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ROVIDITESEK

CACT:
CAT:
CD:
CID:
COT:
CPT:
ESI:
HPLC:
IBD:
LCAC:

MCAC:

OCTN:
PS:
RA:
RFLP:
SCAC:
SNP:
SSc:
ucC:

Karnitinészterek jelolése: A karnitin-anyagcsere jellemzésekor a szabalyos kémiai, illetve trivialis
nevek mellett vagy helyett gyakrabban az egyes észterek roviditett neveit hasznaljak. Itt ,,C” és egy
szam jelenti a karnitinmolekuldhoz kapcsol6dé oldalldnc szénatomszamat, kettéspont €s szam a
telitetlen kotések mennyiségét poziciétdl fiiggetleniil, ,,DC” a kettds karbonsavakat (pl. glutarsav),
»OH” pedig a hidroxildciét. Pl. C18:2-OH 18 szénatomos, két kettds kotést tartalmazd és

karnitin-acilkarnitin transzlokdz (carnitine-acylcarnitine translocase)
karnitin-acetil transzferdz (carnitine acetyltransferase)
Crohn-betegség (Crohn’s disease)

iitk6z¢€s kivéltotta bomlds (collision induced decay)
karnitin-oktanoil transzferdz (carnitine octanoyltransferase)
karnitin-palmitoil transzferaz (carnitine palmitoyltransferase)
elektrospray ionizacié

nagynyomadsu folyadékkromatografia (high-pressure liquid chromatography)
gyulladdsos bélbetegség (inflammatory bowel disease)

hosszu szénldnci acilkarnitin (long-chain acylcarnitine)

kozepes szénlancu acilkarnitin (medium-chain acylcarnitine)
szerves kation transzporter (organic cation transporter)

anyaion vagy prekurzor ion pdsztdzas (parent scan)

reumds iziileti gyulladds (rheumatoid arthritis)

restriction fragment length polymorphism

rovid szénldncu acilkarnitin (short-chain acylcarnitine)

single nucleotide polymorphism

szisztémads szklerdzis (systemic sclerosis)

colitis ulcerosa (ulcerative colitis)

hidroxilalt zsirsav oldalldncot jelent. A szabad karnitint CO0 jeloli.



1. BEVEZETES

Az eukariota sejtekben az egyes szervecskék koenzimkészlete dltalaban egymastdl elkiiloniil, és
szabdlyozasuk szigordan 6nall6. Ezek 6sszekapcsoldsdhoz sziikség van olyan kisegitd molekuldkra,
amelyek ingajaratszerli mikodésiikkel szubsztritokat vagy atomcsoportokat széllitanak. Ilyen
molekula a karnitin is (3-hidroxi-4-N-trimetil-aminobutansav; 1. abra), amely a nevét a latin caro,
carnis f: his sz6bdl nyerte, mivel legnagyobb mennyiségben a hardntcsikolt és a szivizomban
talalhato.
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1. abra: A karnitinmolekula. |
CHj OH
1.1. A karnitin az anyagcserében

A karnitin vitaminszerl tdpanyag: kisebb mért€kben a szervezet is képes elddllitani a vesében és
a mdjban, donté mértékben mégis a tapldlékkal vessziik magunkhoz, melybdl féként a
vékonybélben szivodik fel. A legnagyobb raktdrak a mdjban €s az izmokban taldlhatok. A sejtbe
irdnyul6é karnitintranszportot az emberi szervezetben az slc22a (solute carrier 22) géncsalad
termékei, az OCTNI1 és OCTN2 szallitéfehérjék végzik. Az elsddleges, nagy affinitdsui
széllitéfehérje az OCTN2, amely minden, a karnitin forgalmaban jelentds sejt plazmamembréanjaban
megtaldlhat6: a bélhdmsejtekben a felszivast, a vesecsatorndcskakban a sziirlettel kivalasztott
karnitin igen jelentds mértékll (> 99%) visszatartdsat, az izomsejtekben a nyirokbdl vald felvételt
latja el. Az OCTN2-t kimutattdk a méhlepényben is, az anya és a magzat kozti karnitinforgalom
tehat igen valészinli. Az slc22a5 egyes muticidi a transzport zavarai révén sulyos szisztémds
betegséget, €letveszélyes allapotot, tn. elsddleges karnitinhidnyt eredményeznek, amely ordlis vagy
intravénds karnitinbevitellel jol kezelhetd.

A karnitin a hidroxilcsoport révén szdmos karbonsav jellegli vegyiilettel képes az
észterképzésre. ElsOrendli biokémiai feladata a hosszi szénldncd zsirsavak szdllitdsa a
citoplazmabdl a mitokondrium matrixdba, Osszekottetést teremtve a sejt két funkciondlis terének
koenzim A készlete kozott. A sejtplazmédban taldlhaté zsirsavakat eldszor az acil-koenzim A
szintetaz aktivdlja és kapcsolja a szabad koenzimhez. A folyamat tovabbi f6 1épéseit a 2. abra
szemlélteti.

A karnitin ezen kiviil is sokréti funkciot lat el a sejtekben, mint pl. a mitokondridlis koenzim A
készlet kimeriilésének megakaddlyozdsa, enzimhibdk vagy gydgyszerkezelés kovetkeztében
képz6dd mérgezd koztitermékek konjugdldsa és kiiiriilésének eldsegitése, kozremiikodés szdmos
lipid bioszintetikus 4atalakitdsdban, a peroxiszoma ¢és a mitokondrium anyagcseréjének
Osszekapcsoldsa.

A karnitin altal képzett észterek, csakiigy, mint a szabad karnitinmolekula, mind megjelennek a
vérben és a vizeletben is, ahol tobbféle moddszerrel kimutathatok és mérhetok. Részletes
karnitinprofil, vagyis az egyes karnitinészterek elkiiloniilt, megbizhat6, mindségi €s mennyiségi
jellemzése csak a tandem tOomegspektrometria alkalmazdsa o6ta lehetséges. A kordbbi,
radioenzimatikus moédszerek a szabad karnitin mellett tobbnyire csak a karnitinészterek kumulativ
mennyiségének (acilkarnitin, 6sszészter), valamint a kettd osszegének (6sszkarnitin) megallapitasit
tették lehetdvé. A zsirsavlebontds vagy az ahhoz kapcsol6dé biokémiai folyamatok zavarai
jellemzdéen modositjak a vérben keringd karnitinészter profilt. A karnitintranszport fehérjéit kodold
gének muticidi ugyancsak hatdssal lehetnek a vér karnitintartalmaéra.



2. abra. A Kkarnitin szerepe a mitokondrialis zsirsav-oxidacioban.
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1.2. A Kkarnitin és a terhesség

Az emberi Ujsziilott nagy mennyiségli zsirt raktiroz, amelynek felhalmozdédiasa zommel a
terhesség utols6 harmadédra esik. A magzati szovetekben ekkor egyre fokozdédik a de novo
zsirsavszintézis, ami nagymértékben az anya feldl érkez6 tdpanyagokra utalja a fejlédo szervezetet.
A terhesség sordn az anya anyagcseréje fokozatosan alkalmazkodik a magzat igényeihez: eldszor a
zsirraktarak feltoltddnek a taplalékbodl, majd a varandéssag késdi szakaszaban a lipidek lebontdsa
jellemzd. A keringd szabad zsirsavak szintje ugyan jelentésen megemelkedik, de csak korldtozottan
képesek atlépni a méhlepényen, ehelyett a majban ketontestekké alakulnak, és ebben a formédban
érik el a magzatot. Itt energiahordozoként és a lipidek felépitéséhez sziikséges anyagként is alapvetd
jelentdségiik van, mivel a magzati ketogenezis igen alacsony mértékii.

