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Roviditések jegyzéke

8-OHdG: 8-hidroxi-6-dezoxiguanozin

8-OHG: 8-hidroxiguanidin

apo A-I: apolipoprotein A-I

apo B: apolipoprotein B

apo J: apolipoprotein J

Aryl: arilészteraz

BMI: body mass index

CETP: koleszterin észter transzfer protein

CRP: C-reaktiv protein

EtBr: etidium-bromid

FMLP: formyl-Met-Leu-Phe

FRET: fluoreszcencia rezonancia energia transzfer
GC-MS: gas chromatography- mass spectrometry
HDL: high-density lipoprotein

HPLC: high performance liquid chromatography
ICAM-1: intracellular adhesion molecule 1
IFN-y: interferon gamma

LCAT: lecitin koleszterin aciltranszferaz

LDL: low-density lipoprotein

LMP agaroz: alacsony olvadaspontl agardz
LOXA-1: lecitin-like oxidized LDL receptor
MCP-1: monocyte chemotactic protein 1
M-CSF: makrofag kolénia stimulalé faktor
MM-LDL: minimally modified LDL

NCEP: National Cholesterol Education Program
NMP agaréz: normal olvadaspontu agardz

NO: nitrogén monoxid

NOS: NO szintetaz

PAFAH: platelet-activating factor acetil hidrolaz



PCR: polimeraz lancreakciod

PDGEF: platelet-derived growth factor

PMA: forbolmirisztat acetat

PMNLSs: polimorfonuklearis leukocitdk

PON: paraoxonaz

PPAR-y: peroxisoma proliferator-activated receptor gamma
PUFA: tobbszordsen telitetlen zsirsav

RFLP: restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
SCGE: single cell gel electrophoresis

ssDNA: egyszala DNS

TBARS: thiobarbitursav reaktiv anyagok
TGF-B: transforming growth factor beta

Tm: olvadaspont

VCAM-1: vascular adhesion molecule 1

VLDL: very low-density lipoprotein



I. Bevezetés

A kardiovaszkularis betegségek vezetd helyen dllnak a morbiditasi és mortalitasi
statisztikakban, ezért az atherosclerosis pathomechanizmusanak megismerése kiemelkedd
jelentdségli. Az atherosclerosis kialakulasaban az egyik legfontosabb rizikotényezd a
hypercholesterinaemia, ezen beliill kiemelkedd jelentésége van az LDL-nek. Az
érelmeszesedés kezdeti 1épése a “fatty streak™ laesio kialakuldsa, melyet az LDL oxidativ
moédosulésa indit el. Az LDL foszfolipidjeinek hosszl szénlancu, tobbszordsen telitetlen
zsirsavjai oxidalodnak, melynek kovetkeztében a foszfolipaz A2-re érzékenyebbé valnak.
A foszfolipaz hatasara képzddd zsirsavak érzékenyebbek az oxidaciora, igy az LDL-ben
oxidativ lancreakcid jon létre, melynek végeredménye az LDL {6 apolipoproteinjének, az
apoB100-nak a degradacidja. Az oxidalt LDL-t a macrophagok és macrophag-szerii
sejtek az Uin. scavenger receptoron keresztiil képesek felvenni, igy a sejtekben koleszterin
felhalmozodéasat gatld negativ feedback elmarad, melynek kovetkeztében a sejtek
koleszterin tartalma jelentdsen megnd, és un. foam sejtekké, vagy masnéven habos
sejtekké alakulnak. Az oxidalt LDL képes a nuklearis transzkripcios faktor, az NFkB
aktivaciojara is, melynek eredményeként a monocyta kemotaktikus peptidek és adhézios
molekulak expresszidja fokozddik, elésegitve az atherosclerosis folyamatat.

A szervezet szamos endothel-véd6 mechanizmussal rendelkezik. Az NO képes gatolni az
antioxidansok (ubiquinol-10, alfa-tocoferol, béta-karotin, stb.) képesek megvédeni az

apoB-t a lipid-peroxidacidval szemben.



A lipid peroxidacié soran a tObbszordsen telitetlen zsirsavak reaktiv szabadgyokok
hatasara tobb Iépésen keresztiil peroxi, hidroperoxi, alkoxi ill. alkil gyokokké, majd
aldehiddé vagy ketonnd, és hidroxi-savva alakulnak. Ezek mindegyike képes DNS
szaltorést, DNS-protein keresztkotést, ill. DNS adduktot 1étrehozni, ezaltal genotoxikus
hatast kifejteni.

A lipoprotein partikulumok koziil a HDL képes géatolni az atherosclerosist. Ez a gatlo
hatas részben a HDL altal biztositott reverz koleszterin transzporttal magyarazhato,
masrészt a HDL-hez kotott antioxidans hatassal. Ezért az antioxidans hatasért jelentOs
részben a HDL-hez kotott észter hidroldz, a paraoxonaz (PON) felelds, mely féleg az
apolipoprotein Al és apolipoprotein J komponensekhez kotdédik. A PON gatolja a réz-
indukélta LDL oxidéciot, valamint az oxidalt LDL ¢és a lipidek indukalta gyulladasos
valaszt az artériafalban. Kordbbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a lipidanyagcsere
zavaraval jaro korképekben, példaul diabetes mellitusban, kronikus veseelégtelenségben
¢s vesetranszplantaciot kovetden, valamint familidris hypercholesterinaemiaban a HDL-
hez kotott paraoxondz aktivitas csokken.

Szamos PON polimorfizmus ismert, melyek kozil a Glnjo->Arg (Q->R) és a Leuss-
>Met (L->M) a legfontosabb. Amikor a 192-es helyen glutamin van jelen az enzimben,
akkor az aktivitds alacsony, ha ugyanebben a pozicidoban arginin van, akkor atlagban
nyolcszor nagyobb aktivitds figyelhetd meg. Az enzim aktivitadsat els6sorban a 192-es
pozicidban észlelt polymorphizmus hatirozza meg, mig az 55-6s pozicidban 1évo
polymorphizmus az enzim mennyiségét befolyésolja.

Nem tisztdzott, hogy hyperlipidaemias betegeknél a csokkent antioxidans kapacitas és a

szérumban nagy mennyiségben jelenlévo lipidek hogyan befolyasoljak az oxidativ stressz



hatdsara kialakuld DNS-karosodast. Kordbban nem vizsgaltdk a paraoxonaz esetleges
preventiv szerepét az oxidativ DNS-kérosodasra. A két leglényegesebb paraoxonaz
polimorfizmus meghatdrozasat tobbnyire PCR, majd restrikcidés enzimekkel torténd
hasitast kovetden elvégzett restrikcios fragmenthossz analizis segitségével végezték. Bar
ezen modszerek széles korben elterjedtek, id6- és munkaigényesek, ¢és szamos
hibalehetéséget hordoznak a nemspecifikus PCR termékek jelenléte miatt. Ezért
szlikséges Ujabb technikak alkalmazasa, korszeri, gyors ¢és hatékony modszer
kifejlesztése ezen antioxidans hatassal rendelkezd enzim leggyakoribb genetikai

valtozatainak meghatarozasara.



11. Irodalmi attekintés

1. Az LDL oxidacio szerepe az atherosclerosis kialakulasaban

1.1 LDL oxiddcio

Az LDL lipidfrakcioja a tobbi lipoprotein részecskéhez hasonloan két részre oszthato:
magja koleszterin-észtert és trigliceridet, mig a kiilsé kopeny foszfolipideket, elsdsorban
lecitint, szfingomyelint ¢s lizolecitint, valamint koleszterint tartalmaz. A fehérje frakcio
legfontosabb eleme az LDL {6 apolipoproteinje, az ApoB-100. Az LDL zsirsav-
tartalmanak tobb mint fele tobbszordsen telitetlen zsirsav (PUFA), foként linolénsav,
valamint arachidonsav. Ezen PUFA-k szabadgyo6kok altali oxidativ karosodasa ellen az
LDL partikulumhoz asszocialt alfa-tokoferol, karotinoid, ubiquinol, stb. védd hatést fejt
ki. Az LDL oxidacigjdban fémionok, lipoxigenazok, myeloperoxidazok és reaktiv
nitrogén gyokok jatszanak szerepet. A fémionok, pld. a Fe*" és a Cu’" hatasira az
endogén antioxidansok kimeriilését kovetden a telitetlen zsirsavak gyors oxidacidjaval
lipid hidroperoxidok, majd reaktiv aldehidek képzddnek. Ezek a lizin gyokok pozitiv
toltésti e-amino csoportjaval reagalva az LDL t6ltését negativ iranyba toljak el, igy az
nagyobb affinitassal kotddik a scavenger receptorokhoz (1). A lipoxigenazok koziil a 15-
lipoxigenazt az endothelialis sejtek, valamit monocytdk és makrofagok termelik. A
tobbszordsen telitetlen zsirsavakat hidroperoxidokka alakitjak, taltermelddésiik korai
érelmeszesedéshez vezet LDL-receptor deficiens egerekben (2). A myeloperoxidazokat
aktivalt makrofagok termelik, melyek reaktiv gyokoket képeznek, pld. hypoklorossavat
(HOCI), kléraminokat, tirozil gyokoket, valamint nitrogén-dioxidot (NO;), melyek
oxidaljak az LDL lipid- és fehérje-komponenseit (3). A nitrogén-monoxidot (NO), mely

