA) gatolja a nitrogén-monoxid szintetaz aktvitasat, ezaltal proatherogén hatast fejt ki
(92)

Az irodalmi adatok alapjan azt latjuk, hogy homociszteint és az ADMA-t egyre inkabb tartjak
potencialis rizikofaktoroknak a felgyorsult érelmeszesedéssel jellemezhetd korfolyamatokban,
igy CVE-ben is a metabolizmusuk soran keletkez6 szubsztratok révén. Emelkedett ADMA és
homocisztein szintet talaltak agyi infarktuson atesett idds betegeknél (93) és generalizalt
érelmeszesedésben (94). A hemodializalt veseelégtelenekben mind a magas homocisztein,
mind az emelkedett ADMA szint fokozott érelmeszesedéssel ¢és megnovekedett
kardiovaszkularis mortalitassal jar (95). Azt is igazoltak, hogy az érelmeszesedés jellemzésére
alkalmas centralis artérias vérnyomas hullamforma (Central Arterial Pressure Waveform —
betegeken (96). A homocisztein az esszencialis metionin aminosav metabolizmusa soran
keletkezik, és metil donorként szolgal az arginin metilacidja soran. A szervezetben mért

koncentracidja az S-adenozilmetionin metiltranszferaz (SAMT) és a protein arginin



metiltranszferazok (PRMTs) enzimek kinetikai sajatossagaitol fiigg, melyek egyarant részt
vesznek a homocisztein és az ADMA szintézise soran egyarant. Ezaltal a homocisztein és az
ADMA metabolizmusa kdlcsondsen egymadssal kapcsolddik. Néhany szerzd azt feltételezi,
hogy a magas ADMA koncentracio miatt csokken a NO termelédés az endothelialis
sejtekben, ezaltal elégtelenné valik a NO-medialt és endothélium-dependens vazodilatacio, s
ilyen modon fiigg 6ssze a hyperhomociszteinaemia a fokozott érelmeszesedéssel (97, 98), de
ez a teriilet még jelenleg is elég ellentmondasos, mas szerzok ezt a feltételezést nem tudtak
megerdsiteni  (99). SDMA  (szimmetrikus dimetilarginin), az ADMA szimmetrikus
sztereoizomer formaja szintén a metilalt arginin proteolizise soran keletkezik, mindkét
molekula a vesén keresztiil valasztodik ki. Az SDMA nem metabolizalédik hidrolitikus
degradacioval a dimetilarginin dimetilaminohidroldz (DDAH) révén, mely az ADMA
katabolizmusaért felelés a szervezetben (100). A magas ADMA koncentracié fliggetlen
rizikofaktor az endothelialis diszfunkcio szempontjabol (97) és korrelaciét mutat a magas
vérnyomassal, a 2-es tipusu diabetes mellitussal, a hypercholesterinaemiaval, a kronikus
veseelégtelenséggel és a generalizalt érelmeszesedéssel mind allatmodellekben, mind human
mintakban (97, 107, 102). Az ADMA emelkedett koncentracidja pozitivan korreladl az
érelmeszesedést jellemzo carotis artéria intima-media vastagsaggal és prediktiv értékkel bir az
akut kardiovaszkularis események szempontjabol (103, 104). Az angiotenzin-konvertald
enzim inhibitorok, angiotenzin-Il receptor anatagonistak, az E-vitamin és valoszinilileg az
fejt ki az NO szintézisre és az endotelialis funkciora (105, 106). Erdekes megfigyelés
allatmodellen, hogy a vese mikroereinek endothelium-dependens vazodilatacioja karosodik
kronikus veseelégtelenségben, és ez inkdbb a plazma ADMA szintjével és NO produkciojaval

all szoros kapcsolatban, mint a homocisztein koncentracioval (107).
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1.9. A kronikus veseelégtelenség és az adipokinek

Mivel a tradicionalis rizikofaktorok nem tudjak magyarazni a kronikus veseelégtelenségben
kialakulo igen magas kardiovaszkularis morbiditast és mortalitast, igy az utobbi években az
elhizassal 6sszefliggd inzulin rezisztencia, az oxidativ stressz és az endothelialis diszfunkcid
sz€les korben vizsgalt, tgynevezett nem-tradicionalis rizikofaktorokként keriiltek a figyelem
kozéppontjaba (108). Ezek kozil is kiemelked6 fontossagi a hemodializalt és a
vesetranszplantalt betegek korében eddig még kevésbé vizsgalt, a zsirszovet altal termelt

leptin és adiponektin hormonok szerepe az érelmeszesedés folyamatdban.

A leptin egy 16-kD molekulastlyu peptidhormon, melyet az adipocytak termelnek, igy szoros
Osszefiiggés figyelhetd meg a test zsirtomege ¢és szérum leptin szintje kozott. A
taplalékfelvételben, az energia felhasznaldsban és a teljes test energiaegyensulyaban jatszik
fontos szerepet és feltehetéen a hypothalamus receptorain keresztiil fejt ki negativ
visszacsatolo hormonhatast. A leptin hatasa a szervezet energiahaztartasanak szabalyozasa,
befolyasolja az éhségérzetet, a tapanyagfelvételt és az abbdl nyert energia hasznosuldsat. Ezen
hemopoiesisre is hatdssal van, és metabolikus szignalként szolgal a reproduktiv szerveknek a
szervezet taplaltsagi allapotarol (109). A hyperleptinaemia szoros Gsszefiiggésben all a test
zsirtomegével, sem a zsirszovet elhelyezkedése (visceralis vagy genitofemoralis jellegli
ehizés), z életkor vagy etnikum, sem a szérum vércukorszint vagy a manifeszt diabetes
magasabb a szintje, mint a férfiakban (110). Kimutattak, hogy a hyperleptinaemia az NO
termelddés zavarat okozza, ezaltal jarul hozz4d az endothelidlis diszfunkcidhoz az elhizott

betegekben (111) (6. abra).
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Az érelmeszesedés progresszioja

Zsirszovet

6. abra: A zsirszovet altal termelt adipokinek a nitrogén-monoxid szintetdz miikodésének
befolyasolasaval szerepet jatszanak az atherosclerosis folyamataban (111)

Az elorehaladott veseelégtelenségben szenvedd és a hemodializalt betegekben észlelt
gyulladas fontossagara hivja fel a figyelmet CVE-ben (112). Habar bizonyos szerz6k magas
leptin szint mellett csokkent PONI1 paraoxonaz aktivitast talaltak (113), egy korabbi
vizsgalatunk igazolta, hogy nem a hyperleptinaemia felelés a csokkent PON1 paraoxondz

aktivitasért a hemodializalt betegekben (114).

Az adiponektin egy 2224 aminosavbol all6 hormon, amelyet szinte kizarolag az adipocytak
termelik. Kozponti szerepet jatszik a maj és a vazizom zsirsav- €s szénhidrat-anyagcsere
szabalyozasaban, fokozza a szabad zsirsavak felvételét a myocytdkba és a béta-oxidaciot a
sejtekben, gatolja a zsirsavtermelést és a glilkoneogenezist a hepatocytakban, elésegiti a

glikoz felvételt és felhasznalast a majban és az izomszovetben (115). Az alacsony
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adiponektin szint szorosan Osszefiigg az elhizassal, az inzulin rezisztenciaval, a 2-es tipusu
diabetes mellitussal és a kardiovaszkularis megbetegedésekkel (117). Az adiponektin
koncentracioja inverz 0sszefliggést mutat a zsirszovet tomegével és az inzulin rezisztenciaval,
ugyanakkor emelkedik a kronikus veseelégtelenségben, valdszinlileg a csokkent renalis
kivalasztodas kovetkeztében (112, 118). Az adiponektin és a leptin koncentracioja
parhuzamosan emelkedik a vese clearence csokkenésével, igy értheté modon magasabbnak
talaltak a  kronikus  veseelégtelenségben szenvedd betegekben, kifejezetten a
hemodializaltakban, és azt figyelték meg, hogy a sikeres vesetranszplantaciot kovetden
csokkent a szérumszintjiik (119, 120, 121). Korabbi vizsgalataink kimutattak, hogy a PON1
paraoxonaz aktivitasa pozitivan korrelal a HDL-koleszterol és az adiponektin
Az adiponektin az endothelium felszini adhézidés molekuldk expressziojat befolyasolja, €s
potencialis anti-inflammatorikus és anti-atherogén tulajdonsagokkal rendelkezik (123).
Irodalmi adatok arra utalnak, hogy az adiponektin koncentracioja jobban jellemzi a CVE-ben
megfigyelhetd generalizalt kisfoku kronikus gyulladast, mint a hsCRP, az interleukin-6 (I1L-6)
¢s a tumor necrosis faktor-alfa (TNF-alfa) a vese transzplantacion atesett diabeteses

veseelégtelen betegekben (124).