Az irodalomban kozolt adatok szerint a ndkben a szabad karnitin fokozatosan csokken a
varandéssdg alatt, mas publikdciokban pedig emellett szintén csokkend vagy véltozatlan Osszészter
szintet kozoltek. A terhesség alatt €s végén mért szabad karnitin, Osszészter és Osszkarnitin
szignifikdnsan alacsonyabb, mint a hasonlé kord, nem varandés nékben. A csokkenés dontd része
az elso trimeszterre esik, és az értékek a sziilés utdn néhdny héttel djra elérik a nem terhes ndkre
jellemzd szinteket. A valtozdsok hatterében tobbféle folyamat feltételezhetd, pl. a test
folyadéktartalmdnak emelkedése a terhesség soran, fokozott igény a karnitin irdnt (toxikus
acilcsoportok {iiritése), vagy intenzivebb transzport a fejldédé magzat felé. Rdadasul a terhesség alatt
mérhet6 magasabb acilkarnitin clearance ugyancsak a karos anyagok megndvekedett mértékii
eltdvolitdsara utalhat.

A karnitin a fejldd0 magzat szdmara is létfontossdgu, és a terhesség végsd szakaszdban
fokoz6dé mértékben raktarozodik a majban és az izomban. A méhlepényben kimutathaté mind a
zsirsav-oxidacié enzimeinek, mind az OCTN2 szallitoéfehérjének a jelenléte, ami egyrészt a placenta



sajat karnitin felhaszndldsat, méasrészt az aktiv transzportfolyamatokat igazolja. Az anyai vért és a
koldokzsinérvér karnitin-koncentracidit Osszehasonlitva tobbféle ellentmonddsos eredményt
kozoltek az irodalomban mind a szabad mind az észteresitett karnitin tekintetében.

1.3. Gyulladasos betegségek és a karnitin

Noha az immunolégiai kérképek tiinetei és patomechanizmusai igen valtozatosak, tobb esetében
is felmeriilt mar, hogy Osszefiiggésben allhatnak a karnitin-anyagcsere zavaraival. A szervezet
jelentds részét vagy egyes kulcsfontossagu szerveket érintd kronikus gyulladds megzavarhatja a
karnitinnal kapcsolatos metabolizmust, mésrészrdl pedig az elégtelen karnitinelldtds is hozzdjarulhat
koéros allapotok kialakuldsahoz.

Rheumatoid arthritis (RA). Els6sorban a kéz krénikus iziileti gyulladdsos megbetegedése,
mely a lakossdg kb. 1%-at sujtja, nékben halmozottan fordul eld. Szamos egyéb tiinet tarsulhat
hozz4, pl. izombantalmak, amelyeket az izomerd csokkenése kisér. Egy japdn csoporton végzett
vizsgalat sordn Osszefiiggést taldltak az RA és az slc22a4 gén egyik intronikus polimorfizmusa
(slc2f2; GenBank: rs3792876) kozott, ami felvetette a. karnitin rendszerrel valé kapcsolat
lehetOségét. A kérdéses nukleotidcsere a gén kifejezddését gatl6 RUNXI transzkripcids faktor
felismerOhelyében taldlhat6, és a szabdlyozoéfehérje er6sebben kotddik a mutdns allélhoz. A
RUNXI1 génjében szintén felfedeztek egy intronikus SNP-t (runx1; GenBank: rs2268277), amely az
el6zotdl fliggetleniil, ugyancsak szignifikansan tarsult a betegséggel. Az sic22a4 és az slc22a5 gén
tobb potencidlis felismerdhelyet tartalmaz a transzkripcids faktor szdmdra, igy felmeriilt, hogy a
karnitin transzportjanak moédosulésa is szerepet jatszhat a korfolyamatban.

Szisztémas szklerozis (SSc). Autoimmun kotOszoveti betegség, melyre altaldban fibrozis,
gyulladas és elzarédasos vagy atréfids érbantalmak jellemzok. A 70-es években a karnitin kezelés
jotékony hatdsat irtdk le a szisztémas szkler6zis egyes tiineteire. Tartds alkalmazds mellett a javulas
elsésorban a végtagiziiletek mozgékonysagit és a bor lazasagit érintette. A korabeli eltérd
terminoldgia, a kis esetszdmok és a kontrollok hidnya miatt azonban az eredmények nehezen
értelmezhetok. Ma a betegségnek két, klinikailag és szeroldgiailag nagyban eltérd altipusat
kiilonboztetik meg: a limitalt forma (ISSc) csak a bort érinti, a diffiz (dSSc) pedig egyes zsigeri
szerveket is. Egy ujabb rovid kozlemény szerint a szabad karnitin €s az Osszkarnitin szintje
szignifikdnsan kisebb a betegekben, de csak a difftiz altipus esetén, szemben a lokalizalt SSc normaél
értékeivel.

Gyulladasos bélbetegség (IBD). A bélnyalkahartya valtozé mértékben Kkiterjedt, krénikus
gyulladasa. Két korkép tartozik ide: a Crohn-betegség (CD) és a fekélyes vastagbélgyulladas (colitis
ulcerosa, UC). Mindkét betegség kérmechanizmusdban egyardnt szerepet jatszik az oroklott és a
kornyezeti hattér, vannak kozOs genetikai hajlamosité tényezdik, tovdbba egyes tiinetekben
eléfordulhatnak atfedések. Az 5q31 kromoszémaszakasz IBD5 I6kuszardl egyértelmiien, azoéta
tobbszor megismételve megéllapitottak, hogy a CD kialakuldsanak emelkedett kockazata tarsithato
hozza. Néhany kozleményben az UC-vel kapcsolatban is hasonlé eredményre jutottak. Az IBDS5
région belill helyezkednek el az OCTNI1 és 2 fehérjéket kodold sic22a4 és slc22a5 gének is, ami
felvetette a karnitinszallitas és az IBD kozotti funkciondlis kapcsolat gondolatét.

Az slc22a4 9-es exonjdban elhelyezkedd C1672T és az slc22a5 prométer régidjdban talalhatd
G-207C polimorfizmusok egyiittesen egy kockdzati haplotipust alkotnak, és a TC genotipus
szignifikdnsan gyakrabban fordul el a Crohn-betegekben. Ezt az6ta a legtobb ismétléses tanulmény
megerdsitette, és UC-vel kapcsolatban szintén sziilettek a TC haplotipus szerepét igazold, illetve
elvetd cikkek. A két varidns és az IBD betegségek kapcsolata tovabbi polimorfizmusoktdl is
fligghet, amelyek egy Kkiterjesztett kockdzati haplotipust hoznak létre. Ennek a haplotipusnak az
elemeirdl, igy az slc22a5 gén 2. intronjdban elhelyezkedd IGR2230a_1 SNP-r6l (GenBank:
rs17622208) is megallapitottdk, hogy szignifikansan tarsul a Crohn-betegséggel.
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A karnitin-anyagcsere és az IBD kapcsolatirdl eddig viszonylag keveset tudunk. A
hagyomanyos enzimatikus radiokémiai meghatarozdssal csokkent szabad €s Osszkarnitinszintet
mértek gyermek CD betegekben, valamint emelkedett hosszi szénldncu és Osszkarnitin, de
alacsonyabb szabad karnitin koncentraciét felnéttekben. Az slc22a TC haplotipus fibroblasztban
modosithatja az OCTN fehérjék kifejezodését és széllitoképességét, ami felveti a krénikus
gyulladdssal Osszefiiggd funkciondlis zavar lehetdségét. Tomegspektrometrids karnitin profil
vizsgalat sordn néhdny észter szintjének kisebb mértékii megvaltozasat tapasztaltidk CD betegek
plazmdjéaban, ami fiiggetlen volt a TC haplotipustdl, vagy annak elemeitol.