gatolja a Cu®" altal indukalt LDL oxidaciot, szamos vaszkularis sejt termeli. Aerob



koriilmények kozott nitritté  alakul, mely fiziologids koncentracioban gatolja a
myeloperoxidaz altali LDL oxidéciot, az alkoxil és peroxil gyokok megkotésével pedig
antioxidans hatdst fejt ki. Szuperoxid anionnal reagalva viszont peroxinitritté alakul
(ONOQO), mely hidroxil gyokokon keresztiil oxidalja az LDL-t (4). A peroxinitrit szintén
képes oxidalni a tetrahidrobiopterint, mely az NO szintetaz (NOS) fontos kofaktora,

ezaltal csokkenti az NO termelést (5).

1.2 A scavenger receptorok szerepe az oxidalt LDL felvételében

A mobdosult, igy az oxidalt LDL-t a makrofagok ¢és makrofag-szeri sejtek az un.
scavenger receptorokon (SR) keresztiil nagy mennyiségben, gyorsan és kontrollalatlanul
képesek felvenni. A scavenger receptorok tobb osztilyba sorolhatok. Az A4 osztalyba
sorolt SR-A az oxidalt LDL felvételén keresztiill fontos szerepet jatszik az
atheroszklerotikus  plakk kialalkuldsdban. Expresszigjadt a monocytdkban és
makrofagokban a M-CSF (makrofag kolonia stimulaloé faktor) fokozza, mig az INF-y
(interferon gamma), TGF-f (transforming growth factor beta) ¢s PPAR-y (peroxisoma
proliferator-activated receptor gamma) ligandjai gétoljak (6). A B osztilyba tartozd
CD36-ot thrombocytdk, monocytak, endothelidlis sejtek, valamint adipocytdk
expresszaljak. Az oxidalt LDL-hez kb. hdromszor nagyobb affinitdssal kotédnek, mint a
nativ LDL-hez (7). A CD68, vagy macrosialin egy makrofagok és dendritikus sejtek altal
expresszalt scavenger receptor, melynek pontos szerepe a humdn atherosclerosis
folyamatdban még nem tisztdzott, &m egerekben a minimalisan oxidalt LDL fokozta a
macrosialin expressziojat (8). Az Un. lecitin-like oxidized LDL receptor (LOX-1)

elsdsorban az endothelidlis sejteken, kisebb mértékben simaizom sejteken és



makrofagokon expresszalodik. A LOX-1-en keresztiili oxidalt LDL felvétel a lipidek
gyors felhalmozodéasédhoz vezet, valamint endothel aktivaciot és diszfunkciot indukal (9,

10).

1.3 Az oxidalt LDL szerepe az atherosclerosis kialakuldasaban

Az oxidativan modosult LDL az atherosclerosis kezdeti szakaszdnak tobb fontos
eseményében is 1ényeges szerepet jatszik.

A fatty streak kialakulasanak elsd 1épése a makrofagok adhézidja és infiltracidja az
érfalba. A makrofagok az oxidalt LDL nagy mennyiségii kontrolldlatlan felvétele és
tarolasa kovetkeztében habos sejtekké alakulnak at. A mérsékelten oxidalt LDL fokozza
né¢hany adhézidés molekula, igy az intracellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) és a
vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1) expresszigjat (11, 12). A minimally modified
LDL (MM-LDL) eldsegiti a monocyta proliferaciot és differencidciot is az M-CSF
endothel sejtek altali termelésének fokozasaval (13). Az oxidalt LDL fokozza a monocyta
infiltraciot az érfalba (14). Mindezek hatdsara a monocytdk motilitasa csokken,
kitapadasuk ¢és bejutasuk a keringésbdl a szubendothelidlis térbe fokozodik. Az
atherosclerosis progresszidja soran a simaizomsejtek fenotipusa megvaltozik, melynek
hatasara az érfal intima rétegébdl a mediaba vandorolnak, ahol proliferalnak, ndvekedési
hormonokat, exracellularis matrix glycoproteineket és metalloprotedzokat termelnek (15).
Az oxidalt LDL az endothel és simaizomsejtek PDGF (platelet-derived growth factor)

crer

felhalmozodasa és a simaizomsejtek migracioja €s proliferacidja kdvetkeztében az intima
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elvékonyodik, ami az artériafal vazodilatativ kapacitdsanak csokkenésé¢hez vezet. Az
oxidalt LDL az NO szintézis gatlasaval érosszehtizo hatast fejt ki, és fokozza az
endothelidlis sejtek endothelin expresszidjat (17, 18). Az endothelialis és simaizomsejtek
apoptozisa az arterioszklerotikus plakk rupturdjanak egyik oka. Ennek hatterében az
oxidalt LDL oxiszterol-tartalma allhat, mely képes apoptdzist indukdlni a MAP ¢és
Jun/SAP kinaz rendszeren keresztiil, valamint fokozza a p53 termelést (19). Az
endothelidlis funkcié zavardhoz fokozott thrombocyta-aggregacio ¢és karosodott
fibrinolitikus funkcié tarsul. Az oxidalt LDL a NO termelés csokkenésével, a
prosztaciklin (PGI,) termelés gatldsaval, valamint egyéb prosztaglandinok termelésének

crer

fokozasaval hozzdjarulnak a thrombocytdk fokozott mértékli adhézidjdhoz és
ezzel az alvadasi kaszkddot, ugyanakkor csokkenti a thrombomodulin transzkripciot,

ezaltal prokoagulans hatasu (21, 22).

2. A HDL preventiv szerepe az atheroszklerdzis kialakulasaban

2.1 HDL szerkezete

A HDL 70-100 A 4atmérdjli, 50%-ban lipidek, 50%-ban fehérjék altal alkotott
makromolekularis komplex, molekulatomege 200-400 kDa. A lipid-frakcido 32%-ban
koleszterin-észtert, 5%-ban szabad koleszterint, 55%-ban foszfolipidet és 8%-ban
trigliceridet tartalmaz. A fehérje-frakciot 70%-ban ApoAl, 20%-ban ApoA2, 10%-ban
egyéb fehérjék alkotjak. Ultracentrifugalassal a HDL legalabb két tovabbi frakcidra
bonthaté. A “kénnyebb” HDL2 relative gazdag lipidekben, és kevesebb fehérjét tartalmaz

a “nehezebb” HDL3-hoz képest. Az apolipoprotein-tartalom alapjan megkiilonbdztetiink
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kizarolag 4 db ApoAl-et (HDL2), 2 ApoAl-et és 2 ApoA2-t tartalmaz6é (HDL3),
valamint apoE-ben gazdag HDL-t. Ez utébbi HDL frakcié “kdnnyebb”, mint a HDL2. A
két £6 apolipoprotein, az ApoAl és az ApoA2 a majban szintetizadlodik. Az apoAl-et a
vékonybél is szintetizalja kisebb mennyiségben az ApoA4-el egyiitt (23). A méjsejtekben
¢és a bélhamsejtekben az ATP binding casette transporter ABC1 képes megkotni a szabad
apolipoproteineket, pld. az ApoAl-et, és foszfolipid, valamint koleszterin hozzaadaséaval
lapos, korong alaktl nascens HDL-t képezni, mely foként apoE-t és apoC-t tartalmaz. A
keringésben a periférias sejtekbdl a lecitin koleszterol aciltranszferdz (LCAT) hatdséra a
HDL koleszterin észtert vesz fel, ezzel kialakul a még mindig korong alaki HDL3. Ez
tovabbi koleszterin észter felvételével gomb alaka HDL2-vé alakul, mikézben az apoE
tartalma apoAl-re cserélédik. A HDL2 egy kisebb része ismét HDL3-mé alakul a
hepatikus lipaz hatdsara, nagyobb része a koleszterin észter transzfer protein (CETP)
segitségével a koleszterin észter tartalmat a VLDL ¢és IDL részecskéknek adja at, vagy

kozvetleniil a majba juttatja az SR-BI receptorokon keresztiil. (24).