1.10. A kronikus veseelégtelenség és az alultaplaltsag

A legtobb veseelégtelen betegnél megtalalhatdé valamilyen szintli fehérje- ¢és kaldria-
malnutricid, és az ebbdl adéddé aminosav- és energiahiany altalanosan el6fordul ebben a
betegcsoportban. Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy az alultaplaltsag és a generalizalt
kisfoka kronikus gyulladas markerei (hsCRP, interleukin-6, TNF-alfa) szoros 6sszefiiggésben

allnak a sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasaval (87) és az alacsony albumin szint
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Osszefiiggést mutatott a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek haldlozasaval,
kiilonosen a hemodializaltak korében (125). Kimutattak, hogy az alultaplaltsag az tn.
malnutricié-inflammacio-atherosclerosis (MIA) komplex részeként megbizhato eldrejelzdje

lehet a veseelégtelen betegek kardiovaszkularis mortalitasanak (126, 127).

Az alacsony albumin koncentracio Osszefiigg az alultaplaltsdggal, viszont nem megbizhat6
marker a malnutricié és az azzal 6sszefiiggd kardiovaszkularis mortalitas jellemzésére, hiszen
mas tényezok is befolydsoljak a plazmaszintjét, kiilondsen a kronikus veseelégtelenségben
jelenlévo allando kronikus gyulladas és a kiilonbozé gyulladasos markerek is alacsony
albuminkoncentracioval jarnak. Az akut fazis fehérjék koziil kifejezetten a hsSCRP emelkedett
koncentracidja és az alultaplalt veseelégtelenek kardiovaszkularis mortalitdsa kdzott talaltak
Osszefliggést a kiilonb6z6 tanulmanyokban (128, 129, 130), mig mas szerzok a lipoprotein(a)
— LDL-bél és egy ehhez kapcsoldodo hidrofil glikoproteinbdl, az apoprotein-A-bdl (apoA)-bol
felépiil6 liporotein — magasabb szintjét talaltak alkalmasnak az alultaplaltsag jellemzésére
(131). A korabban hasznalt antropometriai jellemz6kr6l, a laboratoriumi markerek koziil az
albuminrol és a szérum koleszterol koncentracigjar6l az utdbbi idében igazolodott, hogy nem
alkalmasak az alultaplaltsag megbizhato jellemzésére CVE-ben, és egyelore nem is all

rendelkezésiinkre megbizhato és elfogadott marker (132).

Erdekes és izgalmas megfigyelés, hogy korabbi vizsgalatok az elhizott hemodializalt betegek
alacsonyabb mortalitasat talaltak az alultaplaltakhoz képest, mely azt sugallja, hogy a
zsirszovet jelenléte az alacsony testtomeghez képest védo szereppel birna CVE-ben, és ennek
hatterében az zsirsejtek altal termelt adipokinek, s ezek koziil kifejezetten az atherosclerosis
patomechanizmusat is befolyasold adiponektin protektiv szerepét is feltételezik (133, 134). Ez
az ellentmondasos megfigyelés ,,obezitds paradoxon” vagy ,reverz epidemiologia” néven
ismert az irodalomban és a nagyobb testzsir mennyiségileg kedvezd hatasat feltételezi a
kardiovaszkularis mortalitassal szemben (135). Tobb lehetséges magyarazat 1étezhet erre az
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jelenségre, egyes szerzok szerint nem a kardiovaszkularis morbiditas csokken, hanem a fatalis
kimenetelll sziv- ¢és érrendszeri betegségek szama novekszik meg az alultaplalt hemodializalt
betegek esetén (133). Masok azt taldltdk, hogy csokkent energia- és fehérjebevitel, az
alacsonyabb testtomeg a vesepotlo kezelés kezdetén noveli meg a haldlozast (136). Mas
lehetséges magyarazat lehet, hogy a csokkent tapanyagraktarral rendelkezé hemodializalt
betegek esetén a kronikus gyulladasos folyamatok, a csokkent protein-kaloria bevitel, a
kronikus acidosis és az allandd hospitalizacidés igény miatt ndvekszik meg a Korai
elhalalozasok szama (137). Tovabba a kronikus gyulladassal 6sszefiiggéen emelkedett TNF-
alfa szintet talaltak a hemodializalt veseelégtelen betegekben, mely elGsegiti a szivizomsejtek
apoptozisat és negativ inotrop hatast fejt ki. Azonban igazoltak, hogy a zsirszovet szolubilis
TNF-alfa receptort termel, mely a citokin megkotése révén mérsékeli a TNF-alfa

kardiotoxikus hatasat (138).

A ,reverz epidemioldgia” hipotetikus és ellentmondasos teriilete a hemodializalt betegek
vizsgalatanak, irodalmi adatok alapjan azt mondhatjuk, hogy az izomtdmegvesztéssel jard
protein-energia malnutrici6 a kronikus veseelégtelenségben szenvedé betegek széles
csoportjat érinti és meghatarozé a kardiovaszkularis mortalitds szempontjabdl a hemodializalt,

de ugyanakkor a folyamatos peritonealis dializisben részesiilé betegeknél is (139).
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2. Célkitizések

a. Célkitlizésiink volt, hogy meghatarozzuk a PON1 paraoxonéz és laktonaz aktivitdsokat a

hemodializalt €s transzplantalt betegekben.

b. Tovabba osszefliggéseket keressink a PONI laktonaz aktivitas és szamos egyéb, a

kronikus veseelégtelenségben kiemelkedd fontossagu kardiovaszkularis rizikofaktor kdzott.

€. Munkahipotézisiink alapjan a PON1 laktonaz aktivitdsa kiilonbozik az érelmeszesedés
szempontjabol hatranyosabb helyzetii hemodializalt betegekben a vesetranszplantaltakhoz
képest. Ezenkiviil az oxidativ stressz markereként szolgaldo ADMA emelkedett szintjét
feltételeztiik alacsonyabb PONI1 paraoxondz aktivitdssal egylitt a vizsgalt kronikus

veseelégtelenségben szenvedd betegeinknél.

d. Korabbi eredményeink alapjan azt is feltételezziik, hogy a PON1 paraoxonaz és laktonaz
aktivitasok a taplaltsagi allapottdl fliggden is valtozhatnak kronikus veseelégtelenségben, és

ez befolyasolhatja az atherosclerosis progressziojat a CVE betegekben.

e. Tovabbi célkitlizésiink, hogy 0Osszehasonlitsuk a PONI paraoxondz ¢és laktonaz
aktivitasokat, az ADMA, az adiponektin és a leptin koncentraciokat a taplaltsagi allapot
fliggvényében ¢és ezek kozott Osszefiiggéseket keressiink az elhizott és az alultaplalt

hemodializalt veseelégtelen betegekben.
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3. Betegek és modszerek

3.1. Betegek kivalasztasa

A laktonaz aktivitas méréséhez 78 vesetranszplantalt, 108 hemodializalt beteg és 63
egészséges kontroll személyt vontunk be. A taplaltsagi allapot hatdsanak vizsgalatdhoz 114
hemodializalt beteg klinikai adatait és vérmintakbol meghatarozott enzimértékeit
hasonlitottuk dssze. A vizsgalatba 2007. januar 1. és 2010. december 31. kozott a DEOEC
Extracorporalis  Szervpotld6 Centrumban, a Belgyogyaszati Intézet Nephrologia
Szakrendelésén és a Sebészeti Intézet Transzplantacidos Szakrendelésén megjelent betegek

koziil valasztottuk be az alkalmas személyeket.

A transzplantalt betegek kombinalt immunszuppressziv terdpiaban részesiiltek (cyclosporin
vagy tacrolimus, azathioprin vagy mycophenolat mofetil és methylprednisolon) a cadaverbdl
szarmazo vesetranszplantaciot kovetden. A hemodializalt betegek 4 oras dializis kezelésben
részesiiltek heti 3 alkalommal. A betegek optimalis széraz testtomegét bioimpedancia
vizsgalattal (BIODYNAMICS 310) hatdroztuk meg, majd az infiltrdtum mennyiségét ez

alapjan szamoltuk ki.

A vizsgalatokbol kizartuk a kronikus alkoholfogyasztokat, a barmilyen eredet
majbetegségben szenveddket, a 6 honapon beliil szivinfarktust elszenvedé betegeketek (a
hemodializaltak 36-38%-a és a transzplantaltak 25%-anak volt a kérelézményben angina
pectoris vagy ischaemias szivbetegség), endokrin betegségben szenveddket (pajzsmirigy €s
mellékpajzsmirigy betegségek, hypophysis vagy mellékvese eredetli megbetegedések, stb.), a
terheseket vagy szoptatd anyakat, a lipidcsokkentd terapiaban részesiiloket és a rendszeresen

dohéanyzodkat.
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3.2. Vérvétel és modszerek

12 ora ¢hezést kovetden 10 ml vénas vért vettiink reggel 7:30 és 8:00 kozott a kontroll és a
transzplantalt betegeinktdl, illetve a hemodializaltaktol a dializis napjan, azt megel6zden. A
mintakbol a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében standard laboratériumi
modszerekkel hataroztak meg a koleszterol, triglicerid, HDL-C, LDL-C, gliik6éz, hsCRP,
kreatinin, albumin szinteket. A DEOEC Belgyogyaszati Intézet 1. sz. Belklinika Kutato
Laboratériumaban fotometrias modszerrel hatdroztuk meg a szérum PON1 paraoxonaz és
arilészteraz aktivitast. Az adiponektin, leptin, ADMA, homocisztein, PON1 laktonaz
aktivitast ELISA modszerrel hataroztuk meg. A méréseket friss szérum felhasznalasaval

végeztilk, a PON1 paraoxonaz aktivitas meghatarozasa eldtt a szérumot -70 C-on taroltuk.