A vastagbél hamsejtjeinek fontos energiaforrdsat jelentik a rovid szénldnci zsirsavak
karnitinészterei, els6sorban a butiril-karnitin, melynek anyagcseréje UC-ben zavart szenved. A
klinikai vizsgdlatok alapjdn a rovid szénldancu zsirsavakat tartalmazé bedntések javitottak egyes
kéros tiineteken, propionil-karnitin alkalmazdsa pedig szintén hatdsosnak bizonyult. Az utébbinak
kettds jotékony hatésa is lehet, mivel a propionsav energiahordozoként szolgdlhat, a karnitin pedig
egyrészt a vajsav lebontdsanak sebesség-meghatarozo eleme, masrészt csokkentheti azt az oxidativ
stresszt, amely vélhetden az UC kdérmechanizmusaban is szerepet jdtszik. Patkdny modellben a
kisérletesen kivaltott vastagbélgyulladds sordn csokken az OCTN2 kifejezddése, és ennek
kovetkeztében a vajsav oxiddcidja is, ami karnitinkezeléssel visszafordithat6. A butiril-karnitin
bélben torténd felszivodasdnak nagy affinitast széllitéfehérjéje éppen az OCTN2, igy az sic22a5
gént érintd valtozdsok befolydsolhatjdk ezt a folyamatot. A tomegspektrometrids vizsgélatok
eredménye hasonlé volt, mint a Crohn-betegség kapcsan; a csokkent SCAC szint a megfeleld
zsirsavak korldtozott elérhetdségét tikkrozheti.

2. CELKITUZESEK

Munkank sordn ESI tandem tomegspektrometria alkalmazdsdval a kovetkezd kérdésekre
kerestiink vélaszt:

® Hogyan valtozik a terhes anyakban a karnitinprofil a varand6ssag masodik felében?

e Milyen a koldokzsinérvérbdl vizsgédlhaté karnitinprofil az djsziilottek édesanyjahoz és nem
terhes n6khoz viszonyitva?

® Van-e korreldcié a magzati és az anyai karnitinészterek, illetve a szabad karnitin mennyisége
kozott?

e Milyen kovetkeztetésekre juthatunk az eredményekbdl a magzati és az anyai karnitinforgalom
kapcsolatarol?

e Milyen hatdssal van a rheumatoid arthritis a betegek karnitinprofiljdra az egészséges
kontrollokkal 6sszevetve?

e A kockézati faktornak vélt slc2f2 és runxl polimorfizmusok befolydsoljak-e a karnitinhaztartast
a betegekben €s a kontrollokban?

e Milyen hatdssal van a szisztémds szklerdzis a betegek karnitinprofiljara az egészséges
kontrollokkal 6sszehasonlitva?

® Van-e jelentdsége az SSc altipusainak a karnitin-anyagcsere szempontjabol?

e Befolydsolja-e az IGR2230 genotipus a karnitinprofilt, a karnitin anyagcseréjét IBD betegekben,

illetve egészséges kontroll személyekben?



3. MODSZEREK

3.1. A vizsgalatokban résztvevo személyek.

A munkdnk sordn mintat adé személyeknél kizarhaté volt az els6dleges karnitinhidny, a méj, a
vese, az endokrin szervek betegsége, a keringési vagy az idegrendszer szisztémds megbetegedése,
tovabba - a vizsgélt betegcsoportok kivételével - kiterjedt gyulladds. A rheumatoid arthritisban,
illetve szisztémds szkler6zisban szenvedok mintdi a Pécsi Tudomdnyegyetem Immunoldgiai és
Reumatoldgiai Klinikdjardl, a terhes anydk és gyermekeik mintdi pedig az egyetemiink
Gyermekgyodgyaszati Klinikdjardl érkeztek. Az IBD betegeket a Pécsi Tudomédnyegyetem 1. szamu
és a Semmelweis Egyetem II. szdmu Belgydgyaszati Klinikdjan kezelték. Mivel az aktudlis
tdplalkozas jelentdsen befolydsolhatja az egyes karnitinészterek koncentracioit a testfolyadékokban,
minden személytél éhgyomri vért vettiink le a reggeli 6rdkban, kivéve természetesen a sziil6 anyak
és a koldokzsinorvér esetében. Az altalunk vizsgdlt személyek részletes felvildgositds mellett
beleegyezésiiket adtdk mintdik felhaszndldasdhoz a kutatdsban. Munkank sordn mindvégig a Pécsi
Tudomanyegyetem Altaldnos Orvostudoméanyi Kardnak Etikai Bizottsiga dltal megallapitott
szabdlyokat €s az irdnyad6 nemzetkozi egyezmények eloirdsait kovettiik.

Terhes anya program. A kisérletekbe bevont 37 anya egy a lipid-anyagcsere valtozasaira és a
taplalkozasi kiegészitOk hatdsdra irdnyult nemzetkozi kutatdsi egyiittmiikodés (NUHEAL)
résztvevéije volt. Eletkoruk 29,0 + 0,9 év (atlag + SEM), testtomegiik a 20. terhességi héten 68,8 +
2,0 kg volt A terhesség sordn a résztvevok testi paramétereit, klinikai és laboratériumi eredményeit,
életviteliik és tdplalkozasuk fontos jellemzOit részletesen rogzitették. A sziilés koriilményeit, az
Ujsziilottek orvosi és laboratériumi kivizsgdldsanak eredményeit, valamint tapladlkozasi sajatsagait
egészen a 24. hétig ugyancsak feljegyezték.

A sziilések komplikdciomentesen zajlottak: hisz fid (54%) és tizenhét lany (46%) jott vilagra,
ikerterhesség nem volt (sziiletési kor 36,7 + 0,3 hét, hossz 50 + 1 cm, testtomeg 3,24 + 0,08 kg). Az
Apgar pontszdmok normadlisak voltak. Hat korasziilés tortént, de a terhességi id0 ndluk is
meghaladta a 35 hetet. A gyermekek koziil hisztol rendelkeztiink koldokzsinér-vérmintdval.

Kontrollként 22 egészséges, atlagos tdplalkozasd, korban illeszkedd (28,5 + 1,4 év) nem
varandés nd csoportja szolgalt, akiknél nem meriilt fel fogamzasképtelenség. A terhes anya
programban alvaddsgétolt vérbdl nyert plazmat hasznaltunk mintdnak.

Rheumatoid arthritis. Az American College of Rheumatology szempontjai alapjan betegnek
diagnosztizalt 209 személytdl (169 nd, 40 férfi; életkoruk 57,3 + 1,0 év) allt rendelkezésre DNS
minta; 73 %-uk pozitiv volt rheumatoid faktorra is. A kontroll csoport 217 egészséges, hasonld
életkord személybdl allt (122 nd és 95 férfi; életkoruk 56,5 + 0,7 év), akiknek kortorténetében
barmely szisztémds betegség - kiilonosképpen iziileti gyulladds - kizdrhaté volt. Valamennyi
betegtdl €s 142 kontroll személytdl rendelkeztiink éhgyomri szérum mintdval a karnitin vizsgdlat
elvégzéséhez.

Szisztémas szklerdzis. 107 beteg (95 nd és 12 férfi; életkoruk 53,8 + 1,1 év) szolgaltatott
szérum mintdt a vizsgadlatokhoz; a betegség kovetése sordn nyert klinikai és laboratériumi
informdciokat adatbdzisban rogzitették. A pacienseket lokalizalt és diffiz SSc alcsoportokba
soroltdk (78, illetve 29 {6). Kontrollként az el6zdekhez hasonldéan kivédlasztott 47 egészséges
személy (32 n0 és 15 férfi; életkoruk 51,7 £ 2,1 év) mintdjat hasznaltuk.

IBD. Részletes klinikai €s szOvettani vizsgdlattal diagnosztizalt 200 CD (103 nd és 97 férfi;
életkoruk 39,4 + 1,0 év) és 246 UC beteg (138 no és 108 férfi; életkoruk 44,0 + 1,0 év), illetve 187
egészséges személy (81 nd és 106 férfi; életkoruk 37,7 + 0,8 év) DNS mintdjit hasznaltuk a
munkdank sordn. Koziilik 76 Crohn-beteg, 43 UC beteg és 45 kontroll személy éhgyomri plazma
mintdjabol tudtunk karnitin profilt mérni.