2.2 A HDL érelmeszesedeést gatlo hatdsa

Az atherosclerosis kezdeti 1épéseként monocytdk belépnek a keringésbdl a szubintimalis
térbe, majd a makrofagga alakult monocytdk felveszik az oxidalt LDL-t scavenger
receptoraikon keresztiil. Az igy felvett koleszterin és koleszteril észter fehalmozodasanak
hatasara azok habos sejtekké alakulnak 4t. A HDL tobb ponton képes gatolni ezt a
folyamatot. Kozvetlen hatast fejt ki az érfalra, mivel gatolja a monocytdk a VCAM-1 és

ICAM-1 altal medialt endothelidlis adhézidjat (25). Gatolja az LDL retencidjat és

crer
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fejt ki (26). Fokozza a koleszerin kijutasat a habos sejtekbdl, mely a keringésen at a
majba jut (reverz koleszterin transzport) (24). Eldsegiti az endothel sejtek altal termelt
anti-thrombocyta eikozanoid, a posztaglandin I, (prostacyclin) képzését, csokkentve ezzel

a thrombocyta aggregaciot, igy az atheroszklerotikus plakk progressziojat (23).

2.3 A HDL antioxidans hatdsa

A szérum HDL koncentracid és az érelmeszesedés kozotti negativ korrelaciot szamos
multicentrikus vizsgalat bizonyitotta. A HDL érelmeszesedést gatld hatasanak tisztdzasa
intenziv kutatasi teriilet a mai napig. Az eddigi eredmények alapjan a reverz koleszterin-
transzportban jatszott kozponti szerepe, valamint az érfalra gyakorolt direkt
atheroprotektiv hatdsa mellett kiemelt jelentdséggel bir a HDL antioxidans hatasa,
melyért jelentds részben a HDL-hez kotott enzimek feleldsek. Koziiliik legjelentdsebb a
humén paraoxonaz-1 (PON1), de joval kisebb mértékben néhany egyéb HDL-hez kotott
enzim pld. platelet-activating factor acetil hidroldz (PAFAH), lecitin-koleszterol
aciltranszferaz (LCAT) és az apolipoprotein Al (ApoAl) is hozzajarul a HDL lipid
peroxidaciot gatlo hatdsdhoz. A HDL antioxiddns hatdsahoz hozzédjarul a lipid
hidroperoxidok eltdvolitisa az LDL-bdl, azok elszallitisa a mdajba a reverz
transzportmechanizmus részeként, valamint egyes prooxiddns hatdsi atmeneti fémek

megkdtése (27).
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3. A paraoxonaz

3.1 A human paraoxondz-1

A humén paraoxonéaz-1 (PON1) egy 345 aminosavbol felépiild, 43 kDa molekulasulya
fehérje. Szerkezete emldsokben meglehetdsen konzervativ, mig madarakban, halakban,
¢s mas gerincesekben hidnyzik. Génje a 7.kromoszoma hosszll karjan helyezkedik el a
q21.3 és q22.1 kozotti régiodban (28, 29).

A PONI1 egy kalcium dependens észterdz, mely a majban szintetizdlodik. A PONI1 a
szérumban csaknem kizardlag az apolipoprotein Al-et (apoAl) és clusterint (apol)
tartalmazé HDL szubpopuldcidhoz kotott (30). Képes reverzibilis modon megkdtni és
hidrolizalni az organofoszfatokat, valamint szdmos egyéb szerves észtert (31). A lipid-
peroxidaciot gatld hatasat, mely gatolja az LDL oxidativ modosuldsat, in vitro és in vivo
tanulmanyok igazoltak (32, 33, 34).

Csokkent PONI1 aktivitast észleltek szamos olyan korképben, amelyben az
érelmeszesedésre vald hajlam fokozott, példaul familiaris hiperkoleszterinémiaban, 1-es
¢s 2-es tipusu diabetes mellitusban (35, 36), velesziiletett HDL hidnyban (37),
miokardidlis infarktusban (38), kronikus vesebetegségben (39), dializalt és vesedatiiltetett

betegekben (40).

3.2 Paraoxonaz polimorfizmusok

A PONI aktivitast részben genetikai tényezdok hatarozzak meg. A két leggyakoribb PON1
polimorfizmus a Glnjg->Arg (Q->R) és a Leuss->Met (L->M). A 192-es l0kusz
polimorfizmusanak hatdasa a PONI aktivitdsra szubsztratfliggd. Mig a O alloenzim

gyorsabban hidrolizalja a diazoxont, a sarint és mas ideggazokat, addig az R alloenzim
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nagyobb affinitdst mutat a paraoxon vagy feniroxon irdnt. Mas szubsztratokat, mint
példaul a fenilacetatot mindkét alloenzim hasonld sebességgel bontja (41). Az 55-0s
l6kusz polimorfizmusa a 192-es locus polimorfizmusatdl fiiggetlen mddon, kevésbé
markansan, de szintén befolydsolja a PONI aktivitast, els6sorban az enzim

crer

A PONI promoterének polimorfizmusai koziil leggyakoribb a Cys-jg7->Thr, mely
befolydsolja a PONI1 gén expresszidjat ¢&s szérum-koncentraciojat, fiiggetlen
rizikdtényezonek bizonyult koszoraér-betegségben szenvedd 2-es tipusi diabeteses

betegekben (43). Szdmos egyéb PONI1 promoter polimorfizmus ismert, ezek hatdsa a

PONT1 koncentréaciora és aktivitasra egyenldre tisztazatlan (44).

3.3 A PON2 es PON3

A géncsalad masik két ismert tagja a paraoxonaz-2 (PON2) és a paraoxondz-3 (PON3),
melyek biologiai szerepe egyenlére csak részben tisztdzott. A PON2-t a méj mellett
szdmos egyéb szerv is expresszalja, példaul a vesék, a heré¢k és az agy (45). A human
PON3 a PONI1-hez hasonldéan a majban szintetizalodik, HDL-hez kotott forméaban van
jelen a szérumban, és gatolja az LDL oxidéaciot (46). Nyulakban laktonaz-aktivitassal
rendelkezik (47). A harom humidn PON gén aminosav szinten 65%-ban mutat

azonosagot, igy feltételezhetd, hogy a géncsalad tagjai duplikacioé révén keletkeztek (48).
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4.0xidativ DNS-karosodas

4.1 Az oxidativ DNS-karosodas folyamata és kovetkezményei

A DNS szerkezetének karosodasa, legyen az bazispar-mutacid, delécid, inzercid vagy
egyeb valtozas, a karcinogenezis elsd 1épését jelenti. A DNS-kérosodds tobbnyire
oxidacid, ritkabban metil4dcid, depurinacid, vagy dezaminici6é eredménye. A DNS
oxidativ karosodasaért részben a reaktiv oxigéngyokok felelések: a szuperoxid anion
(02.), hidroxil- (OH.), peroxil- (RO,.) és alkoxil-gyokok (RO.), részben azok az dgensek,
melyek hajlamosak reaktiv oxigéngyokké konvertalédni, mint a HOCL, peroxinitrit
(ONOO"), szinglet oxigén ('O,) és hidrogén-peroxid (H,0,). A metilacio, depurinacio,
vagy dezaminacid hatterében a reaktiv nitrogéngyokok, mint a nitrogén-oxid gyok (NO.),
nitrogén-dioxid gyok (NO,.) és a mar emlitett peroxinitrit allnak (49).

A lipid-peroxidacio a DNS-karosodds masik, ritkdbban targyalt tja. A lipid-peroxidacio
soran a tobbszorosen telitetlen zsirsavak a mar emlitett reaktiv oxigéngyokok hatasara
tobb 1épésen keresztlil szamos olyan koztes reaktiv termékké alakulnak at, melyek a
DNS-kérosodasat okozzak. A lancreakci6 kezdeti szakaszdban a PUFA metilén csoportja
reagal a reaktiv oxigéngyokokkel, a propagacios szakaszban peroxi-, hidroperoxi-,
alkoxi, illetve alkilgyokokké, a terminacids szakaszban aldehiddé, ketonnd vagy
hidroxisavva alakul. Ezek barmelyike képes DNS szaltorést, DNS-protein keresztkotést,
illetve DNS adduktot létrehozni azokon a pontokon, melyeket ‘nuclear membrane-
chromatin attachment site’-nak neveznek. A sejtmag ezen teriiletein a DNS fizikailag is
olyan kozelségbe keriil a sejtmag membranjanak lipidjeihez, mely lehet6vé teszi a fent

ismertetett reakcidkat (50).
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A kiilonb6z6 agensek eltérd hatast fejtenek ki a DNS szerkezetére. A leggyakoribb az
oxidativ baziskarosodds a 8-hidroxiguanidin (8-OHG), amit kezdetben hasznaltak az
oxidativ DNS-karosodas mértékének jellemzésére is. A vizeletben mért 8-OHG szintjét
azonban taplalkozasi tényezOk befolyasoljak, ezért a gyakorlatban a 8-hidroxi-6-
dezoxiguanozin (8-OHdG) szintet mérik HPLC (high pressure liquid chromatography)
vagy GC-MS (gas chromatography- mass spectrometry) technikaval (49). Szamos egyéb
modszert is emlit az irodalom az oxidativ DNS-karosodds mérésére, ezek egyike az un.

single cell gel electrophoresis.