3.3. A lipidparaméterek mérése

A szérum Osszkoleszterol- ¢és triglicerid-koncentracid meghatarozadsa enzimatikus,
kolorimetrias modszerrel, a HDL-C esetén homogén, enzimatikus modszerrel (HDL plus 3"
generation) tortént Modular P-800 generatoron (Roche/Hitachi). Az LDL-C aranyat a

Friedewald-egyenlettel szamoltuk ki (140).
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3.4. APONI1 paraoxonaz és arilészteraz aktivitasok meghatarozasa

A PONI1 paraoxonaz aktivitdas meghatarozasakor szubsztratként paraoxont (O,O-dietil-O-p-
nitrofenilfoszfat, Sigma) alkalmaztunk ¢és spektrofotometrias modszerrel meghataroztuk a
képz6dé 4-nitrofenol mennyiségét. 50 pl szérumot 1 ml Tris/HCI pufferben oldva (100
mmol/l, pH=8.0), ami 2 mmol/l CaCl2-t és 5,5 mmol/l paraoxont tartalmazott. Az
abszorbanciamérést 412 nm-en végeztik, 25 C-on, Hewlett-Packard 8453 UV-visible
spektrofotométerrel. Az enzimaktivitast 17.100 mol?cm™ molaris extinkciés koefficiens
segitségével szdmoltuk. A PON1 paraoxonaz aktivitast U/ml-ben adtam meg. Egységnyi (1
unit) PON1 paraoxonaz aktivitasnak a fent leirt metodus alapjan 1 perc alatt 1 pmol 4-

nitrofenol keletkezése felel meg (141).

A PONI arilészteraz aktivitdst meghatdrozasa sordn 1 mmol/l fenilacetatot (Sigma) és 20
mmol/l Tris/HCL puffert (pH=8,0) tartalmazé oldatot hasznaltunk, szérum hozzaadasat
kovetden 270 nm-en végeztiik az adszorbanciamérést. Szubsztratvak segitségével korrigaltuk
a fenilacetat spontan hidrolizisét. Az enzimaktivitast 1.310 mol em™ molaris extinkcios
koefficiens segitségével szamoltuk. A PONI1 arilészteraz aktivitast U/ml-ben fejeztem Ki.
Egységnyi (1 unit) PON1 arilészteraz aktivitasnak a fenti koriilmények kozott percenként 1

pumol fenilacetat bomlasa felel meg (141).

3.5. APONL1 laktonaz aktivitas meghatarozasa

A PONL1 laktonaz aktivitdas meghatarozasara kereskedelmi fogalomban kaphato ,,HTLase
activity assay kit” (Alfresa Auto HTLase; Alfresa Pharma Corporation, Japan) segitségével
tortént, thiobutirolakton szubsztratot hasznaltunk. A moédszer y-tiobutirolaktont hasznal fel,

mint szubsztratot és az Ellman-modszerrel vizsgaltuk a szabad szulthidril-csoportok
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felszaporodasat 5,5-dithiobis(2- nitrobenzoic sav)-val valo kotédésiik révén (142). Az intra-

assay CV (Coefficients of Variability) kevesebb, mint 6% volt.

3.6. Az ADMA koncentracio mérése

crer

crer

immunoassay-vel mértiik, az intra-assay CV: 4.5 % -7.5%, és inter-assay CV: 8.3%-10.3%

kozott volt. A vizsgalatot a gyartd eldirasainak megfelelden végeztem.

3.7. Az adiponektin és leptin koncentraciok meghatarozasa

kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kitek segitségével mértiik (Quantikine Human
Adiponectin and Quantikine Human Leptin Immunoassays, R&D Systems, Minneapolis,
USA). Az adiponectin assay kvantitative szendvics enzim immunoassay technikédval
vitelezhetd ki, az intra-assay CV a gyart6 leirasa alapjan 2.5-4.7% kozott, az inter-assay CV
6.8-6.9% kozott valtozott. A leptin koncentraciok mérésének megbizhatdsagara jellemzo

intra-assay CV 3.0-3.3% kozott, az inter-assay CV 3.5-5.4% kozott volt.

3.8. A fenotipus-megoszlas és a genotipusok meghatarozasa

A PONI1 fenotipus-megoszlasat kettds szubsztrat modszerrel végeztiik. Az enzimet kddolo
gén PON1-192QR polimorfizmusa szerint két alloenzim képzddhet: az alacsonyabb aktivitasu
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A- és a magasabb aktivitasu B-alloenzim. Az enzim 1 mmol/l NaCl jelenlétében mért (tn. so-
stimulalta) paraoxondz aktivitas és az PONI arilészteraz aktivitds aranyat képeztiik, S ez
alapjan a vizsgalt mintdkat harom csoportba soroltuk (AA-, AB- és BB-fenotipus), a
kovetkezd aranyértékek szerint: AA-fenotipusnal az ardny <3.0, AB-fenotipusnal 3.0-7.0
kozott és a BB-fenotipusnal >7.0 az arany. Az AA alacsony, az AB kozepes és a BB magas

enzimaktivitasnak felel meg (141).

A PONI1-55 as a PON1-192 polimorfizmusok meghatarozasara fluoreszcens rezonancia-
energiatranszfert (FRET) és olvadaspont-analizist kombinalé modszert (Light Cycler Real-
Time Technology) alkalmaztunk (143). A PONI1 gén PONI-55 ¢és PONI1-192
polimorfizmusait kozrefogod génszakaszok 151- és 138 bp méreti amplikonokat eredményezo
hasznalt probat 5°-LC Red 640 festékkel, mig a PON1-192-h6z hasznalt probat LC Red 704
fluoroférral jeloltik meg. Mindkét probapar upstream, egymdsol 2 nukleotid tavolsagra
helyezkedik el. Mindkét primert és a fluoreszcensen jeldlt probikat a TIB Molbiol Co.
készitette. A polimeraz-lancreakciot (PCR) és az olvadaspont-analizist 20 pl-es
iivegkapillarisokban végeztiik (Roche). Az olvadéaspont-analizis és az azt kovetd ultragyors
PCR alatt detektaltuk a fluoreszcencia intenzitdsat. Az olvadasi gorbék csucspontjait a
fluoreszcens szignal negativ derivaltjanak hémérséklethez valé viszonyanak abrazolasaval
nyertiik. Az 55. pozicidban észlelt leucin L, mig a metionin M, a 192. pozicidban a glutamin

Q, az arginin R genotipusnak felel meg.

3.9. A homocisztein és cisztatin C koncentraciok meghatarozasa

A homociszteint és a cisztatin C-t a DEOEC Laboratoriumi Medicina Intézetében, valamint a

Kenézy Korhaz Laboratoriuméaban hataroztdk meg. A homociszteint fluoreszcens polarizacios
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modszerrel (FPIA, Abbott) mérték. A ditiotreitol szabad tiolld redukalja, igy levalasztja a
homociszteint az albuminrol, egyéb kis molekulakrdl és diszuilfidokrol. Hozzaadott adenozin
jelenlétében az S-adenozil-homocisztein-hidrolaz a homociszteint S-adenozil-homociszteinné
(SAH) alakitja. Ezt kdvetden specifikus mononukledris antitestet és fluoreszcens SAH-analog
tracert adnak a FPIA-rendszerhez. A total homocisztein mennyiségét standard kalibracios

gorbe segitségével szamoltak ki.

A cisztatin C meghatdrozdsdt immun-turbidimetrids modszerrel (PETIA, Biihlmann)
végezték. A szérummintét cisztatin C-immunrészecskékkel keverték Ossze, majd az
aggregaciot kovetéen a komplexek fényelnyelését turbidimetrias modszerrel mérték. Az

cres

segitségével szamoltak.

3.10. Statisztikai médszerek

A vizsgalatok soran SAS for Windows 6.12 (SAS Institute Inc., Cary NC 275313 USA)
szamitogépes programot hasznaltunk statisztikai analizis céljabol. Az adatok normalis
eloszlasat, ezaltal az Gsszehasonlithatosagukat Kolmogorov-Smirnov teszttel ellendriztiikk. A
normal eloszlast mutatd paramétereknél az adatok kozépérték+szoras (SD) formaban fejeztiik
ki, mig a nem-normal eloszlast mutatd adatoknal median illetve als6 és felsd kvartilis
értekeket alkalmaztunk. A kiilonb6z6 csoportok Osszehasonlitasa soran kétmintas t-probat
(Student-féle t-teszt) alkalmaztunk, szignifikansnak tekintettiik a p<0.05 értéket. Azon
paramétereknél, amelyek nem mutattak normal eloszlast, ANOVA (varianciaanalizis) helyett
a non-parametrikus Kruskal-Wallis-probat alkalmaztuk. A PON1 paraoxonaz és laktonaz
aktivitasokat, mint nem-normal eloszlasi paramétereket, logaritmikusan normalis eloszlastva

transzformaltuk, ezeket az értékeket is feltlintettiik. A kiilonb6z0 paraméterek kozotti
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korrelaciokat Pearson korrelacids analizis segitségével abrdzoltuk. Multiplex regresszids
analizist alkalmaztunk a két vizsgalat sordn, hogy meghatarozzuk, mely paraméterek

befolyasoljak a PON1 paraoxonaz, illetve a PON1 laktonaz aktivitast.