3.2. Genotipus meghatarozas

Az IBD betegek és kontrolljaik IGR2230a_1 genotipusdnak meghatdrozasa PCR-RFLP alapt
modszer segitségével tortént. A kérdéses polimorfizmus koriilotti szakasz felsokszorozasdra az 5’
CAG AAG AAT GCC CTT GAT GTG 3’ forward és az 5 TCA GAA GCT GTC CAT CCC AC 3’
reverse primereket hasznaltuk, amelyek egy 438 bp hosszisidgi terméket fogtak kozre. A
reakcidelegy 50 ul végtérfogati volt, 2 egység Taq polimerdzt, 5 pl reakciépuffert (100 mM Tris-
HCI, pH 9,0; 500 mM KCI, 15 mM MgCl,), minden dNTP-b6l 200 puM-t, a két primerbdl 0,2-0,2
uM-t valamint 1 pg genomi DNS-t tartalmazott. MJ Research PTC-200 késziilékben 35 ciklust
alkalmaztunk a kovetkezd hoprogramon: elddenaturicié - 2 perc 95°C, denaturécié - 30 s 95°C,
primerkotédés - 30 s 54°C, szintézis - 30 s 72°C, utdlagos lanckiegészités - 5 min 72°C. A
keletkezd amplikont Ddel enzimmel emésztettiik 37°C-on éjszakan 4t, és a hasitdsi termékeket 1 %
agardz gélben futtattuk etidium-bromid festés mellett. A vad tipusi G allél esetén 122, 128 és 188
bp, az A allél esetében pedig 128 €s 310 bp méretli sdvokat kaptunk.

3.3. Tomegspektrometria

A vérbdl centrifugdldssal (3.000 rpm, 15 perc) nyertiik ki a szérumot vagy a plazmét, amelyet
felhasznalasig -80°C hdmérsékleten taroltunk. 10 pul vortexeléssel homogenizélt mintét sz{irOpapirra
cseppentettiink és 2 6ran 4t hagytuk beszaradni. A képzddott foltot pontosan kivagtuk a papirbdl és
200 ul metanolba helyeztiik, amely belsd standardként a kovetkezd, deutérium-izotoppal jelolt
anyagokat tartalmazta: 0,76 wmol/l 2H3—1<arnitin, 0,04 umol/l 2H3—pr0pionil—karnitin, 0,04 pumol/1
*H;-oktanoil-karnitin és 0,08 pmol/l *Hs-palmitoil-karnitin. Enyhe rdzatds mellett 20 percig
inkubdltuk, majd a folyadékot 1j csObe pipettaztuk, és N, dramlds alatt 40°C-on beparoltuk.
Hozzdadtunk 100 pl izobutanol-HCl (3M) elegyet és 65°C-on dllni hagytuk 15 percig, majd az
elézdek szerint djra bepdroltuk szaradadsig. A keletkezd szdrmazékokat acetonitril és viz 80:20
térfogat-szdzalékos elegyében oldottuk fel.

Egy Waters 2795 HPLC késziilék biztositotta a 80:20 térfogat-szdzalékos acetonitril-viz eluens
folyamatos, 100 pl/perc sebességli dramlédsit, amelybe a mintdkbdl 10 pl-t fecskendeztiink be (flow
injection lizemmodd). A méréseket egy Micromass Quattro Ultima tandem quadrupole
tomegspektrométer késziiléken végeztiikk, melyet elektrospray ionforrdssal szereltiink fol. A
karnitinszarmazékokbodl jellemzden egy 85Da molekulatomegli, pozitiv toltésii részlet hasad ki,
ezért 85 m/z anyaion pésztazas lizemmoddot hasznéltunk pozitiv ion médban.

Minden mérés 4 percig tartott és 78 fliggetlen pasztazasbdl allt, ahol az els6 analizator a 200-
550 m/z tartomdnyon haladt végig, a mdasodikat pedig az emlitett fragmentum tomegméretére
allitottuk be. A mérésekhez és a szamitdsokhoz a MassLynx 4.0 szoftvercsomagot hasznaltuk. A
kapillaris hdmérséklete 100°C volt, a porlasztashoz (70 1/perc) és az eluens elpéarologtatisahoz (400
I/perc, 350°C) nitrogéngdzt haszndltunk, az iitkozési géz argon volt. Az optimalizalt
kapillérisfesziiltség, konuszfesziiltség és iitkozési energia értékei rendre 2,5 kV, 55V, illetve 26 eV
voltak.

3.4. Statisztika

Minden mintat hdromszor mértiink le egymds utdn, és ezek dtlagit tekintettik egy mérési
eredménynek. A kiilonb6z6 csoportok karnitin eredményeinek Osszehasonlitdsara a Student féle #-
teszt parositatlan véltozatat, az azonos személyek kiillonb6zd 1ddpontokbdl szarmazo eredményeihez
pedig a parositott tesztet hasznaltuk. A szignifikancia hatarértéke 0,01 volt. A Kkorreldcié
elemzéséhez a Pearson féle kétvaltozos tesztet alkalmaztuk, a genotipusok eloszldsdanak
vizsgélatidhoz pedig a y* tesztet; a szignifikancia hatdrértékét mindkét esetben 0,05-nél allapitottuk
meg. A szamitdsokat Excel, illetve SPSS 11.5 programokkal végeztiik.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES
4.1. A karnitin a terhességben

4.1.1. Karnitinprofil a terhesség mdsodik felében

A szabad karnitin koncentracidjdban szignifikans csokkenést tapasztaltunk a 20. és 30. hét
kozott, amely a tovabbi szakaszban méar nem valtozott. Az észterek koziil a kozepes szénlancuak
enyhe, a hosszi lancuiak erdteljesebb emelkedést mutattak; a valtozds dontd mértékben a 30. hét és
a sziilés kozti szakaszban kovetkezett be. Hasonléan viselkedett az acetilkarnitin, a tobbi rovid
lanci észter pedig lényegében valtozatlan maradt. A folyamatok ereddjeként az Osszesitett
észterszint ugyancsak szignifikdnsan megnétt az utolsé 10 hétben, az Osszesitett karnitinszint pedig
eldszor lecsokkent, majd visszadllt az eredeti dllapotra.

A sziiléskor mérhetd szabad karnitin €s észter koncentrdcidk szinte mind szignifikdnsan
alacsonyabbak voltak a nem terhes ndk vérplazmadjaban talélt értékeknél, kivéve a hosszu szénldncu
észtereket, amelyek az anydkban voltak magasabbak. Az 0Osszészter €s Osszkarnitin szintje
ugyancsak az anydkban volt szignifikdnsan alacsonyabb.

A karnitinprofil szdmszeri adatai és a szignifikdns kiilonbségek az 1. tablazatban lathatok.