4.2 Single cell gel electrophoresis (Comet assay)

A comet assay (single cell gel electrophoresis) egy, a DNS-karosod4s meghatarozéasara
kifejlesztett modszer, amit széles kdrben hasznalnak a karcinogenezis és a geriatriai
kutatasban, valamint a toxikoldgidban a kiillonb6z6 kornyezeti dgensek genotoxikus
hatdsanak vizsgalatara. Els6ként a svéd Rydberg és Johanson alkalmazta a DNS-
karosodés detektalasara az agar6z gélbe agyazott sejtek eletroforézisét 1978-ban (51),
majd 1998-ban Singh alkalmazta a moédszert alkalikus puffert hasznalva (52), mely
megfelelden szenzitivvé tette a comet-assay-t genotoxicitasi vizsgalatok elvégzéséhez. A
modszer 1ényege, hogy az izolalt sejteket targylemezre Ontott agardz gélbe dgyazzak,
alkalikus pufferbe helyezve elektroforézist alkalmaznak. A negativ toltési DNS az
elektroforézis sordn az anod felé vandorol. A DNS jelolésére etidium-bromidot (EtBr)
alkalmaznak. Fluoreszcens mikroszkoppal értékelve a lemezeket a nukleuszokbol

elvandorl6 DNS-szaltorések miatt képzddd fragmentumok vagy hurkok iistokoshoz
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hasonl6 csovat alkotnak, melyrdl a modszer a nevét kapta. A cséva nagysaga a DNS-
karosodas mértékével aranyos (52). A mddszer elénye, hogy individudlisan értékelhetdek
a sejtek, ezért a genotoxicitds szempontjabol eltérden viselkedd sejtpopulaciok
felismerhetéek, barmely eukariota sejten alkalmazhatd, ezenkiviil gyors, kevéssé
miiszerigényes, viszonylag olcso6, igy széles korben alkalmazhat6. Az ismertetett modszer
DNS egyesszal-torések kimutatasara alkalmas mar egészen kis mértékli karosodas esetén,
mivel az egyesszal-torések relaxaciot okoznak a DNS tobbszorosen csavart
szerkezetében, igy a sériilt DNS-lanc hosszabb-rovidebb hurkokat képez. A kiilonbozo
DNS-t érint6é reakciok, legyen az bazis vagy nukleotid excizids repair, direkt szaltorés,
interkaldlé agensek, DNS adduktok miatti excizi6, endonukledz, lizoszomalis DNS
hidrolaz vagy topoizomeraz hatas, végiil egyesszal-toréshez vezetnek, igy comet-assay
segitségével kimutathatoak. A kiilonbdzé antioxidansok DNS-kdrosodéds szempontjabol
kifejtett preventiv hatdsanak megitélésére a sejteket oxidativ hatasnak teszik ki, példaul
H,0, alkalmazéasaval. A H,O, egyrészt reaktiv OH. gyokot képezve fejti ki karosito
hatasat, mely a Fenton-reakcid soran képzédik atmeneti fémek, példaul Fe*" jelenlétében,
masrészt nukledzokat aktival, melyek hasitjak a DNS-lancot (53).

A comet-assay-t egyre elterjedtebben alkalmaztak az antioxidansok hatékonysaganak
megitélésére. Jenkinson és mtsai az E-vitamin és a magas PUFA tartalmt diéta hatdsat
vizsgaltadk a DNS-karosodésra (54). Collins és mtsai a szérum karotinoidok preventiv
hatasat irtak le (55). Korabban nem vizsgaltak azonban a paraoxonaz esetleges szerepét

az oxidativ DNS-kérosodas prevenciojaban.
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5. LightCycler

Kiilonboz6 gének polimorfizmusainak detektalasara évitzedeken keresztiil a restrikcios
fragmenthossz polimorfizmus (RFLP) analizist alkalmaztdk. Ez a modszer id6- és
munkaigényes, nem automatizalhatd, mivel az amplifikaciot kovetden tovabbi 1épésekre,
mint példaul restrikcios enzimekkel torténd hasitasra és gélelektroforézisre van sziikség,
igy a hibak, példaul a kontaminacid lehetésege nem elhanyagolhatd. Az utobbi években
fluoreszcens technikara épiild uUn. real-time PCR késziilékeket fejlesztettek ki nagy
1étszamt populécion elvégzendd gyors génpolimorfizmus-vizsgalatokhoz, ezek egyike a
LightCycler (Roche Molecular Biochemicals).

A LightCycler egy mikrovolumen fluorométerrel kombinalt gyors ciklusit PCR késziilék.
A polimorfizmus detektalasahoz szekvenciaspecifikus, fluoreszcens jeloléssel ellatott
detektalo probak sziikségesek, ezek alkalmazasaval nincs sziikség a PCR-t kovetd
Iépésekre, igy a moddszer rendkiviil effektiv, gyors, és a termék mennyisége is
meghatarozhaté. Az alkalmazott iivegkapillarisok gyors hdémérsékletvaltozasa, a
reakcioelegy kis mennyisége miatt a ciklushossz erdsen lerdvidiilt. A vizsgalni kivant
resonance energy transzfer (FRET) jelenséget haszndljak (1.4bra). Detektald probat
terveznek a vizsgalt génszakasszal komplementer modon ugy, hogy a varidbilis nukleotid
a proba kozepére essen. A két hibridizacids proba tervezése oly modon torténik, hogy
azok fluoroforral torténd jeldlése egymashoz kozel, 1-3 nukleotidnyi tdvolsagra keriiljon.
A detektélo proba 3’ végén elhelyezkedd un. donor fluorofor emisszios spektruma atfed a
masik hibridizaciés proba 5° végén elhelyezkedd un. akceptor fluorofor exciticios

spektruméval. Ez az elébbit gerjesztve az energiat kozvetit az akceptor fluorofornak,
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melynek emittalt fluoreszcencidja detektalhatd, és a PCR termék mennyiségének
kovetésére alkalmas, mégpedig ciklusrdl ciklusra, igy a PCR hatékonysaga folyamatosan
monitorozhato.

A mutacid-analizishez un. olvadasi gorbéket alkalmaznak. A PCR-t kovetden a
reakcioelegyet kb. 45 °C-rdl lassan kb. 75 °C-ra hevitik, igy a donor fluoroforral jeldlt
detektald proba fokozatosan levalik a vizsgalt génszakaszrol, mely az akceptor
fluoroforral jelolt proba altal kibocsajtott fluoreszcencia intenzitdsanak csokkenésével
kovethetd. Ha a komplementer génszakasz eltér a dektektdld proba szekvencidjatol, az
olvadas alacsonyabb hémérsékleten kdvetkezik be, igy a fluoreszcencia idébeli valtozasa
megvaltozik. Az olvadasi gorbéket matematikai eszkozokkel olvadasi csticsokka
konvertaljadk, melynek segitségével a génvariaciok egymadstdl biztonsagosan é&s
konnyedén elkiilonithetdk (56).

A moédszert szamos gén esetében mar sikerrel alkalmaztak, példaul apolipoprotein B3500
mutacid, apolipoprotein E  izoformok, prothrombin = G20210A  mutacid,
metiléntetrahidrofolat reduktaz C677T mutacio, és az al-antitripszin Z ¢és S allél

kimutatasara (57, 58, 59).
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III.

Célkitiizések

Az egészséges kontrollok és a hyperlipidaemids betegek lymphocytdiban a hidrogén-
peroxid 4&ltal indukalt oxidativ DNS-karosodas meghatirozasa comet-assay
alkalmazaséval.

Ezen betegek granulocytdi szuperoxid anion termelésének meghatdrozasa nyugalmi
¢s stimulalt allapotokban, és Osszevetése a DNS-karosodas mértékével.

A szérum lipidszintek, a lipid-peroxidaciot jellemzd plazma TBARS, valamint NO, és
egy masik nem enzimatikus antioxidédns, az alfa-tokoferol szintjének meghatarozasa,
és Osszevetése a DNS-karosodas mértékével.