A PON1-55 és a PON1-192 allélgyakorisagat, a genotipusok mennyiségét és frekvencidjat
mind a betegcsoportokban, mind a kontrollcsoportban kiszamoltuk, majd az allélgyakorisag
meghatarozasat kovetéen x>-probaval ellenériztiik a Hardy-Weinberg-torvény érvényességét a
vizsgalt populacioban. A kapott eredményeket, a folytonos valtozok atlagat és szorasat és a
genotipusok-allélek gyakorisagat nemek szerint is vizsgaltuk. Az elemzés soran a PON1-55M

és a PON1-192Q genotipusokat valasztottuk referencia kategorianak.
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4. Eredmények

4.1. A hemodializalt és vesetranszplantalt betegek PON1 paraoxonaz és

laktonaz aktivitasanak meghatarozasa

A hemodializalt és vesetranszplantalt betegek demografiai és laboreredményeit a 2.
tablazatban foglaltam Ossze. Az vizsgalatunkba 78 vesetranszplantalt (TRX), 108
hemodializalt (HD) és 63 egészséges kontroll személyt vontunk be. A triglicerid és
Osszkoleszterol szintek szignifikansan magasabbak, a HDL-koleszterol mennyisége
szignifikansan alacsonyabb volt a hemodializalt betegekben a transzplantaltakhoz képest,
ugyanakkor az LDL-koleszterol szintben nem volt kiilonbség a két csoport kozott. A szérum
gliikoz, hsCRP, cystatin C és kreatinin koncentraciok szignifikdnsan magasabbak voltak a HD

csoportban a TRX betegekhez képest.

Szignifikansan magasabb ADMA koncentracidkat talaltunk a HD betegekben a transzplantalt
populacidohoz képest. A kreatinin, hsCRP, gliikoz, homocisztein, koleszterol, triglicerid és
ADMA szintek mindkét betegcsoportban jelentdsen nagyobbak voltak a kontrollokhoz képest

(2. tablazat).

A HD és TRX betegekben a PONI1 laktondz és paraoxondz aktivitdsok szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a kontrollokhoz képest. Jelentésen alacsonyabb paraoxonaz és laktonaz

aktivitasokat mértiink a hemodializaltakban a TRX csoporthoz képest (2. tablazat).

36



Kontroll (n=63)

Hemodializalt (n=108) Transzplantalt (n=78)

(a dializis ideje:

(a transzplantaci6 ideje:

Szignifikancia
ANOVA vagy

Post hoc teszt

Newman-Keuls vagy

49+28 honap) 67+49 honap) Kruskal-Wallis teszt Mann-Whitney U-teszt

Eletkor (év) 50.27 +15.9 53.7+£9.2 51.5+9.63 n.s.

BMI (kg/m2) 22.69 + 3.94 23.75+4.25 23.63+3.11 n.s.

Triglicerid (mmol/l) 0.92 (0.68-1.75) 241 (1.7-3.42) 2.05 (1.2-2.8) S a,b,c
Koleszterol (mmol/l) 472 +0.78 5.11+1.99 5.35+1.22 S a,b,c
LDL-koleszterol (mmol/l) 2.56 +£0.76 2.88 £ 0.95 2.89+0.92 n.s.

HDL-koleszterol (mmol/l) 1.77 £ 0.48 1.17+£0.28 1.63 £0.85 S a,c
Gliikéz (mmol/l) 451 +0.53 6.82£2.7 5.63 +1.87 s ab.c,
Cisztatin-C (mg/I) no data 3.58 (1.93-5.41) 2.03 (1.68-3.06) n.s.

Homocisztein (umol/l) 9.91+2.17 21.65+7.18 18.5+4.8 S a,b,c
Kreatinin (umol/l) 67.5+14.6 661 +222 165+ 73 S a,b,c
hsCRP (mg/l) 1.86+ 1.2 9.78 +7.31 3.8+32 S ab,c
ADMA (ng/ml) 152.8 + 60.6 2733 +74.2 230.9+£52.5 S a,b,c
Paraoxonaz aktivitas (U/1) 99.4 (67.2-193.1) 46.78 (30.4-77.5) 70.2 (39.5-114.2) S a,b,c
Paraoxonaz aktivitas/HDL 79.8 £48.2 54.1+39.3 59.2+45.9 n.s

Laktonaz aktivitas (U/1) 216.3 (166.4-332.3) 108.2 (83.1-170.2) 133.2 (93.1-199.4) S a,b
Laktonaz aktivitas/HDL 146 + 85 108 £ 67 112+ 86 S a,b

s = szignifikancia, p<0.05; n.s.= nincs szignifikans kiilonbség
a = szignifikans kiilonbség a kontrollok és a hemodializaltak kozott (p<0.05); b = szignifikans kiilonbség a kontrollok és a transzplantaltak kozott (p<0.05); ¢ = szignifikans kiilonbség a
hemodializaltak és a transzplantaltak kozott (p<0.05)

2. tablazat: A vizsgalt populacid jellemz6i és laboratériumi paraméterei. Az értékek atlagérték +SD vagy median-érték (kvartilis)
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A genotipusok meghatarozasat kdvetéen az allélfrekvencidk és a genotipusok megoszlasat a
HD ¢és TRX betegekben a 3. tablazatban foglaltam 6ssze. Az allélfrekvenciak megfeleltek a
korabbi tanulmanyunkban kozoltekkel (70) és az irodalomi adatokkal (144, 145), és a Hardy-

Weinberg egyensulyt kovette. Nem taldltunk szignifikans eltérést a vizsgalt betegcsoportok

kozott.
Hemodializaltak (n=108) Vesetranszplantaltak (n=78)
PON1-192 Q: 0.686 0.682
PON1-192 R: 0.314 0.318
QQ: 0.465 0.455
QR: 0.442 0.455
RR: 0.093 0.009
PON1-55 L: 0.337 0.273
PON1-55 M: 0.663 0.727
LL: 0.070 0.091
LM: 0.535 0.364
MM: 0.395 0.545

3. tablazat: Az allélfrekvencia és a genotipus-megoszlas a hemodializalt és vesetranszplantalt

betegekben

Szignifikans pozitiv korrelaciot taldltunk a PON1 paraxonaz €s laktonaz aktivitasok kozott a
HD betegekben (r=0.3064, p<0.01) (7/A abra). Hasonld, de statisztikailag nem szignifikans
Osszefiiggést észleltiink a TRX csoportban (r=0.1492, p=0.2816) (7/B abra). Szignifikans
pozitiv korrelacidt talaltunk a PON1 laktonaz és paraoxonaz aktivitdsokban a teljes vizsgalt

populacidban (r=0.5163, p<0.001) (7/C abra). Az ADMA szintek negativ Osszefliggést
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mutattak a PON1 laktonaz aktivitassal mindkét betegcsoportban (HD: r=-0.3240, p<0.05;
TRX: r=-0.3178, p<0.05) (7/D és 7/E abrak) ¢és a teljes vizsgalt populacioban (r=-0.4412,
p<0.001) (7/F abra). Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a PON1 paraxonaz és laktonaz
aktivitasok kozott a kontroll csoportban (r=0.6111, p<0.001). Negativ, de statisztikailag nem
szignifikans Osszefliggést észleltiink az ADMA koncentracio és a PON1 laktonaz aktivitasok

kozott (=-0.1511, p=0.21).