terhes anya (n=37) kontroll ujszilott
20. hét 30. hét sziilés (n=22) (n=20)
Osszkarnitin| 27,27 +1,46 T 2438%1,35§ 27,17 £+1,20| 43,93 +2,12§] 33,18 +2,59§*
Cco 19,61 +1,25§ T 16,72 £ 0,93 16,75+ 0,90 27,90 + 1,42 §| 20,00 £+ 1,30 *
acilkarnitin 7,66 £ 0,36 § 7,67+0598§ 10,42 +0,54| 16,04 £ 0,88 §| 13,19 £ 1,54
SCAC
C2 6,24 £0,32 § 6,30+056§ 8,48 +0,49| 13,76 £ 0,80 §| 11,24 £ 1,56
C3 0,11 £ 0,01 0,10 0,01 0,10 £0,01| 0,20+0,01§| 0,22+0,02§
c4 0,26 + 0,01 0,24 + 0,01 0,24 £0,01| 0,33+0,01§| 0,32+0,02§
C5 0,07 £ 0,01 0,07 0,01 0,07 £0,01| 0,14+0,01§| 0,14+0,02§
Cc6 0,06 £ 0,01 § 0,07 £ 0,01 0,07 £0,01| 0,10+0,01§| 0,11 +0,018§
MCAC
C8:1 0,06 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,08 £0,01| 0,08 0,01 0,08 0,01
c8 0,05 +0,01§ 0,05 % 0,01 0,07 £0,01| 0,13+0,01§| 0,05+0,01§*
C10:1 0,04 £0,01§ 0,05 £ 0,01 0,06 £0,01| 0,13+0,01§| 0,04+0,01§*
C10 0,05 +0,01§ 0,06 % 0,01 0,07 £0,01| 0,15+0,01§| 0,04 +0,01§*
LCAC
C16 0,07 £ 0,01 § 0,07+0,01§ 0,13+0,01| 0,12+ 0,01 0,15 0,01
C18:2 0,08 £ 0,01 § 0,08+0,01§ 0,16+0,01|] 0,11+0,01§]| 0,12+0,01§
C18:1 0,11 £0,01 § 0,11+0,01§ 0,24+0,01] 0,15+0,01§]| 0,12+0,01§
Cc18 0,07+0,018§T 005+0,01§ 0,09%0,01| 0,08+0,01 0,07 £ 0,01

T: p< 0,01 vs. 30. hét  §: p< 0,01 vs. sziilés  *: p< 0,01 Gjsziilott vs. kontroll
1. tablazat: Plazma karnitinprofil a terhesség kiilonb6z6é idépontjaiban, kontroll nékben és

koldokzsinorvérben (umol/l; atlag + SEM)



A korabbi radioenzimatikus mddszerek alapjdn az az egyszerlsitett kép alakult ki, hogy a
karnitinmetabolitok szintje egységesen siillyedd tendencidt mutat a terhességben. Eredményeink
szerint a folyamatok ennél Osszetettebbek, és a terhességre sajatosan jellemzd karnitin-
anyagcserérol beszélhetiink. A varandossag alatt fokozatosan csokken a szabad és az észteresitett
karnitin, de az utolsé szakaszban a hosszu szénlancu észterek és az acetilkarnitin szintje djra
emelkedésnek indul, vagy legaldbbis a sziiléskor magasabb, mint a 30. héten. A terhesség utols6
heteiben a lipolizis és a zsirsavak lebontdsa fokozddik az anyai szervezetben, és ez megndvekedett
karnitinigénnyel tarsulhat, ami alacsonyabban tarthatja a szabad karnitin szintjét. A mi
eredményeink Osszhangban dllnak ezzel a gondolattal, hiszen a terhesség végén éppen a hosszi
lanct zsirsavak oxiddcidjaval kapcsolatos észtercsoport szintje emelkedik meg. Véleményiink
szerint tehdt a vdranddssdg sordn megvaltoz6 profil a karnitinhdztartds sajatsdgos atalakuldsat
tilkrozi, amelyben minden bizonnyal szerepe van az anyai szervezet fokozott zsirsav-
felhaszndldsdnak is. Emellett az is ismeretes, hogy a sziilés sordn csokkend inzulinszint mellett a
gliik6zon kiviil a szabad zsirsavak koncentracidja is jelentdsen megemelkedik az anya vérében. A
méhdsszehtizddasok fokozott és hosszan tarté izommunkdja ugyancsak a fokozott zsirsav-lebomlas,
s ennek kovetkeztében a jellegzetes karnitinészter profil alapja lehet.

4.1.2. Karnitinprofil az vjsziilottekben

A koldokzsinorvérben a szabad karnitin €s a rovid szénlancu észterek szintje szignifikdnsan
magasabb volt, mint az édesanydkban, a kozepes és hosszi szénldncu észtereké pedig tobbnyire
alacsonyabb. A nem terhes kontroll n6khoz viszonyitva az tjsziilottekben az acetilkarnitin nem
szignifikdnsan, az 6sszkarnitin, a szabad karnitin és a kozepes hosszisagu €szterek szignifikdnsan
alacsonyabb, a rovid és hosszi lancu észterek pedig nagyjabdl hasonlé koncentracidban voltak jelen
(1. tablazat). Igy az djsziilttkori karnitinprofil nagymértékben egyedi mintdzatot képvisel, amit
kiillonbdz6 korcsoportok vizsgélataval teljes vérbdl is igazoltak.

Megvizsgaltuk az anydk és ujsziilotteik kozott az egyes karnitinmetabolitok szintjének
korrelédcidjét is. A leger0sebb Osszefiiggést a szabad karnitin mutatta, ezen kiviil szignifikans pozitiv
korrelacié adddott a C8:1, C18:1 és C18:2 esetében is. Az irodalmi adatok szerint tobbnyire
felfedezhet6 pozitiv korrelacid szabad karnitin, 6sszészter és Osszkarnitin esetére, vagy csak szabad
karnitinra, mig masok nem taldltak szignifikans Osszefiiggést.

A vérandés anya és fejlodo gyermeke kozti élénk anyagforgalomban a karnitin is részt vesz. Az
anyai és a koldokzsinérvér karnitintartalmat illetden az irodalom sok tekintetben ellentmondésos,
ami megneheziti az adatok értékelését. Ugyanigy az anya és a magzat kozti karnitinforgalom,
valamint a magzat, illetve a méhlepény karnitin-anyagcseréje még korantsem tisztazott minden
részletében. A szabad és az acilkarnitinszintben egyesek nem taldltak kiilonbséget a koldokzsinér
artérids és vénds vére kozott, mashol a koldokzsindr artéridban magasabb szabad karnitin szintet
mértek, mint a véndban. Ezek az eredmények inkdbb amellett szdltak, hogy a magzatban (legalabbis
kozvetleniil a sziilés ideje koriil) a karnitinhoz kapcsolt anyagcsere intenzitdsa még nem jelentds.

Ezt tdmasztotta ald az a kordbban altalanosan elfogadott nézet, hogy a magzat elsGsorban
gliik6zt hasznosit taplalékként, és a zsirsavak lebontdsa nem jelentOs a sziiletés elott. Azota kideriilt
azonban, hogy a magzati, sOt, az embriondlis szOovetekben is kifejezO0dnek a zsirsav-oxidacid
enzimei, bar aktivitdsuk joval a felndttkori értékek alatt marad, a magzati keringésben pedig jelen
vannak a karnitinészterek, noha alacsonyabb koncentridciéban, mint a sziiletés utdn. Ezeket az
eredményeket azonban egyelére Ovatosan kell értelmezni, mivel kisszdmu post mortem minta
vizsgdlatabol szarmaznak.

Az mindenesetre bizonyosnak latszik, hogy roviddel a sziilés utan a terhesség alatt felhalmozott
zsirok vélnak az djsziilott f0 energiaforrdsdva, és a szervezet a gliikkdzégetésrdl jorészt a zsirsavak
oxid4cidjara all at. Mivel ebben az idOszakban a taplalékbevitel még gyakran csekély, az utdd
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megfeleld karnitinellatottsaga kulcsfontossaguva valik, €s a karnitinprofil is jellemzd véltozasokon
megy at. Szamos karnitinészter szintje jelentésen megemelkedik a vérben, majd néhany hét alatt
ujra lecsokken. A sziiletés idején mi sem talaltunk fokozott zsirsavlebontasra utal6 jeleket a magzati
karnitinprofilban, ami azt jelentheti, hogy az ujsziilott mdjanak idore van sziiksége a zsirsavak
felhasznalasara valo atallashoz, a mdj szénhidratkészleteinek csokkenésével parhuzamosan. Ezt az a
megfigyelés is aldtdmasztja, hogy a sziiletés utdn a folyamatos tdplalékellatastol hirtelen
megfosztott Ujsziilottben a szabad zsirsavak koncentridcidja igen hamar, néhdny Ora alatt
megemelkedik, azonban ezt csak késObb (1/2-1 nap) koveti a ketonszint novekedése.