A HDL-hez kotott antioxidans hatdsti paraoxondz aktivitdsanak meghatdrozasa, és
Osszevetése a DNS-karosodas mértékével.

Egy korabban paraoxondz polimorfizmus detektalasra még nem alkalmazott, real-
time PCR modszer kifejlesztése a két leggyakoribb paraoxondz polimorfizmus, a

Leuss—Met és a Glnjgp—>Arg genotipizalasara.
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VI.  Betegek és modszerek
Betegek
A bevalasztasi kritériumok az aldbbiak voltak: 21-70 év ko6zotti életkor, korabban nem
kezelt I1/a tipust hypercholesterinaemia (szérum triglicerid <2,2 mmol/l, LDL koleszterin
>4,2 mmol/l). Kizarési kritériumok voltak: maj-, endocrin- vagy vesebetegség (szérum
kreatinin szint>130 pmol/l), alkoholizmus, gydgyszerfliiggdség, epekdvesség, malignus
alapbetegség, terhesség vagy szoptatds, antikoagulans- vagy lipidcsokkentd kezelés,
dohanyzéas. Valamennyien a National Cholesterol Education Program (NCEP) step 1
diétajat kovették.
A vizsgalat ideje alatt a betegek fizikai aktivitasa Iényegesen nem valtozott. A bakteridlis
vagy virusos fertézésre utald laboratoriumi markerek (CRP, leukocytaszam,
Westergreen) normal tartomanyban voltak. A kontroll csoportot a klinika jardbeteg
szakrendelésén megjelend, rutin belgyogyaszati fizikalis vizsgalat, laboratoriumi
vizsgéalatok, EKG alapjan egészségesnek bizonyult, nem dohdnyzd, gyogyszeres
kezelésben nem részesiilo egyének alkottak.
A betegek felvilagositast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ald a vizsgalatba vald
bevonasukhoz. A vizsgélat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum

Etikai Bizottsaganak szabalyzata szerint tortént.

Laboratoriumi vizsgalatok
Minimum 12 6ras éhezést kovetden reggel éhgyomorra tortént a vérvétel. A vérmintakbol
hemoglobin, hematokrit, fehérvérsejt-szdm, majenzimek, urea, kreatinin, CK, fibrinogén,

C-reaktiv protein, bilirubin, hugysav, vércukor, Osszkoleszterin, HDL-C, triglicerid,
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apoA; és apoBigo, lipoprotein(a), szérum paraoxonaz aktivitds meghatarozast végeztiink.
A lipidparaméterek meghatarozasa friss szérumbdl tortént. A paraoxonaz aktivitds mérése

—20°C-on tarolt szérumbol tortént.

Szérum lipidszintek meghatdrozdsa

A szérum koleszterin- és triglicerid-szintet Boehringer-Mannheim enzim kittel, a HDL-
koleszterint foszfor wolframat-magnézium kicsapasos modszerrel hataroztuk meg. Az
LDL-C értékét a Friedewald-formula alapjan szamitottuk ki. Az apolipoproteinek mérése

immun-nefelometrids modszerrel tortént (Orion Diagnostica kit).

Alfa-tokoferol meghatarozasa

metanol 1:1 aranyt keverékének hozzaadasaval, n-hexannal. A szerves réteget N, alatt
beparoltuk, metanolban oldottuk, majd HPLC (Hitachi-Merck) —hez csatolt fluoreszcens
detektort alkalmaztunk 292 nm-es excitacidés, valamint 325 nm-es emisszios

hullamhosszon.

Paraoxonadz aktivitas meghatdarozdsa

A szérum paraoxonaz aktivitds mérésekor paraoxont (O,O-dietil-O-p-nitrofenilfoszfat;
Sigma) alkalmaztunk szubsztratként, amely a szérumban levd paraoxondz enzim hatasara
4-nitrofenolld alakul at, abszorpciondvekedést okozva 412 nm-en. Méréskor 50 pl
szérumhoz 1 ml Tris/HCI puffert (100 mmol/l, pH:8,0) adtunk, mely 2 mmol/l CaCl,-t és

5,5 mmol/l paraoxont tartalmazott. A 4-nitrofenol keletkezését 412 nm-en, 25°C-on
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kovettiik Hewlett-Packard 8453 UV-Visible spektrofotométerrel. Az enzimaktivitas
szamitisa a molaris extinkciés koefficiens (17100 M'ecm™) segitségével tortént. 1M
NaCl jelenlétében az enzim aktiv helyének konformacios allapota megvaltozik, amely a

paraoxon konnyebb kotddését és gyorsabb atalakulasat eredményezi.

Arilészteraz aktivitas meghatdrozdasa
Az arilészterdz  aktivitdis meghatdrozasa fenilacetdt szubsztrat hidrolizisével
spektrofotometrids mddszerrel tortént. Az enzimaktivitast U/ml egységben fejeztiik ki. 1

U az arilészteraz aktivitas, ha 1 perc alatt az enzim 1 pmol fenilacetatot hidrolizal.

NO meghatdrozdsa

A meghatérozas friss plazmabol Griess-reakcioval tortént (60). A friss plazmat ZuSO4 —
tal ill. Cd-szuszpenzioval kezeltiik. Centrifugdlds utan a feliiliszot 1%-os szulfanilamid
és 0,1%-os naftil-etilén-diaminnal inkubaltuk 10 percig 60°C -on. A keletkezd szint 546

nm-en fotometraltuk.

TBARS meghatarozas

A TBARS koncentraciét a huméan plazmabol szerves olddszerrel tortént extrakciot
kovetden spektrofotométerrel hataroztuk meg. A plazmat SDS-sel torténd elokezelés utan
(pH=3,5) tiobarbitursav vizes oldataval inkubaltuk 95°C-on 60 percig. Ezutan n-butanol-
piridin elegyével torténd extrakcid utdn a szerves fazis optikai denzitasat mértiik

spektrofotométerrel 532 nm-en.
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Polymorphonuclearis granulocyta szepardlas
A polymorphonuclearis granulocytak szeparalasa stirliséggradiens centrifugéldssal tortént

Boyum modszere szerint (61). A sejtek 96%-a tripankék festés alapjan életképes volt.

A szuperoxid anion termelés mérése

A szuperoxid anion termelést ferri-citokrém-C redukalt mennyiségének mérésével
hataroztuk meg spektrofotometrias modszerrel 550 nm-en. A nyugvé sejtek szuperoxid
anion termelése mellett 10" M formyl-Met-Leu-Phe-vel (FMLP) és 10® M forbol-
mirisztat-acetattal (PMA) torténd stimulacidt kdvetden is meghatiroztuk a szuperoxid

anion termelést. Az eredményeket nmol/10%sejt/perc egységben fejeztiik ki.

Lymphocyta szeparaldas periférias vérbol
A lymphocyték szerparalasa buffy coat-bol tortént. 500 pl teljes vért rétegeztiink 500 pl
Ficoll felé, majd 15 percig centrifugéltuk (1000 g) . A buffy coat-ot 6vatosan leszivtuk,

majd a sejteket PBS-ben mostuk, majd ismét centrifugaltuk 15 percig (1000 g).

Single cell gel electrophoresis (comet-assay)

A szeparalt humén lymphocytakat 600 ul, 1%-o0s LMP agarozban (pH 7,4) szuszpendalva
37 °C-on érdesitett felszinii iveg targylemezre pipettaztuk, melyet el6zéleg 1% NMP
agardzzal fedtiink. Az agarozt 10 percig 4 °C-on tartottuk, majd a targylemezeket 50 pl
H,0,-t tartalmaz6 100 ml PBS-ben inkubaltuk 35 percig. Ezutan a targylemezeket 4°C-os
lizalo pufferbe (2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Na, EDTA, NaOH, 1%, Triton X-

100, pH=10,0) helyeztiik 60 percre, eltdvolitva ezzel a sejtfehérjéket. A lysist kovetden a
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targylemezeket 30 percre horizontalis elektroforézis tartdlyba helyeztiik, mely 1 mM
NaEDTA, 0,3 M NaOH, pH=2,7 puffert tartalmazott, majd futtattuk (25 V, 300 mA, 20
perc,15°C). A targylemezeket haromszor 3 percig mostuk 4°C-os neutralizalo pufferrel
(0,4 M Tris-HCl, pH=7,5), 50 pl Ethidium bromiddal (EtBr) jeldltiik, majd fedélemezzel
fedtiik.