A teljes populacioban szignifikdns negativ korrelaciokat figyeltiink meg a PON1 laktonaz
aktivitas és a BMI (r=-0.2819, p<0.01), az életkor (r=-0.414, p<0.001), a homocisztein

koncentracio (r=-0.3421, p<0.001) és hsCRP szint (r=-0.3231, p<0.001) k6zott.
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7. a. abra: Osszefiiggések a PON1 laktondz és paraoxonaz aktivitasok kozott a hemodializalt

(A), transzplantalt (B) és az 6sszes betegnél (C).
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A kiilonboz6 vizsgalt paraméterek kozotti Osszefliggéseket Pearson korreldcid analizissel
vizsgaltuk. A szérum homocisztein és hsSCRP szinteket, PON1 paraoxonaz ¢és laktonaz
aktivitasokat logaritmikusan transzformaltuk, hogy normalis eloszlast kapjunk. A vizsgalt
paraméterek kozotti Pearson korrelaciokat a teljes vizsgalt populacioban a 4. tablazatban

abrazoltam.
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BMI Cisztatin-C  Homociszt. Laktonéz akt. HDL-C hsCRP Paraoxonaz akt. ADMA

Ev 0.31 0.06 0.51 -0.41 -0.33 0.57 -0.30 0.52
BMI -0.01 0.35 -0.28 -0.25 0.37 -0.23 0.14
Cisztatin-C 0.55 -0.04 -0.30 0.04 -0.28 0.23
Homocisztein -0.34 -0.31 0.41 -0.29 0.38
Laktonaz akt. 0.23 -0.32 0.48 -0.48
HDL-C -0.39 0.35 -0.31
hsCRP -0.33 0.35
Paraoxondz akt. -0.32

4. tablazat: Pearson-korrelacidok a vizsgalt populacié meghatarozott paraméterei kozott (a vastagon szedett korrelacidos koefficiensek esetén

szignifikéans az eltérés, p<0.05)
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Annak vizsgalatara, hogy az egyvaltozos analizis sordn szamitott Osszefliggések, melyeket a
PONI1 laktonaz aktivitds, PON1 paraoxondz aktivitas, a homocisztein koncentracido és ADMA
szintek kozott talaltunk, fiiggetlenek-e az életkortol, a BMI-t61, hsCRP és HDL-C szintektdl,
tObbsz0ros regresszids analizist végeztiink. Ennek eredményeként azt talaltuk, hogy a PON1
paraoxonaz aktivitas €s a homocisztein koncentracio fiiggetlen elérejelzéi a PON1 laktonaz
aktivitasnak az életkorra, a BMI-re, a hsCRP-re, ADMA-ra és HDL-C-re vonatkoztatva az

alkalmazott modellben (5. tablazat).

Beta t p-érték
Intercept 9.395 <0.005
Ev 0.004 0.036 0.971
BMI -0.065 -0.637 0.526
logHomocisztein -0.322 -3.046 0.003
HDL-koleszterol -0.164 -1.615 0.110
loghsCRP -0.105 -0.969 0.335
logParaoxonaz 0.370 3.593 0.001
ADMA -0.118 -1.107 0.27

5. tablazat: A PON1 laktonaz aktivitas, mint fiiggd valtoz6 vizsgalata tobbszords regresszios

analizissel (R°=0.421)
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4.2. A hemodializalt betegek PON1 paraoxonaz és laktonaz aktivitasanak

osszefiiggése a taplaltsagi allapottal

A vizsgalatunk demogréfiai és laboreredményeit a 6. tablazatban foglaltam 6ssze. Osszesen
114 kronikus veseelégtelen beteget vontunk be a tanulmanyba, akik tobb mint hat honapja
hemodializis kezelésben részesiilnek (a hemodializis ideje: 46+£31 honap) és a testtomeg index
(BMI) alapjan 3 csoportba osztottuk 6ket. Alultaplaltnak tekintettik a BMI<20 kg/m? (N=21,
11 férfi/10 nd), normalis és mérsékelten thalstlyosnak (tovabbiakban normal sulyuak
csoportja) a 20<BMI<30 kg/m? (N=51, 24 férfi/27 n&) és elhizottnak BMI>30 kg/m? (N=42,
20 férfi/22 nd). A klinikai és laboratoriumi paramétereket a 6. tablazatban abrazoltam. Nem
volt szignifikans eltérés a kiilonbdzd csoportok kozott nemben, életkorban, a hemodializis

kezelés idejében, dohdnyzas és cukorbetegség szempontjabol.

A leptin szintek szignifikansan magasabbak és a PON1 paraoxondz aktivitasok szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak az elhizott betegekben mind a normal sulytakhoz, mind az
alultaplaltakhoz képest (6. tablazat). A plazma adiponektin koncentracidja szignifikansan
alacsonyabb volt az elhizottakban az alultaplaltakhoz viszonyitva. Nem taldltunk kiilonbséget
a betegcsoportok kozott az ADMA szint és a homocisztein koncentracid tekintetében. A
PONI1 laktonaz aktivitasok magasabbak voltak az alultaplaltakban az elhizott és a

normalstlyl csoporthoz képest, de ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak.

Ahogy a 6. tablazatban lathat6, nem volt jelentds kiilonbség a szérum HDL-koleszterol
koncentraciok, a vércukor és a hsCRP szintekben az egyes csoportok kozott. Az
alultaplaltakban alacsonyabb triglicerid és alacsonyabb 6ssz-koleszterol és LDL-koleszterol

koncentraciokat mértiink a normal sulyu és az elhizott hemodializalt betegekhez képest. A
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kreatinin szintek kozott nem volt jelentds eltérés a harom vizsgalt csoportban, és a plazma

albumin szintek is hasonldak voltak az elhizott, az alultaplalt és a normal stlyu betegeknél.
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Alultaplalt (n=21)

Normal sulyaak (n=51)

Elhizott (n=42)

Eletkor (év)

BMI (kg/m?)

Triglicerid (mmol/l)
Koleszterol (mmol/l)
LDL-koleszterol (mmol/l)
HDL-koleszterol (mmol/l)
Gliik6z (mmol/l)
Homocisztein (umol/l)
Kreatinin (umol/l)

hsCRP (mg/l)
Adiponectin (ng/ml)
Leptin (pg/ml)
Paraoxondz aktivitas (U/1)
Paraoxonaz aktivitas/HDL
Laktonaz aktivitas (U/1)
ADMA (ng/ml)
Arilészteraz aktivitas (U/1)
Albumin (mg/l)

56.67+ 8.1
18.92+ 0.69 *°

1.85 (1.0-2.7) °

454+ 0.8 °
2.47+0.73°
1.23+0.29

5.24+ 2.2

18.37+ 5.69

603.14+ 175.68

9.06+ 5.65

19.5+8.61 °

8.59+7.79

75.95 (30.92-151.9)
65.50+ 48.26

141.11 (77.68-204.54)
276.76+ 51.67
105.98+ 14.65
37.6+2.3

61.78+ 10.7
25.71x£2.8 2P

2.64 (0.98-4.3) °
5.3+ 0.95°

3.08+ 0.92 2

1.2+ 0.26

5.69+ 1.63
23.9+9.57

640.87 + 200.39
8.24+ 7.08
16.036.44
16.97+10.16 °
51.82 (15.86-87.78)
54.96+ 42.08
121.89 (65.25-178.53)
253.99+ 75.96
103.27+9.32
38.97+ 2.46

60.14+ 9.85

33.49 +2.76 ¢

3.49 (1.03-5.95) P¢
5.22+ 1.03°

2.89+ 1.01

1.13£0.28

5.20+ 1.49

22.07+ 5.01

709.71 £ 253.91
11.55+7.97
13.64+7.46 ©
52.13+38.84 ¢

48.84 (22.94-74.74) ¢
45.28+27.9

114.01 (61.81-166.21)
283.76+ 58.62
101.87+ 14.12
38.83+2.15

n.s.
<0.001
<0.05
<0.05
<0.05
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
<0.01
<0.01
<0.05
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.

Sziginfikancia a) az alultaplaltak és a normal sulytiak; b) az elhizottak és a normal sulyuak, c) az alultaplaltak és az elhizottak kdzott

*szignifikancia Bonferroni-Holm korrekcié nélkiil

6. tablazat: A vizsgalt populacio jellemz6i és laboratoriumi paraméterei. Az értékek atlagérték £SD vagy median-érték (kvartilis)
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Az allélfrekvencidk €s a genotipusok eloszlasat az alultaplalt, normal stlyu és elhizott
hemodializalt betegeknél a 7. tablazatban foglaltam Ossze. Az allélfrekvencidk a korabbi
tanulmanyunkban (70) és az irodalomban (144, 145) leirt megoszlasoknak megfeleléen
alakultak ¢és a Hardy-Weinberg egyenstlynak megfelelnek. Nem taldltunk szignifikans

eltérést a vizsgalt betegcsoportok kozatt.