A karnitinellatds mar az utdd fejlodése szamara is nélkiillozhetetlen, a karnitin pedig a terhesség
utolsé szakaszdban egyre nagyobb mennyiségben raktarozédik a magzati mdjban és az izomban. A
magzat és az Ujsziilott sajat szintetikus kapacitdsa karnitinra nézve valdsziniileg meglehetdsen
korlatozott, amit az is aldtdmaszt, hogy teljes parenterdlis taplalds mellett a plazma karnitinszintje
jelentdsen leesik. A karnitinszintézis képessége vélhetdleg egyes magzati szovetekre és a
méhlepényre korlatozédik. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a magzati és a sziiletéskor mért
karnitinszintek nagymértékben az anyai értékektol fiiggenek, amit a korrelacidos vizsgdlatok
eredménye a szabad karnitin esetében meg is erdsit. A transzport pontos mechanizmusa még nem
ismert teljes mértékben, de a nagy affinitdsu karnitintranszporter OCTN?2 fehérje a méhlepényben is
kifejezddik; emellett a széles szubsztratkorii ATB(0,+) szdllitéfehérje is széba jon. Ezek a tények
azt az elméletet latszanak igazolni, hogy a magzat elsddleges karnitinforrdsa az anya, és az alacsony
szintli magzati €s placentdlis szintézis mellett aktiv transzporttal jut at a karnitin az utdd
keringésébe.

Az OCTN?2 jelenléte egerekben sziikséges a karnitin placentdban és magzatban torténd
felhalmozddasahoz. A placenta egyik alapvetd energiaforrdsit a zsirsavak jelentik, a béta-oxidacio
enzimrendszere itt is megtaldlhat6 és aktiv. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a méhlepénybdl
visszajutd karnitinészterek is hozzdjarulhatnak az anyai vérben tapasztalhatd emelkedéshez. A
magzati €s az anyai karnitinészterek szintje kozti kiilonbségek jelentdsek, de heterogének, és
lényegében nem figyelhetd meg korrelacio a kettd kozott. A kérdést neheziti, hogy a terhes ndben, a
placentdban és a magzatban 1évo eltérd anyagcsere-allapotok, valamint a karnitinnak és észtereinek
mindkét irdnyd forgalma egyiittesen hatdrozzdk meg a vérben mérhetd koncentracidkat. A
magzatbdl az anyai keringésbe visszajutd észterek mennyisége és jelentdsége, korélettani szerepe
napjainkban is tudomdnyos vita targya.

4.2. A karnitin és az immunbetegségek

4.2.1. Rheumatoid arthritis

A betegek és a kontrollok teljes csoportjainak karnitinprofiljat 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk,
hogy az elobbieknél tobb észter és a szabad karnitin esetében is kismértékli csokkenés tortént, ezek
koziil a C3, C4, C8:1 és C18:2 érte el a statisztikai szignifikanciaszintet. Rendelkezésiinkre élltak a
betegek és a kontrollok slc2f2, illetve runxl SNP genotipus eredményei is. Az egyes genotipus
csoportok karnitinészter profiljai kozott a betegeknél egyetlen esetben taldltunk eltérést: a runx/
polimorfizmusndl a hordozok szignifikdnsan magasabb szabad karnitinszinttel rendelkeztek, mint
akik nem hordozék. A kontrollokndl ugyanez forditott volt: a homozigéta hordozdk szabad
karnitinja alacsonyabb volt a tobbiekénél. Az eredmények azt jelzik, hogy a vizsgélt allélokra
specifikus eltéréseket a karnitinészter profilban nem taldltunk. A betegek a kontrollokhoz képest
elhanyagolhaté mértékben csokkent észterszinteket mutattak. Mas szerzOk hasonld kis mértéki
csokkenésrol, illetve emelkedésrol szamoltak be RA esetében.
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4.2.2. Szisztémds szklerozis

Munkénk sordn mindkét alcsoportba tartozd betegek, illetve korban illeszkedd, egészséges
kontrollok karnitinprofiljat vizsgaltuk szérumban (2. tablazat). Statisztikailag szignifikdns
csokkenést taldltunk a betegekben C2, C8, C10:1, C10 esetében, novekedést pedig a C5 és C6
észterek szintjében a kontrollokhoz képest. Az Osszesitett észter és karnitin koncentracidk
ugyancsak szignifikdns csokkenést mutattak. A szabad karnitin szintje statisztikailag nem
kiilonbozott az egyes csoportokban. A kozepes szénldncu észterek (C8-C14) Osszesitett értéke
szignifikdns csokkenést mutatott a betegekben. A hosszid szénldncu észterek (C16-C18) esetén
ugyanez volt tapasztalhatd, de kisebb mértékben.

A kozepes és hosszabb szénldncu telitett €s modositott acilkarnitinek mennyisége csokkent a
betegek vérében, ezért elképzelhetd, hogy az SSc kisebb mértékben érinti a karnitin
transzportfunkcidjat. Az egyik lehetséges célpont a CPT-I enzim, amely a zsirsavlebontds egyik
sebesség-meghatiroz6 eleme. Szisztémds gyulladdsos 4dllapotokban a CPT-I gatlodik a
szivizomban, példaul szepszisben vagy ischaemia/reperfusio sériilés esetén.

A koncentraciok megvaltozasa csekély mértékii volt, igy kizdrhato, hogy elsddleges tényezdként
ez allna a korfolyamatok hatterében. A karnitinészter szintek ilyen irdnyu és fokud eltolédésait
azonban eddig egyetlen ismert és vizsgélt koros vagy élettani allapotban sem talaltdk, igy az
altalunk megfigyelt profil betegség-specifikusnak tekinthetd. A szabad karnitin egészséges szintje

osszes beteg | limitalt SSc diffuz SSc kontroll
(n=107) (n=78) (n=29) (n=47)

osszkarnitin 46,31 £ 0,74 46,91 £ 0,88 |44,67 +1,42 |48,78 + 1,46
co 33,41 £0,59 |33,64£0,67 |32,75%1,27 |31,81 £0,99
acilkarnitin 12,90 + 0,27 § 13,27 £+ 0,33 §{ 11,92 + 0,39 § | 16,97 * 0,64

SCAC
C2 9,96 + 0,23 §|10,30 £ 0,29 §| 9,04 + 0,34 §| 13,78 * 0,56
C3 0,27 £ 0,01 0,28 £ 0,01 0,26 £ 0,01 0,31 £ 0,01
C4 0,47 + 0,01 0,46 + 0,02 0,50 + 0,03 0,43 + 0,02
C5 0,34 + 0,01 §| 0,34 + 0,01 §| 0,33 x 0,02 0,29 £ 0,01
C6 0,19 + 0,01 §| 0,19 £+ 0,01 §| 0,19 + 0,01 §| 0,16 £ 0,01

MCAC
C8:1 0,07 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,06 + 0,01 0,08 + 0,01
C8 0,12 £+ 0,01 §| 0,13 +0,01§| 0,12 +0,01 §| 0,17 £ 0,01
C10:1 0,10 + 0,01 §| 0,11 £+ 0,01 §| 0,09 + 0,01 §| 0,14 £ 0,01
Cc10 0,14 £ 0,01 §| 0,14 £ 0,01 §| 0,13 £0,01 §| 0,20 £ 0,01

LCAC
C16 0,12 £ 0,01 0,12 £ 0,01 0,12 £ 0,01 0,14 £ 0,01
C18:2 0,11 + 0,01 0,11 £ 0,01 0,10 + 0,01 §| 0,13 + 0,01
C18:1 0,21 £ 0,01 0,20 £ 0,01 0,21 £ 0,01 0,23 £ 0,01
C18 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,08 + 0,01 0,09 + 0,01
MCAC 6sszesen| 0,63 +0,03§| 0,66 + 0,03 §| 0,57 £+ 0,04 §| 0,85 + 0,05
LCAC dsszesen | 0,55 + 0,01 §| 0,55 +0,02§| 0,54 +0,03§| 0,65 % 0,03

§: p <0.01 vs. kontrol

2. tablazat: SSc betegek és kontrollok szérum karnitinprofilja (umol/l; atlag + SEM)
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azt mutatja, hogy a karnitin transzportja €s elérhetdsége nem karosodik. Eredményeink igy nem
tdmogatjadk az az elképzelést, hogy szisztémds szklerdzist gyakran kisérd felszivodasi zavarok
kapcsolndk Ossze a betegséget a karnitin-anyagcsere megvaltozdsaval, illetve, hogy a szabad
karnitin hidnya miatt csokkent antioxiddns védohatds alakulna ki, ami azutdn megemelné a
szabadgyokok mennyiségét, vagy hogy ugyanez a hidny zavart okozna a citokinek hat4saban, illetve
a limfocitdk aktivédldsdban.