A comet-assay értékelése vizualis modszerrel tortént. Az EtBr-al megjelolt nukleuszokat
Zeiss fluorescens mikroszkop segitségével értékeltiik. Osszesen 100 cometet értékeltiink
vizualisan targylemezenként, 6t osztdlyba sorolva dket a csova intenzitasa alapjan, igy
0,1,2,3 vagy 4 értéket kaptak az éptél a maximalisan karosodottig, ezért az Gsszérték

lemezenként 0 és 400 kozott volt.

Genomidalis DNS prepardldas
A genomialis DNS preparalasat egészséges egyének EDTA-val alvadéasgatolt periférias

vénas veérébol végeztiik QlAamp Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) segitségével.

A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt primerek és hibridizdcios probak

A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt primereket és hibridizacids probédkat az 1.tablazat
tartalmazza. A PON1-55 antisense primert Akhmedova et al. (Akhmedova), a PON1-192
sense primert Mackness et al. (Mackness) tervezte. A PON1-55 detektalo probat a
kevésbé gyakori “Met” variansra terveztiik. A primereket és hibridizacios probakat a

TIB MOLBIOL (Berlin, Germany) szintetizalta.

26



1. Tablazat. PCR primerek és hibridizaciés probak

Primerek Szekvencia® Orientacio PCR termék
PCR primerek

PON1-55F ATTCTGAACCTATTAAAGAAGAGTGATG Sense 240 bp
PON1-55R CTTAAACTGCCAGTCCTAGAAAACG Antisense

PON1-192F TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG Sense 199 bp
PON1-192R GACATACTTGCCATCGGGTGAA Antisense

Detektalé probak

PON1-55DA  GCTCTGAAGACATGGAGATA-F®
PON1-192DA TGACCCCTACTTACAATCCT-F

Anchor probak
PON1-55A LCRed 640-GCCTAATGGACTGGCTTTCATTAGCTCTGT-ph”
PON1-192A LCRed 640-GAGATGTATTTGGGTTTAGCGTGGTCGTAT-ph

’A szekvencidkat 5 - 3 iranyban tlintettiik fel (accession number: AC004022). A
PON1-55 detektalo probat a kevésbé gyakori, A allélre terveztiik. A polimorfizmusok
helyét aldhuzassal jeloltiik.

°E: fluorescein, ph: phosphoryl csoport.

Real-time polimeraz lancreakcio és olvadaspont-analizis

A PCR-t és az olvadaspont-analizist LightCycler real time PCR (Roche) késziiléken
végeztiik, 20ul térfogata livegkapillarisban (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany). A 20ul-es reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd volt: 9ul of H,O, 1ul 25
mmol/l koncentracidju MgCl,, 2 ul 5 pmol/ul koncentracioji PON1-55F és PON1-55R,
illetve PON1-192F és PONI1-192R primerek, 1 pul 4 pmol/ul koncentracioja PON1-55DA

¢s PON1-55A, illetve PON1-192DA és PON1-192A hibridizacios probak, és 2 ul DNA-
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Master Hybridization Probes (Roche Molecular Biochemicals), amely Taq polimerazt,
reakcio puffert, dNTP elegyet, és 10 mmol/l MgCl, -ot tartalmazott 10x
koncentracioban. Az amplifikacidhoz genomidlis DNS-t (2 ul, 50-200 ng) hasznaltunk.

A PONI-55 genotipizalashoz a kovetkezd programot alkalmaztuk: kezdeti denaturaciot
(94°C, 600 s) kovetden, 50 ciklust alkalmaztunk a kovetkezd paraméterekkel: denaturacid
94°C-on 0 s, hibridizalas 50°C-on 5 s, és szintézis 72°C-on 2 s, 20°C/s-0s 1épéssel. A
fluoreszcenciat a hibridizaci6 minden 5. masodpercében detektaltuk. Az amplifikaciot
kovetéen olvadasi gorbét képeztiink, 150 s-os denaturaciot (94°C), majd 30 s-os 45°C-on
torténd inkubaciot kovetden a mintakat lassan 75°C-ig melegitettiik 0.2°C/s sebességgel,
kozben folyamatosan monitoroztuk a fluoreszcencia-intenzitads csokkenését. Az olvadasi
gorbéhez az x tengelyen a hdmérsékletet, az y tengelyen a (-dF/dT)-t jeloltiik.

A PON1-192 genotipizalas programja a kovetkezd volt: kezdeti denaturaciot (94°C, 600
s) kovetben 50 ciklust alkalmaztunk az alabbiak szerint: 94°C-on 600 s, hibridizalas
57°C-on 5 s, és szintézis 72°C-on 2 s, 20°C/s-o0s 1épéssel. A fluoreszcenciat a hibridizacio
minden 5. madasodpercében detektaltuk. Az amplifikéciot kovetéen olvadasi gorbét
képeztiink: 180 s-os 45°C-on torténd inkubaciot kovetdéen a mintakat lassan 75°C-ig
melegitettiik 0.2°C/s sebességgel, kozben folyamatosan monitoroztuk a fluoreszcencia-
intenzitds csokkenését. Az olvadasi gorbéhez az x tengelyen a hémérsékletet, az y
tengelyen a (-dF/dT)-t jeloltiik.

Az amplifikécio és a fluoreszcencia detektalas ugyanabban a zart kapilldrisban tortént,

kevesebb mint 40 perc alatt.
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Statisztikai modszerek

Statisztikai analizishez a PC SAS (6.12) rendszert hasznaltuk (SAS Institute, Cary NC
275313 USA), leir6 statisztikat alkalmaztunk a vizsgalt paraméterekre (4tlagtSD), mig a
paraméterek iddbeli valtozasat ANOVA teszttel, ill. kétmintas t-probaval vizsgaltuk. A
p<0,05 valoszinliségi szintet tekintettiik szignifikansnak. Az egyes paraméterek kozott
korrelacidoszamitast végeztiink, t-probat végezve p<0,05 Kkorrelaciot tekintettiink

szignifikansnak.
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V. Eredmények
A 7 kontroll és a 15 hyperlipidaemiés beteg adatait az 2.tablazatban foglaltuk dssze. Nem
talaltunk szignifikans eltérést a hyperlipidaemias és a kontroll csoport alfa-tokoferol

szintjében (30.9£5.2; 36.77£6.8 uM; p>0.05).

2.Tablazat. A kontroll csoport és a hyperlipidaemias betegek demografiai adatai,

lipid paraméterei, és alfa-tokoferol értékei

Kontroll Hyperlipidaemias

(n=17) (n=15)
Nem 2 férfi, 5 no 4 férfi, 11 no
Eletkor (év) 53.448.07 54.6+10.25
BMI (kg/m?)* 25.742.15 26.3+£3.26
Koleszterin (mmol/1) 4.71+£0.89 7.63+0.90*
Triglicerid (mmol/l) 1.06+0.52 2.09+0.11%*
HDL (mmol/1) 1.43+0.31 1.48+0.25
LDL (mmol/l) 2.6010.60 5.20+0.85%*
Alfa-tokoferol (uM) 30.90+5.2 36.7716.8

*BMI= body mass index
#p<0.05

Szuperoxid anion termelés

A nyugvo granulocytdk alapoxidacios szintje a kontroll csoportban 0.7£0.13
nmol/10°sejt/perc, hyperlipidaemias csoportban 1,17+0,47 nmol/10%sejt/perc volt. Az
FMLP-vel tortént stimuldciot kovetden szignifikdnsan emelkedett a szuperoxid anion
termelés mind a kontroll (7.1+1.67 nmol/10%sejt/perc; p<0.001), mind a hyperlipidaemias
csoportban (2.63%0.92 nmol/10%sejt/perc; p<0.001). A PMA az FMLP-nél jelentésebb, a
nyugvo sejtekhez képest szignifikdnsan emelkedett szuperoxid anion termelést valtott ki

mind a kontroll (9.94+1.58 nmol/10%sejt/perc, p<0.001), mind a hyperlipidaemias
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csoportban (6.76+2.46 nmol/10°sejt/perc, p<0.001). A hyperlipidaemis csoportban a
nyugvo sejtek szuperoxid anion termelése szignifikansan magasabb volt a kontrollokhoz
képest, mig a hyperlipidaemids betegek granulocytdiban mind a PMA-val (9.94+1.58;
6.76+2.46 nmol/10%sejt/perc, p<0.001), mind az FMLP-vel tortént stimulaciot kovetden
(7.141.672.63+0.92 nmol/10%sejt/perc; p<0.001) szignifikansan alacsonyabb szuperoxid

anion termelés talaltunk (2.abra).