Alultaplaltak(n=21)  Normal sulyuak(n=51) Elhizottak(n=42)

PON1-192
Q: 0.68 0.65 0.68
R: 0.32 0.35 0.32
QQ: 0.474 0.441 0.472
QR: 0.421 0.412 0.417
RR: 0.105 0.147 0.111
PON1-55
L: 0.32 0.3 0.32
M: 0.68 0.7 0.68
LL: 0.117 0.086 0.105
LM: 0.412 0.429 0.421
MM: 0.471 0.485 0.474

PON1-192 y*= 0.1955 p=0.9955 PON1-55 y°=1.5417 p=0.81922

7. tablazat: Az allélfrekvencia és a genotipus-megoszlas az alultaplalt, a normal stulyu és az

elhizott hemodializalt betegekben

A PONI paraoxonaz aktivitds negativan korrelalt a hsSCRP szinttel az 0sszes hemodializalt
beteg esetén (r=-0.344, p<0.01; 8. tablazat ¢s 8A abra) és kiilonvalasztva az alultaplalt

csoportban (r=-0.519, p<0.01). Nem talaltunk szignifikans Osszefliggést a szérum PONI1
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paraoxonaz aktivitas és a hsSCRP kozott az elhizott és a normal stlya hemodializalt
csoportban. Szignifikdns pozitiv korrelacio volt a BMI és a hsCRP ko6zott az Osszes
hemodializaltnal (r=0.586, p<0.01; 8. tablazat), kiilon vizsgalva az alultaplaltakban (r=0.402,
p<0.01) és kiilon az elhizott csoportban is (r=0.485, p<0.01). Ezenkiviil szignifikans inverz
korrelaciot figyeltink meg a PONI1 paraoxonaz aktivitds €és a BMI kozott az Osszes
hemodializaltnal (r=-0.314, p<0.05; 8. tablazat és 8B abra) és a teljes vizsgalt (hemodializalt
és kontroll) populacioban (r=-0.303, p<0.05). Nem talaltunk szignifikans Osszefliggést a
szérum PONI1 paraoxondz aktivitdas és az adiponektin szintek kozott a hemodializalt
betegekben; azonban pozitivan korrelaltak ezek a paraméterek a normal stlya
hemodializaltakban (r=0.326, p<0.05). Pozitiv Osszefliggést talaltunk az adiponektin és a
PONI laktonaz aktivitas kozott (r=0.303, p<0.05) és szignifikdns negativ korrelaciot a PONI
laktonaz aktivitas és a hsSCRP kozott (r=-0.318, p<0.05) az 6sszes hemodializalt betegben (8.

tablazat).
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BMI Paraoxonaz akt.  Laktonaz akt. hsCRP Adiponektin  Leptin ADMA
Eletkor 0.153 -0.077 -0.134 0.106 0.001 -0.013 0.168
BMI -0.314* -0.138 0.586** -0.357** 0.563*** 0.023
Paraoxonaz akt. 0.366** -0.344** 0.061 -0.293* -0.084
Laktonaz akt. -0.318* 0.303* 0.023 -0.314*
hsCRP -0.260* -0.097 -0.089
Adiponektin -0.180 0.080
Leptin 0.071

8. tablazat: Pearsons-korrelaciok a vizsgalt
*p<0.05, **p<0.01,***p<0.001)

hemodializalt csoportban (a szignifikans értékek vastagon szedettek, szignifikancia értékek:
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8. abra: A PONI paraoxonaz aktivitas és a hsSCRP szint k6zotti korrelacié az egész hemodializalt csoportban (A). A PON1 paraoxonaz aktivitas

¢és a BMI kozotti korrelacio az 6sszes hemodializalt betegben (B)
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Annak eldontésére, hogy a PON1 paraoxonaz aktivitas és hsCRP szint kozotti Osszefliggés az

egyvaltozos vizsgalat sordn fiiggetlen-e az életkortdl, a BMI-t6l és egyéb paraméterektol,

tObbszoros regresszios analizis végeztiink. A modellben a PON1 laktonaz aktivitas, a hsCRP

¢s a leptin koncentraciok a PON1 paraoxondz aktivitas fiiggetlen eldrejelzéinek bizonyultak

az ¢életkorra, a BMl-re, az ADMA ¢és az adiponektin koncentraciokhoz viszonyitva (9.

tablazat).
Beta t p-értek

Intercept 1.279 <0.05
Eletkor 0.012 0.078 0.938
BMI 0.024 0.115 0.909
Laktonaz akt. 0.406 2.331 0.027
hsCRP -0.488 -2.798 0.009
Adiponektin -0.247 -1.419 0.167
Leptin -0.411 -2.069 0.047
ADMA 0.046 0.284 0.778

9. tablazat: Tobbszoros regresszids analizis, ahol a paraoxonaz aktivitas szerepel, mint fiiggo

valtozo (R?=0.211)
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5. Megbeszélés

A human paraoxonaz (PON) géncsalad 3 tagbdl all: a PON1, a PON2 és a PON3 enzimekbdl.
A PONI paraoxondz, arilészterdz és laktonaz aktivitassal rendelkezik; a PON2 és a PON3
enzimeknek laktonaz aktivitdsuk van, de gyakorlatilag nem rendelkezik paraoxonaz vagy
arilészteraz aktivitasokkal. A human PONI1 jelen van a szérumban és a HDL-koleszterolhoz
kapcsolodik. A PON3 szintje a PON1-hez képest jelentdsen alacsonyabb koncentracioban, a
PON?2 egyaltalan nincs jelen a szérumban (78, 146). Ezaltal a laktonaz enzim meghatarozasa
elsddlegesen a PON1 enzim laktonaz aktivitasat mutatja. Kosaka és munkatarsai azt talaltak
egy korabbi vizsgalatukban, hogy a PON1 laktonaz aktivitas alkalmas markernek bizonyult az
atherosclerosis kockazatanak jellemzésére diabetes mellitusban (86). Munkacsoportunk
korabbi munkaiban az mutattuk ki, hogy a PONI genotipus, az &sszhomocisztein és az
Osszkoleszterol szintek hatarozzak meg elsédlegesen a PONI1 aktivitast mind egészséges
személyeknél, mind kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegeknél. Tovabbmenden, az
irodalmi adatok és a korabbi vizsgalataink alapjan nem talaltunk kiilonbséget a PON1 geno-
¢s fenotipusok kozott egészséges egyénekben, illetve hemodializalt €s vesetranszplantalt
betegekben (64, 70, 144, 147). Jelen vizsgalatunkban sem talaltunk kiilonbséget a korabbi
eredményeinknek megfelelden a PONI1 genotipusokban hemodializalt és vesetranszplantalt

betegekben.

Korabban mar tobb tanulmany igazolta, hogy jelentdsen csdokken a PONI1 paraoxonaz
aktivitas a kronikus veseelégtelen betegekben, ezzel 0sszefiiggésben fokozodik az
érelmeszesedés és né a kardiovaszkularis morbiditas és mortalitas ebben a betegcsoportban
(64, 146, 147, 148), viszont a PON1 laktonaz aktivitas valtozasat rajtunk kiviill még nem

vizsgaltak kronikus veseelégtelenségben. Az eredményeink alatamasztottdk a kiindulési
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hipotézist, miszerint a PON1 paraoxonaz ¢s laktondz aktivitasok csokkenése, s ezaltal az
antiatherogén hatasuk redukcidja 0sszefiiggést mutat a végstadiumu veseelégtelen betegekben
észlelt fokozott érelmeszesedéssel, kiillondsen a hemodializalt betegekben, mig a PONI1
paraoxonaz és laktonaz aktivitasok részlegesen javulnak a vesetranszplantaciot kovetden. A
vesetranszplantalt betegekben észlelt magasabb PON1 paraoxonaz ¢s laktondz aktivitasok
magasabb HDL-koleszterol szinttel is jartak a hemodializalt vesebetegekhez viszonyitva,
mely jobb antioxidans védelemre utal a veseatiiltetést kovetéen. A HDL-koleszterol
koncentraciéra normalizalt PON1 paraoxondz ¢és laktonaz aktivitdsokban nem lattunk
szignifikans kiilonbséget a hemodializaltak és a vesetranszplantaltak kozott, mely szintén a
transzplantaltakban észlelt magasabb HDL-koleszterol szinttel fiigghet Ossze, hiszen ez
szinergista PON1 enzimemelkedéssel jarhat, ezaltal mind a PON1 paraoxonaz, mind a PON1

laktonaz aktivitasok fokozodhatnak a betegekben.

A kronikus veseelégtelen betegekben a csokkent vesefunkcioval egyidejileg szignifikansan
magasabb homocisztein és cisztatin C szinteket talaltunk a kontroll csoporthoz képest, ez
szintén szerepet jatszik az érelmeszesedés progresszidjaban. A legljabb tanulmanyok azt
igazoltak, hogy a cisztatin C, egy alacsony molekulastlyt bazikus protein, melyet minden
sejtmaggal rendelkezd sejt kozel allandd szinten termel, sokkal érzékenyebben jellemzi a
GFR-t, mint a szérum kreatinin a felndttekben, beleértve a kronikus veseelégtelen betegeket is
(92, 148). A cisztatin C szintje szignifikansan alacsonyabb volt a transzplantalt betegekben a

dializaltakhoz képest, bar a kiilonbség nem volt szignifikans.