A betegség altipusait kiillon megvizsgalva hasonlé megallapitasokat tettiink, tovabba a diffuz
altipusban szenvedéknél a C18:2 statisztikailag szignifikdns csokkenését észleltiik. Eszrevehetd volt
ugyanakkor, hogy a 1SSc betegek értékei az esetek tobbségében kozelebb voltak a kontroll
eredményekhez, mint a dSSc betegekéi. Limitdlt SSc mellett a kozepes szénlancu észterek
Osszesitett értéke is 1ényegesen kozelebb volt a normél szinthez, mint a diffiz SSc-ben; a hosszu
szénldncuiakndl ez a kiilonbség elhanyagolhat6 volt. Bar a limitalt és a diffiz SSc klinikailag eltérd
korfolyamatot jelentenek, a karnitinprofiljuk 1ényegében igen hasonlé volt, ami arra utal, hogy a
valtozdsok eredete kozos lehet. Ezért a mi eredményeink nem tdmasztjdk ald azt az elképzelést,
mely szerint a diffuz forma esetén a szabad és az Osszkarnitinszint szignifikdnsan csokken, a
lokalizalt SSc mellett pedig véltozatlan marad.

Ismeretes, hogy a szisztémds szkler6zis mintegy 8-10-szer gyakrabban fordul el6 ndkben,
férfiakban pedig a betegség kifejezddése sokszor sulyosabb. Vizsgalataink sordn nem &llapitottunk
meg nemre jellemzo eltéréseket a betegek karnitinprofiljaban. Ugyancsak nem taldltunk sajdtos
eltéréseket azokndl, akiknek tiido-, sziv- vagy nyel6csé-érintettségiik volt.

Minthogy karnitinhidnyos allapotrdl nincs sz0, nehéz felbecsiilni egy karnitinkezelés esetleges
eldny0s hatdsait. Az eldzetes vizsgélatok biztatéak abbdl a szempontbdl, hogy a kiviilrdl bejuttatott
tobblet karnitin taldn dnmagdban is alkalmas bizonyos folyamatok kedvezd irdnyba terelésére, de a
betegség 1ényegét tekintve az igazan jelentds eredmény kérdéses.

4.2.3. Gyulladdsos bélbetegség (IBD)

Elvégeztiik az IGR2230a_1 genotipus meghatarozdsat a felndtt magyar lakossdg korébol 200
CD és 246 UC betegben, illetve 187 egészséges kontroll személyben. A gyakorisdgi adatok
Osszhangban allnak a mdshol k6zolt értékekkel. Mindhdrom csoport Hardy-Weinberg egyenstlyban
volt. A mutalt A allél el6forduldsi gyakorisdga €s hordozéasi ardnya magasabb volt a betegekben,
mint a kontrollokban, a homozigétik aridnya pedig az UC betegek kozott volt magasabb. A
statisztikai elemzés sordn nem taldltunk szignifikdns eltérést egyik csoportban sem a kovetkezd
0sszehasonlitdsok mellett (3. tablazat):

vad tipusu allél (G) — mutans allél (A) gyakorisaga,

hordozdék (AG + AA) — nem hordozdk (GG) gyakoriséga,

homozigéta vad tipus (GG) — homozigéta mutans allél (AA) gyakorisiga.

IGR2230 CD betegek UC betegek Kontrollok
genotipus (n = 200) (n = 246) (n =187)

n % n % n %
GG 47 235 70 284 59 31,6
AG 112 56,0 120 48,8 89 47,6
AA 41 20,5 56 228 39 20,8
A allél gyakorisag 48,5 47 1 446

3. tablazat: slc22a5 IGR2230a_1 genotipusok Crohn- és UC betegekben, illetve kontroll
személyekben
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A negativ eredmények hatterében tobbféle ok is lehet, amely magyardzatul szolgdlhat. Mivel az
egyes csoportok kozott az azonos kategoéridk gyakorisagi értékei nem kiilonboznek jelentdsen,
vélhetden a genotipus és a betegség kozti tdrsulds is kismértékli, amelynek érzékenyebb
kimutatdsdhoz nagyobb szdmu személy mintdjat kell megvizsgdlni. Maga az IBD Gsszetett hatter(i
és kialakuldsu betegség, raadasul az IBDS szakasz funkcionalis feltérképezését és a fenotipushoz
val6 finomabb hozzarendelését célzé erdfeszitések mindeddig nem hoztak kovetkezetes,
ellentmonddsmentes eredményeket. Ezt részben az is magyarazhatja, hogy az etnikai vagy foldrajzi
kiillonbségek nagyban befolydsolhatjdk a vizsgalatok kimenetelét. Tovabb bonyolitja a képet, hogy
mind a CD, mind az UC tobbféle fenotipus heterogén, egymdssal is atfedd csoportja, ami az esetek
egy részében téves diagndzishoz is vezethet, kiillonosképpen vastagbél-érintettség esetén. Ennek
hatterében valdsziniileg az all, hogy az egyes betegek eltérd kockazati allélkészlettel rendelkeznek,
ami nagyban befolydsolja a korkép adott megjelenési formédjat. Ez alapjan fogalmazddott meg olyan
vélemény, hogy az IBDS5 szakasz ,,fenotipus-specifikus” médon tarsul a Crohn-betegséghez, és ezt
is tovabbi genetikai varidnsok médosithatjak.

Tandem tomegspektrometria segitségével megvizsgaltuk a CD és UC betegek, valamint az
egészséges kontroll személyek karnitinészter profiljait az IGR2230a_1 genotipus szerinti
alcsoportokban. Kivédncsiak voltunk, hogy ez a SNP, befolydsolva az slc22a5 gén milkodését,
hatdssal van-e a karnitin anyagcseréjére. Egyetlen statisztikailag szignifikdns eltérést taldltunk: az
UC betegeknél a hordozdékban jelentdsen lecsokkent a C2 szint. A szabad karnitin koncentracidja
mindenhol normélis volt, ami megfeleld karnitin ell4tottsagra utal.

Kovetkeztetésiink szerint az IGR2230a_1 polimorfizmus nem jelent 6ndllé6 kockazathordozé
tényez6t az IBD kialakulésat tekintve a magyar népesség korében, de ennek a megallapitdsnak az
érvényességét meg kell vizsgdlni nagyobb mintaszam mellett is. Tovabba azt is kijelenthetjiik, hogy
az IGR2230a_1 genotipusnak nincs értékelhetd hatdsa a karnitin anyagcserére sem az IBD
betegekben sem az egészséges kontroll személyekben.