14 -
Szuperoxid
aniolzl 12 - O Kontroll
(nmol/10° B Hyperlipidaemias

sejt/perc) 10 -

6 -
4 - s
7 - *
o il

nyugvo sejtek PMA FMLP

2.abra. A polymorhonuclearis granulocytdk szuperoxid anion termelése (atlag=SD)

nyugvo sejteken, PMA-val, ill. FMLP-vel tortént stimulaciot kovetéen , *p<0.001
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TBARS és NO értékek

A hyperlipidaemias egyének plazmdjaban a lipid-peroxidaciot jellemzé TBARS az
egészséges kontrollokhoz képest szignifikdnsan magasabb volt (0,36+0,25; 0,79+0,31
uM, p<0,001). Az NO szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt a hyperlipidaemias

csoportban a kontroll csoporthoz képest (58,1+12,7; 19,2+14,9 uM, p<0,001) (3.4bra).

12 80
TBARS
wn ] M kontroll NO 7 - O kontroll
W hyperlipid. (uM) 0 - T M hyperlipid.

0.8 l
50 -

0.6 40 *

0.4 30 1
20 -

0.2
10

0 0
TBARS
No *p<0.001

3.abra. A plazma TBARS ¢és NO koncentracioja (atlag+SD) a hyperlipidaemias ill. a
kontroll csoportban, *p<0.001

Szérum paraoxondz aktivitds

A paraoxonaz aktivitds a hyperlipidaemids betegek szérumaban szignifikdnsan
alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest (186.4+44.7; 108.0+49.0 U/l;
p<0.001). A sostimuldlta PON aktivitds, amely az enzim maximalis aktivitdsat jelzi,
szintén  szignifikdnsan alacsonyabb volt a hyperlipidaemids betegekben a

normolipidaemias egyénekéhez képest (441+71.2; 220.33£136.06 U/l; p<0.001). Az
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elsdsorban az enzim mennyiségérdl informaciot add arilészteraz aktivitas szignifikansan
alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest (129+31.2; 80.34+42.1 U/,
p<0.001) (4.abra). Az egységnyi HDL-re jutd6 paraoxonaz aktivitas (PON/HDL) a
hyperlipidaemias csoportban szignifikansan alacsonyabb volt az egészséges

kontrollokhoz képest (182.4+64,4; 77.8+43.08 U/mmol; p<0.001).

600 -

U/l O Kontroll
500 - I @ Hyperlipidaemias
400 - l
300 - *

200 -
*
*
100 -
0
PON NaCl Aryl

4.abra. Szérum paraoxondz aktivitds (PON), sostimulalt PON aktivitas (NaCl), és
arilészteraz aktivitas (Aryl) (atlag£SD) a hyperlipidaemias és a kontroll csoportban,
*p<0.001

Oxidativ DNS-karosodas
A hidrogén-peroxiddal indukalt, comet-assay-vel detektalt oxidativ DNS-kdrosodas

szignifikansan nagyobb mértékli volt a hyperlipidaemias betegekben a kontrollokhoz
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képest (visual score 289.5+29.49; 350.97+31,31; p<0,001). A hidrogén peroxid
alkalmazasat megel6zden a két vizsgalt csoportban nem taldltunk eltérést (97.6£19.11;
107.24420.67; n.s.). A hyperlipidaemiés betegekben a nyugvo granulocytdk szuperoxid
anion termelése és a comet-assay-vel detektalt DNS-karosodds mértéke kozott pozitiv
korreléaciot figyeltiink meg (r=0,517). A neutrophil granulocytdk PMA-val és FMLP-vel
mutatott a visual score (=0,326; 0,525) (5.4bra).

Negativ korrelaciot talaltunk a PON (r=-0,469), a PON/HDL (r=-0.631), és a DNS-
karosodas mértéke kozott, mig pozitiv korreldcio igazolddott a szérum koleszterin szint
¢s a DNS-karosodas mértéke kozott (r=0.38) (6.4bra). Nem taldltunk Osszefiiggést a

plazma NO és TBARS koncentracidja, illetve a DNS-karosodas mértéke kozott.

A Resting cells (r=0.517) @ Hype rlipide mic B PMA (r=0.326) @ Hyperlipidemic C FMLP (1=0.525) @ Hyperlipidemic
A Control A Control A Control
400 ° 400 ° 400
° ‘ [ J ® ® o ©
350 | 350 | )/./ 150 | @@
[ ) [ J
L o® o A A
° L ® o
2300 2300 AL 2300 A A
> > A A > A A
(] [ I3 [ ] A
250 250 250
A A A
200 T T 200 T T 200 T
0.0 1.0 2.0 3.0 0.0 5.0 10.0 15.0 0.0 5.0 10.0 15.0
Superoxide anion (nmol/10¢ cells/min) Superoxide anion (nmol/10¢ cells/min) Superoxide anion (nmol/10¢ cells/min)

5.abra. A polymorhonuclearis granulocytak szuperoxid anion termelésének Osszefliggése
a DNS-karosodas mértékét jelzd visual score-ral nyugvo sejteken (A), PMA-val (B), ill.

FMLP-vel (C) tortént stimulaciot kovetden, VS=visual score
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6.4bra. A szérum paraoxonaz aktivitds (r=-0.469) (A), az egységnyi HDL-re
vonatkoztatott PON aktivitas (r=-0.631) (B) és a szérum koleszterin szint (r=0.38) (C)
Osszefiiggése a DNS-karosodas mértékét jelzo visual score-ral, A PON aktivitas U/l-ben,

a szérum kolesterin szint mmol/l-ben van feltiintetve, VS=visual score

Paraoxonaz (PON1) Leuss »>Met és Giln9;—Arg polimorfizmus meghatdrozds real-
time fluorescence PCR és olvadasi gorbék alkalmazdsdval

A detektalt fluoreszcencia gorbéket a 7. abra mutatja. A PONI1-192 és PONI-55
izotipusokra tervezett hibridizacids probak alkalmazasa DNS hozzdadéasa esetén (2, 3 és 4
mintdk) a fluoreszcencia intenzitds a PCR reakcid végéig folyamatosan ndvekedd
tendenciat mutat, mig a H,O kontroll esetén (I minta) a fluoreszcencia intenzitdsa
valtozatlan marad (7/A ¢és 7/C é&bra). A 7/B ¢és 7/D abran az x tengelyen az alkalmazott
homérseéklet, az y tengelyen pedig a fluoreszcencia intenzitdsnak a hémérséklet szerinti
negativ derivaltja van feltiintetve. A PON1-55 Met homozigota tipusanak olvasasi pontja
(Tw) 60.5 °C volt (2 gorbe), a heterozigdta tipus bifazisos gorbét hozott 1étre (4 gorbe),
mig a PON1-55 Leu homozigota olvadasi pontja 54.7 °C volt (3 gorbe) (7/B 4bra). A
PON1-192 GIn homozigota tipusanak olvasasi pontjat (Tp) 60.4 °C —nak hataroztuk meg
(2 gorbe), a heterozigdta tipus ez esetben is bifazisos gorbét mutatott (4 gorbe), mig a

PON1-192 Arg homozigédta olvadasi pontja 53.9 °C volt (3 gorbe) (7/D 4bra). A PCR
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termékek mérete a vartnak megfelelden agaroz gélelektroforézissel meghatarozva 240,

illetve 199 bp volt.

FON1 (Leu55Met)
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7.4bra. A fluoreszcencia intenzitds valtozasa valtozasa a cikluszdmnak megfeleléen (A,
C) és olvadasi csucsok (B, D) PON1-55 és PON1-192 polimorfizmus meghatarozasara.
Az olvadasi gorbékbet olvadasi csticsokka konvertaltuk a —dF/dT hdmérséklet szerinti

derivaltok alkalmazasaval. Az egyes gorbék olvadaspontjait nyillal jeloltiik.

36



Uj eredmények

1. A hyperlipidaemiés betegek lymphocytdiban a comet-assay-vel vizsgalt hidrogén-
peroxid indukélta oxidativ DNS-kéarosodas szignifikansan nagyobb mértékiinek
bizonyult a kontroll csoporthoz képest.

2. A  hyperlipidaemias betegek granulocytdi szuperoxid anion termelése
szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva mind nyugalmi
allapotban, mind PMA-val és FMLP-vel tortént stimulaciot kovetden, és pozitiv
korrelaciot mutatott az oxidativ DNS-karosodas mértékével.

3. Az alfa-tokoferol szintjében nem talaltunk szignifikans eltérést a kontroll és a
betegcsoport kdzott. A szérum koleszterin szintje és az oxidativ DNS-kéarosodas
mértéke kozott pozitiv korrelaciot talaltunk, azonban nem volt kimutathato
Osszefliiggés a TBARS, valamint NO ¢és az oxidativ DNS-karosodas mértéke
kozott.