Az utobbi években kiilonbozo eredetli vesebetegségek esetén igazoltdk a vazoaktiv mediator
NO kozponti szerepét az urémids eredetli angiopathia kialakulasaban (92). Az NO erds
értagitd hatast fejt ki az érendothelen, NO-szintdz enzim termeli L-arginin-aminosav-
prekurzorbol. Az ADMA kompetitiven gatolja a NO-szintdz enzimet, ezéltal befolyasolja a
lipid peroxidaciot és az érfal szuperoxid termelését. Az emelkedett ADMA koncentracio és az
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ezzel Osszefliggd oxidativ stressz, a csokkent NO produkcié fokozza a veseelégtelenség
progressziojat, tovabba az ADMA vizeletbe torténd kivalasztoddsa Osszefiiggést mutat a
csokkené kreatinin clearance-szel (92, 149). Az utdbbi években az is igazolodott, hogy az
emelkedett plazma ADMA szintben mind a csokkent kivalasztasa, mind a csokkent lebomlésa
szerepet jatszik (149, 150), és kiilonbozd vizsgalatok azt mutattdk, hogy az ADMA
ugyanolyan “urémias toxinnak” tekinthet6 a kronikus vesebetegekben, mint a kreatinin vagy a
parathormon (150, 151). Korabbi tanulmanyok azt is igazoltak, hogy az ADMA az oxidativ
stressz megbizhato markere CVE-ben és emelkedett koncentracidja fontos rizikofaktor a
kronikus  veseelégtelen  betegekben  kialakulé  kardiovaszkularis — megbetegedések
szempontjabol (152). A mi munkéank szintén megerdsiti ezeket a megfigyeléseket; jelentdsen
magasabb ADMA szinteket észleltiink a hemodializalt betegekben, mint a transzplantalt
csoportban. Szignifikans inverz korrelaciot talaltunk a szérum ADMA koncentraci6 és PON1
laktonaz aktivitas kozott, és hasonlo, de statisztikailag nem szignifikans tendencia volt
megfigyelhet6 az ADMA szintek és a PONI1 paraoxondz aktivitdsok kozott a
hemodializaltakban és a transzplantaltakban egyarant. Az altalunk talalt Gsszefliggések
alapjan szoros kapcsolatot feltételezhetiink az oxidativ stressz, az emelkedett ADMA
koncentraciok és a csokkent antioxidans aktivitas kozott kronikus veseelégtelenségben, mely
felelds lehet a fokozott reaktiv oxigén gyokok (ROS) termeléséért, és a fokozott
érelmeszesedésért ebben a betegcsoportban. Ennek tisztdzasara tovabbi molekularis biologiai
¢és biokémiai vizsgalatok sziikségesek, azonban kijelenthetjiik az altalunk nyert és az irodalmi
adatok attekintése alapjan, hogy az emelkedett ADMA koncentracid és az oxidativ stressz
egylitt jelentdsen befolyasolhatja az endothelidlis diszfunkciot a kronikus veseelégtelenségben
¢s ennek mérése 1ényeges informéciot adhat a kardiovaszkularis rizik6 becslésére ezekben a
betegekben. Masfel6l nem talaltunk szignifikans Osszefliggést a szérum ADMA ¢és a cisztatin

C szintek kozott, mely komplex mechanizmust feltételez az ADMA anyagcseréjében,
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szabalyozasaban és a szervezetbdl vald kiiiriilésében. Ezaltal az ADMA koncentracié nem

mutatott szoros dsszefiiggést a vesefunkcio (a GFR) romlédsaval a veseelégtelen betegeinkben.

Az irodalmi adatok egységesek abban, hogy mind a hemodializalt, mint a vesetranszplantalt
betegekben jelentds hyperhomociszteinaemia figyelheté meg és ez is fokozza az
atherosclerosis folyamatat (153). Eredményeink alapjan nem talaltunk jelentds kiilonbséget a
két betegcsoport kozott a szérum homocisztein szintek kdzott, viszont mind a két csoportban
mintegy kétszer magasabb homocisztein koncentraciot mértiink a normal értékekhez képest.
Korabbi vizsgalatok azt igazoltdk, hogy a magasabb szérum homocisztein szintek
alacsonyabb PONI1 paraoxonaz aktivitassal jarnak a koszorusér betegségben szenvedd
betegeknél, s ez az eltérés Szorosan oOsszefiigg a kardiovaszkularis megbetegedés
sulyossagaval (153, 154). Mas szerzok azt talaltak, hogy a szérum homocisztein koncentracio
inverzen korrelal a PON1 laktonaz aktivitassal coronaria betegségben, tovabba az emelkedett
homocisztein szint és a csokkent PONI1 laktonaz aktivitas is fliggetlen rizikofaktoroknak
bizonyultak a kardiovaszkularis eredeti betegségek szempontjabol az atlag populacidban (85,
155). Kronikus veseelégtelenségben ezt az Osszefliggést korabban még nem vizsgaltak, mi
szignifikans negativ korreldciot mutattunk ki a PONI1 laktondz aktivitds és a szérum
homocisztein koncentracio kozott. A munkank soran tobb, kiillonbozé valtozo Osszefliggését
vizsgaltuk a PON1 laktonaz aktivitassal (életkor, BMI, HDL-koleszterol, hsCRP, ADMA,
homocisztein koncentraciok és PONI1 paraoxonaz aktivitds), az eredménye alapjan
multiregresszios analizist végeztiink és azt talaltuk, hogy csak a homocisztein szint és a PONI
paraoxonaz aktivitas voltak fliggetlen eldrejelz6i a PONI1 laktondz aktivitasnak a vizsgalt

betegcsoportban.

Meg kell jegyezni, hogy voltak bizonyos korlatai a vizsgalatunknak. A vesetranszplantaciot
kovetéen a betegek kiilonb6z6 immunoszuppressziv terapidban részesiiltek, ami
feltételezhetéen modosithatja a PON1 laktonaz aktivitast, viszont egy korabbi munkankban
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igazoltuk, hogy a betegeknél alkalmazott immunoszuppressziv gyogyszerek nem
befolyasoltak a szérum ADMA szinteket, a lipid paramétereket vagy a PONI paraoxonaz
aktivitast kronikus veseelégtelenségben (64). Az intima-media vastagsag vagy az aramlas-
medidlt dilatacid mérése és az eredményeink Osszehasonlitisa megerdsithetné azt a
feltételezésiinket, hogy a PONI1 laktondz aktivitds az érelmeszesedés eldrejelzéjeként

alkalmazhat6 kronikus veseelégtelenségben.

Eredményeink alapjan felvetddott a kérdés, hogy kronikus veselégtelenségben a taplaltsagi
allapot hogyan befolyasolja az érelmeszesedés folyamatat és a vizsgalt paraméterek
alkalmasak lehetnek-e a kardiovaszkularis rizikd becslésére az elhizott ¢és az alultaplalt
hemodializalt betegekben. Korabbi tanulmanyainkban mar kimutattuk, hogy a szérum PONI
paraoxonaz és laktonaz aktivitasok szignifikansan csokkennek kronikus veseelégtelenségben
(146, 156). A jelen vizsgalatunkban jelentésen magasabb PONI1 paraoxondz aktivitast
mértiink az alultaplalt hemodializaltaknal az elhizott csoporthoz képest, és hasonld eltérést
észleltiink a PONT1 laktonaz aktivitasban is, azonban ez utobbi nem bizonyult statisztikailag
szignifikans kiilonbségnek. Pozitiv korrelacidt talaltunk a szérum adiponektin és PON1
laktondz aktivitas kozott és szignifikans negativ Osszefliggést a PON1 laktonaz aktivits és a
hsCRP szintek ko6zott az egész hemodializalt csoportban. Ezen eredmények elégtelen
antioxidans statuszra utalnak a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegekben, és
kifejezetten az elhizottakban ndvekszik meg az érelmeszesedés folyamatat gyorsitd oxidativ
stressz az alultaplaltakhoz képest. Eredményeink alatdmasztjak a kiindulasi hipotézisiinket,
miszerint a csokkent szérum PON1 paraoxondz és laktonaz aktivitds fokozhatja a kronikus
veseelégtelenségre jellemzd felgyorsult atherosclerosist, kiillondsen az elhizott hemodializalt

betegeknél.

Korabbi irodalmi adatok alapjan kozvetlen Gsszefliggés igazoldodott a testtomeg index (BMI)
¢és a kronikus veseelégtelenség kialakuldsa kozott, illetve Osszefliggést talaltak a BMI és a

57



kronikus vesebetegségek novekvo prevalenciaja kozott talsulyos és elhizott egyéneknél (157,
158). A vizsgalat soran mérsékelten emelkedett szérum kreatinin szintet észleltiink
betegeinknél a BMI fiiggvényében. Korabban azt feltételezték, hogy ez az emelkedés
kapcsolatban lehet a krénikus veseelégtelenség progresszidjaval hemodializalt betegben
(157); azonban mi nem talaltunk szignifikdns eltérést az elhizott €és az alultaplalt
betegcsoportok kozott a vesefunkcid tekintetében. Tovabba nem volt kapcsolat a BMI és a
szérum albumin szint kozott a hemodializaltakban, ami alatdmasztja a legijabb irodalmi
adatokat, miszerint az albumin nem megbizhatdé marker a taplaltsagi allapot becslésére

kronikus veseelégtelenségben és altalaban az idésebb pacienseknél sem (159, 160).