4.2.4. A karnitin és az immunbetegségek kapcsolata

A karnitin-anyagcsere és az immunrendszer miikodése kozti kapcsolat lehetdésége mar régen
felmeriilt, a rendelkezésre all6 ismeretek mégis szorvanyosak és bizonytalanok. A Kkordbbi
vizsgalatokban enzimatikus radiokémiai meghatarozas, illetve genetikai, klinikai informacidk
alapjan probaltak meg feltarni az Osszefiiggéseket. A karnitin hatdsa valdszinlileg tobb ponton
érvényesiilhet; példaul alapvetden érinti az immunsejtek energiahasznositdsat a hosszilancu
zsirsavakbol, ami kulcsfontossdgi a sejtmembrian szerkezetének és a sejt életképességének
fenntartasdhoz. Csokkent triglicerid €s emelkedett szabad zsirsav szintet taldltak tobbek kozott
rheumatoid arthritises és IBD betegekben, ami felvetette a lipid-anyagcsere zavardnak €s a karnitin
rendszer érintettségének lehetdségét is. Patkanykisérletekben a karnitin csokkentette a reaktiv
szabadgyokok képzodését az immunsejtekben, €s helyredllitotta a neutrofil granulocitdk és a
makrofagok hanyatlé aktivitdsat az idés allatokban. Karnitinkezeléssel fokozhaté volt bizonyos
fehérvérsejtek stimuldlt szaporoddsa és kemotaktikus aktivitdsa is. AIDS betegségben a periférids
mononukledris sejtek karnitintartalma alacsonyabb, mint az egészséges személyekében. Klinikai
tanulmdnyokban tobbek kozott igazoltdk, hogy karnitinkezelés mellett lecsokkent a nyiroksejtek
apoptozisa €s az oxidativ stressz, gatlodott a gyulladasi citokinek, a Fas/FasL és a kaszpaz-1
kifejez0dése. Tomegspektrometrids méréseken alapulé vizsgédlatok alapjdn a karnitinprofil
jellegzetes véltozdsokat mutathat a bélcsatorna egyes gyulladdsos megbetegedései soran.

Fontos feladat lenne tisztdzni a karnitin szerepét az immunoldgiai folyamatokban, illetve egyes
immunbetegségek kialakuldsdval kapcsolatban, valamint feltarni terdpids alkalmazdasi lehetdségeit
és jelentdségét, kiilonos tekintettel az immunvélasz folyamatos hanyatldsdnak ellenstlyozdsira az
oregedés sordn. Az eddigi eredmények alapjan dgy tlinik, hogy a karnitin gyakorolhat bizonyos
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modosité hatdst egyes immunfolyamatokra, mésrészt egyfajta sejtvédd szerepkorben a heveny
gyulladdsok sordn keletkez0 oxidativ melléktermékek mennyiségének, és mind az immunsejtek,
mind a parenchimalis sejtek apoptozisdnak csokkenését eredményezheti. Mindezt fokozott
Ovatossaggal kell azonban kezelni, hiszen a viszonylag kisszdmu in vitro, illetve klinikai adat
korlatozott kovetkeztetéseket enged meg az emberi szervezetben ténylegesen és in vivo mutatkozé
jelenségekkel kapcsolatban. Az a lehetdség sem zarhat6 ki, hogy a betegben esetleg tobbféle okbdl
(felszivas, szintézis) megzavart karnitinellatds mdsodlagosan a mitokondrium-miitkodés €és az
oxidativ anyagcsere éltalanos leromlasét idézi el6, tovabb sulyosbitva az immunrendszer allapotét, s
a karnitinnal val6 kezelés erre kifejtett kedvezd hatdsa tlinhet gy, mintha az alapbetegség bizonyos
jellemzdire gyakorolna jétékony befolyast.
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5. OSSZEFOGLALAS

° A terhesség 30. hete és a sziilés kozott az acetilkarnitin, tovdabbd a kozepes és hosszi
szénldncu észterek szintje szignifikinsan megemelkedett, a szabad karnitiné pedig a 20. és 30.
hét kozott lecsokkent. A terhes ndk észterszintjei €s szabad karnitinja szignifikdnsan
alacsonyabb a hasonl6 kord nem terhes nékénél, kivéve a hosszu ldncu észtereket, ahol forditott
a helyzet. A részletek egy Osszetett, dinamikus képet mutatnak a terhesség alatti karnitin-
anyagcserérdl, amelyet a régebbi moddszerekkel nem volt méd megismerni. Véleményiink
szerint a karnitinprofil megvéltozasa egyrészt a karnitinkészletek intenzivebb felhasznéldsat,
masrészt az anyai zsirsavlebontds fokozodasat tiikrozi a terhesség mdsodik felében, illetve a
sziilés soran.

o Az ujsziilottek koldokzsinorvérében egyedi karnitinprofilt taldltunk, amely mind az anydkétol,
mind a nem terhes nokétdl, mind pedig az egyéb ismert profiloktdl eltér. Az anya és a magzat
karnitinmetabolitjai koziil a szabad karnitin szignifikdns pozitiv korrelaciét mutatott. A magzati
szabad karnitinszintnek az anyainal magasabb értéke, valamint a pozitiv korreldci6 arra utalnak,
hogy mivel a magzatban a karnitin szintézise valosziniileg csekély mértékli, az anya aktiv
transzportmechanizmusok révén biztositja a magzat karnitinellatasat. Itt az OCTN2 fehérje
szerepe nyilvanvalonak létszik.

o Mivel a koldokzsindrvér karnitinprofilja jelentosen eltér a néhdny napos ujsziilottekétdl, a
valtozasok irdny4bdl arra kovetkeztetiink, hogy a sziiletést kovetden metabolikus atallds megy
végbe a szénhidratégetésrol a zsirsavak oxidacidjara.

° A rheumatoid arthritis 4ltaldban a betegek karnitinmetabolit koncentracidinak kismértékii
csokkenését okozza az egészséges kontrollokhoz képest. A valtozasok mértéke semmiképpen
sem all ardnyban egy sulyos korfolyamat kivéltdsaval. Az egyes SNP genotipusok ugyancsak
nem mutattak kiilonbséget a karnitinprofil tekintetében, igy a vizsgélt allélvaridnsok hatdsat a
karnitin-anyagcserére nem igazoltuk.

° A szisztémds szklerézisban szenvedd betegekben sajitos, eddig le nem irt karnitinprofilt
taldltunk, melyet elsOsorban az acetilkarnitin és a kozepes ldnchosszisdgu észterek, kisebb
mértékben a hosszi lancu észterek csokkent értékei jellemeznek az egészséges kontrollokhoz
képest. A szabad karnitin szintje megtartott volt, ami nem igazolja a szdllitds zavardnak, vagy
sulyos malabszorpcié éltal okozott karnitinhidnynak a szerepét a patomechanizmusban. A
csOkkent észterszintek dsszefliggésben allhatnak a zsirsav-oxidacié mérséklodésével.

. Az SSc Kkétféle altipusa kozott nem taldltunk jelentds mértékii kiillonbségeket a
karnitinprofilban. Ezért egyrészt a valtozasok kozos eredetét feltételezziik, masrészt ugy véljik,
hogy a klinikai altipus nincs lényeges hatdssal a karnitin-anyagcserére.

o Nem sikeriilt igazolni, hogy az IGR2230a_1 genotipus befolyasolnd a karnitin profilt akar CD
vagy UC betegekben, akdr egészséges kontrollokban, ugy tlinik tehét, hogy ez a SNP nincs

hatéssal a karnitin anyagcserére az OCTN2 fehérje kozvetitésével.
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professor emeritusanak, aki lehetové tette szdmomra az elhelyezkedést és a kutatomunkdt az
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Mirtatdl, akik a tomegspektrometrids méréseket végezték. Kiilon szeretnék koszonetet mondani
Zentai Piroskdnak az Immunoldgiai és Reumatoldgiai Klinika, valamint dr. Jakobik Viktoridnak és
Marosvolgyi Tamdsnak a Gyermekgydgydszati Klinika részérdl.

Ugyancsak szeretném héldmat kifejezni sziilleimnek és feles€égemnek, akik nemcsak az itt
bemutatott munkdk, hanem egész eddigi padlydm sordn mellettem 4dlltak, mindenben tdmogattak,
megteremtették szimomra a szeretet €s biztonsag nélkiilozhetetlen 1égkorét.
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