A leptin fiziologids szerepe a vesefunkcio kialakitdsdban egyelére még tisztdzatlan. Azt
gondoljuk, hogy potencialis szabalyoz6 szereppel bir az elektrolit kivalasztasban és szerepet
jatszik olyan korfolyamatok, mint az elhizds és az azzal Osszefiiggésben kialakuld
magasvérnyomas betegség kozotti kapcsolat kialakitasaban (113). Azt is megfigyelték, hogy a
hiperleptinémia a vesék mikroszkopos strukturalis valtozasaival jar elhizas esetén (109). A
leptint részben a vese valasztja ki és ezzel Osszefliggésben a veseelégtelenségben
szenvedoknél magasabb leptin koncentraciokat talaltak, korabbi tanulmanyunk azt igazolta,
hogy nem a hiperleptinémia felelds a csokkent PON1 paraoxonaz aktivitasért a hemodializalt
betegekben (114). Ezaltal a hiperleptinémia fliggetlen eldrejelzdje lehet a veseelégtelenség
progresszidjanak és fokozott kardiovaszkuldris kockazattal jarhat az elhizott hemodializalt

betegekben.

Korabbi irodalmi adatok azt mutattdk, hogy az oxidativ stressz és az allanddan jelenlévd
generalizalt kisfoktl kronikus gyulladas miatt fokozoédik az albuminuria és a renalis
diszfunkcio a veseelégtelenségben. Az alacsonyabb adiponektin szint szorosan korrelalt a

kronikus gyulladassal és az érelmeszesedéssel vesetranszplantacion atesett betegeknél (124);
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azonban mi nem talaltunk Osszefiiggést a szérum adiponektin szint ¢s a PON1 paraoxonaz

aktivitas kozott a hemodializalt veseelégteleneknél, taplaltsagi allapotuktol fiiggetlendil.

Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a PON1 paraoxonaz aktivitas indikatora lehet a
veseelégtelenség progresszidjanak mind az alultaplalt, mind az elhizott hemodializalt
betegekben. Kiilonb6z6 valtozok dsszefiiggéseit tobbszords regresszios analizissel vizsgalva
(életkor, BMI, HDL-koleszterol, hsCRP, ADMA, Ileptin, adiponectin, PONI1 laktonaz
aktivitas) azt talaltuk, hogy csak a PON1 laktonaz aktivitas, a leptin koncentracié és a hsSCRP

szint bizonyult a PON1 paraoxondz aktivitas fliggetlen eldrejelzdjének.

Ellentmondasos megfigyelésként egyes szerzok azt talaltdk, hogy a magasabb BMI
kedvezobb tuléléssel tarsul a talstlyos és az elhizott kronikus hemodializalt veseelégtelen
betegekben a normal stlytiakkal és az alultaplaltakkal szemben. A reverz epidemiologia tehat
a magasabb BMI jotékony hatasat feltételezi a kardiovaszkularis mortalitds szempontjabol
ezekben a betegekben (161, 162, 163). Ezt a jelenséget ,,reverz epidemiologianak™ nevezik és
az egyik leginkabb vitatott kérdés a hemodializalt betegek mortalitisanak vizsgalata
szempontjabol. Kiilonbozd vizsgalatok azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a malnutricio és a
gyulladas jelenléte (malnutricio-inflammacio-atherosclerosis komplex) megmagyarazhatja a

reverz epidemioldgia jelenségét a hemodializalt betegekben (162, 164, 165).
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6. Osszefoglalas

Vizsgéalatunk alapjan az antiatherogén PONI enzim aktivitdsdnak jelentds csokkenését
észleltiik kronikus veseelégtelenségben, ez a valtozas kifejezetten az elhizott hemodializalt
betegeknél volt megfigyelhetd az alultaplaltakhoz képest. Tekintettel arra, hogy ez ellentmond
a reverz epidemioldgia altal észlelt kedvezé mortalitasi adatoknak, tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a taplaltsagi allapot valddi hatdsénak tisztdzasara az elhizott és alultaplalt
vesebetegek kardiovaszkularis rizikdja szempontjabol. Egyre tobb irodalmi adat tamasztja ala
a kiindulasi hipotézisiinket, miszerint a PON1 enzim antioxidans tulajdonsagai a paraoxonaz
aktivitassal s nem a laktonaz aktivitassal allnak kapcsolatban (166, 167). Ezért vizsgaltuk
elsddlegesen a PON1 paraoxonaz aktivitas és a kronikus veseelégtelen betegek antioxidans
statuszanak Osszefliggéseit a taplaltsagi allapot fiiggvényében. Célunk volt, hogy igazoljuk a
PONI1 paraoxondz ¢€s laktonaz aktivitasainak valtozasat és 0sszefliggését az alultaplalt, normal
sulya és elhizott hemodializalt betegekben. Eredményeink azt mutattak, hogy a PONI1
paraoxonaz aktivitds megbizhatdé markere lehet a veseelégtelenség progresszidjanak az
érelmeszesedés szempontjabol. A legjobb tudomasunk szerint nem ismert specifikus
szubsztrat vagy enzim, mely befolyasolna a PONI1 laktonaz aktivitasat, viszont igazoltuk,
hogy a PON1 enzim laktonaz aktivitisa nem fiiggetlen a PONI1 paraoxondz aktivitasatol

kronikus veseelégtelen betegekben (156, 168).

Vizsgélataink soran az taldltuk, hogy a PONI1 enzim laktondz aktivitdsa egy 0j ¢és
potencialisan jol haszndlhatd faktor lehet a kardiovaszkuléris rizikd becslésére kronikus
veseelégtelenségben, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek még ezen enzimaktivitas
jelentdségének megitélésére mind a hemodializalt, mind a vesetranszplantélt betegeknél. Az

eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a magas homocisztein szint, az emelkedett
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ADMA koncentracio, a csokkent PON1 laktonaz aktivitas, ezaltal a homocisztein-tiolakton
hidrolizisének csokkenése az homociszteinilalt és oxidativan moddosult fehérjék szintjének
emelkedéséhez vezet a szervezetben, mely elésegiti a hemodializalt és vesetranszplantalt

betegekben az érelmeszesedés progressziojat (156, 168).

Summary

Our current study is the first account of the alteration of lactonase activity in ESRD patients.
Moreover, we showed in hemodialyzed and renal transplant patients that PON1 lactonase
activity correlates with paraoxonase activity, homocysteine levels and serum ADMA levels.
We conclude that hyperhomocysteinemia, elevated ADMA levels, reduced PONL1 activity and
decreased ability to hydrolyze homocysteine-thiolactone may lead to an increase in N-
homocysteinylated and oxidatively modified protein levels, which might contribute to the

accelerated atherosclerosis in uremic and renal transplanted patients.

Our results show significantly lower activities of the antiatherogenic PON1 in obese HD
patients compared to malnourished subjects. Despite our findings regarding the reverse
epidemiology for the mortality of HD patients, further studies are needed to reveal the real
effects of nutritional state on atherosclerosis in obese and malnourished CKD patients. There
is growing evidence in the literature to support our initial hypothesis that the antioxidant
properties of PON-1 enzyme are closely associated with PON1 paraoxonase activity and not
with lactonase activity. Therefore, in the present study we have primarily investigated the
relationship between PON1 paraoxonase activity and the antioxidant status in chronic kidney
disease depending on nutritional status. Our goal was to evaluate the alteration of PON1

paraoxonase and lactonase activities and their correlations with nutrition levels in
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malnourished, normal-weight and obese hemodialyzed patients. Our result suggests that
PONL1 paraoxonase activity may be a reliable marker regarding the progression of renal
failure in malnourished subjects compared with the obese hemodialyzed patients. To our best
knowledge, there is no specific substance or enzyme, which can determine the lactonase
activity of PON1 enzyme. Otherwise, we have shown in our previous study that the PON1
lactonase activity was not independent of PON1 paraoxonase activity in patients with chronic

kidneydisease.
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8. Roviditések, targyszavak és koszonetnyilvanitas

ADMA aszimmetrikus dimetilarginin

ANOVA varianciaanalizis

BMI testtomeqg index

CAPW centralis artérias nyomas hullamsebesség
CETP koleszterol észter transzfer protein
hsCRP high sensitivity C-reaktiv protein

CVE kronikus veseelégtelenség

DDAH dimetilarginin dimetilaminohidrolaz
ESRD végstadiumu veseelégtelenség

FPIA fluoreszcens polarizaciés immunassay
FRET fluoreszcens rezonancia-energiatranszfer
GFR glomerularis filtracios rata

GSH glutation

HD hemodializalt betegek

HDL nagy denzitasu lipoprotein

HTL homocisztein tiolakton

ICAM sejtek kozotti sejtadhézids molekula
LCAT lecitin koleszterol acil transzferaz

LDL kis denzitasu lipoprotein

MIA malnutricié-inflammacio-atherosclerosis
NO nitrogén-monoxid

oxLDL oxidalt LDL

PAFAH thrombocyta aktivalo faktor acetilhidrolaz
PETIA nefelometrias immunoturbidimetria
PON1 human paraoxonaz-1 enzim

PRMTs protein arginin metiltranszferazok

ROS reaktiv oxigén gyokok

SAH S-adenozil-homocisztein

SAMT S-adenozilmetionin metiltranszferaz

SD standard deviacio, a minta szorasa
SDMA szimmetrikus dimetilarginin

TNF-alfa tumor necrosis faktor-alfa

TRX vesetranszplantalt betegek

VCAM vaszkularis sejtadhézids molekulak
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