4. A betegek szérum paraoxondz aktivitasa, sostimulalt paraoxondz aktivitasa,
valamint arilesztérdz aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll
csoporthoz képest. Negativ korrelacidt taldltunk a paraoxonaz aktivitas és az
oxidativ DNS-karosodas mértéke kozott.

5. Az altalunk kifejlesztett real-time PCR és olvadasi gorbe analizis alkalmas a két
legfontosabb PON1 polimorfizmus gyors, pontos ¢és konnyen kivitelezhetd

detektalasara.
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VL. Megbeszélés

Korabbi tanulmanyok alapjan ismert, hogy a lipoproteinek oxidacidja az atheroszklerozis
kialakulasat eldsegitd folyamat. A szuperoxidanion és a H,O, redox reakcidkon keresztiil
lipid-peroxidacidhoz vezet. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai soran azt talalta, hogy
iddsekben és hypercholesterinaemids egyénekben a nyugvo granulocytdk szuperoxid
anion termelése ndvekedett (62). Jelen vizsgélatunkban a korabbi eredményekhez
hasonloan a hyperlipidaemids betegekben a nyugalmi szuperoxid anion termelés fokozott,
mig az FMLP-vel és a PMA-val valo stimulalhatéosdg csokkent az egészséges
kontrollokhoz képest. Bonneau és mtsai egy in vitro kisérletben azt tapasztaltdk, hogy
LDL hozzaadasat kovetéen a polymorphonuclearis sejtek FMLP indukélta szuperoxid
anion termelése fokozodott, ennek hatterében az FMLP receptoron keresztiil végbemend
jelatviteli rendszer miikodésében bekdvetkezd valtozas allhat (63). Az emelkedett LDL
szint a hyperlipidaemids betegek szérumaban megvaltoztatia a PMN sejtek
membranjdnak Osszetételét, fluiditdsat, és hatdssal van szdmos membranhoz kotott
sejtfunkciéra is, igy az FMLP receptoron keresztil megvalosuld jelatviteli
mechanizmusra és a PKC aktivitasra (64).

A lipid-peroxidéaciot a sejtet érd oxidativ stressz markerének tartjdk, fokozott lipid-
peroxidaciot taldltak szdmos olyan kronikus megbetegedésben, melyeknek
pathogenezisében fontos szerephez jut a sejtek oxidativ kéarosoddsa, igy
atheroszklerozisban ¢és daganatos megbetegedésekben (65). Hyperlipidaemias
betegeinkben a lipid-peroxidacié6 mértékére jellemz6 TBARS mennyisége emelkedett,
mig a HDL-hez kotott antioxidans, a PON aktivitdsa szignifikansan kisebb volt a

kontrollhoz képest. Adataink arra utalnak, hogy a hypercholesterinaemias
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betegcsoportban a fokozott oxidacid mellett csokkent a természetes HDL-hez kotott
antioxidans aktivitds, mely az érelmeszesedés fokozodasat hozhatja létre. Az NO mind
antioxidans, mind oxidans hatast kifejthet, mivel scavenger hatasu a lipidperoxidokra,
ugyanakkor szuperoxid anionnal reagalva peroxi-nitritt¢ alakul, mely kifejezett endothel-
karosito hatassal rendelkezik (4). Ezért is voltunk kivancsiak arra, hogy az endothel altal
termelt NO szintje hogyan valtozik, ¢és azt talaltuk, hogy a betegcsoportban az NO szint
csokkenése volt megfigyelhetd. Az E-vitamin képes megakadalyozni a lipid-peroxidéaciot
a sejtmembranban és protektiv hatdsti a tobbszordsen telitetlen zsirsavak kedvezdtlen
hatasaval szemben (54). A csokkent antioxidans kapacitas mellett az oxidativ folyamatok
fokozodéasa vezethet a hyperlipidaemids betegekben comet-assay-vel detektalt oxidativ
DNS-karosodés fokozddasahoz. A PON inverz kapcsolata a DNS-karosodas mértékével
arra utal, hogy a természetes HDL-hez kotott antioxidans rendszer jelentds szerepet
jatszhat nemcsak az atherogenezis, hanem a DNS-karosodas kialakuldsédnak gatlasaban is.
Természetesen tovabbra is kérdés, hogy egy keringésben talalhato antioxidans rendszer
hogyan képes befolyasolni az intracellularis oxidativ DNS-karosodast. Korabbi
vizsgalatokbol ismert, hogy a szabadgyokok az elektrontranszfer révén a sejtekkel torténd
¢érintkezés sordn egy oxidéacios lancreakcidt hoznak 1étre, melynek eredményeként a
DNS-karosodas létrejohet (49). Feltételezésiink szerint a keringésben 1év6 szabadgyokok,
melyeket részben a granulocytik termelnek oxidéljak a zsirsavakat, igy konjugalt diének,
lipid-hidroperoxidok képzddnek, melyek tovabbi oxidéacids folyamatokat eredményeznek.
A PON azzal, hogy hidrolizalja ezen lipid-hidroperoxidokat, gyakorlatilag meggatolja a
tovabbi oxidacios folyamatok kialakuldsat, igy csokkenti a sejteket érd oxidativ stressz

mértékét, megakadalyozva ezzel a DNS-kéarosodas kialakulasat.
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Az utobbi évtizedekben szamos laboratorium végzett vizsgalatokat a PONI1
polimorfizmusok kardiovaszkularis korképekben jatszott szerepének tisztazasa céljabol,
tobbnyire RFLP analizist alkalmazva (66, 67). Az altalunk leirt real-time fluoreszcens
PCR ¢és olvadasi gorbe alkalmazisa kevésbé iddigényes, pontosabb és
koltséghatékonyabb a tradicionalis PCR technikdkhoz képest, és lehetdvé teszi 32 minta
egyidejl vizsgalatat. A modszer kettds fluorofor jeloléssel (LC Red640 és LC Red705)
alkalmazaséaval alkalmas a két polimorfizmus egyidejii detektalasara is, ami idében még

kedvezdbb, ¢és csokkenti a laboratoriumi €s reagens koltségeket.
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VII. Osszefoglalas

A human paraoxonaz (PON1) egy kalcium-dependens észteraz, mely az ApoA-t és Apol-
t tartalmazé high-density lipoproteinhez (HDL) kotddik, és organofoszfatokat és
arylésztereket hidrolizal. Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a PON1 képes megvédeni
az oxidaciotdl a low-density lipoproteint (LDL), mely az atherogenezis elsé kulcslépése.
A PONI aktivitas csokkenését igazolak hypercholesterinaemidban és egyéb, fokozott
atherogenezissel jaro korképekben. A paraoxondz-1 két gyakori polimorfizmusa a Leuss
—>Met és a Glnjgp—Arg. Mindkét polimorfizmus a kardiovaszkularis betegségek
fliggetlen rizikofaktora.

Jelen munkankban normolipaemias ¢s Il/a tipusi hyperlipidaemias betegek vérébol
szeparalt lymphocytakon vizsgaltuk a hidrogén-peroxid indukalt DNS-karosodast comet-
assay segitségével, valamint a DNS-kdrosodds mértékét Osszevetettiik a betegek
szérumanak paraoxonaz aktivitasaval, ill. egyéb, a szervezet oxidativ statusat jellemzd
paraméterrel. Valamint kifejlesztettiink egy LightCycler technologiara és olvadasi gorbe
analizisre épiilé6 PON1-55 és 192 polimorfizmust detektalé modszert. Vizsgalatainkba 15
hyperlipidaemias beteget vontunk be, kontrollként 7 korban és nemben illesztett
egészséges egyént vizsgaltunk. A két vizsgalt csoportban szignifikans kiillonbséget
tapasztaltunk a Comet-assay-vel detektalt hidrogén-peroxid indukalta DNS-karosodas
mértékében. A DNS-karosodas mértékét jellemzd visual score a hyperlipidaemias
csoportban 351£31,3, mig a kontroll csoportban 290+29,5 wvolt (p<0,001). A
hyperlipidaemids betegcsoportban pozitiv korrelaciot talaltunk a DNS-karosodas mértéke

és a betegek vérébdl szeparalt nyugvd polymorphonuclearis granulocytdk szuperoxid
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anion termelése (r=0,517), valamint a PMA-val stimulalt (r=0,326) és az FMLP-vel
stimulalt sejtek szuperoxid anion termelése (r=0,525) kozott. Negativ korrelaciot
¢észleltiink a visual score és a PON1 (r=-0,469), illetve a PON1/HDL (r=-0,631) kozott.
Nem talaltunk 6sszefiiggést a plazma NO (r=0,098) és TBARS (r=0,061) koncentracioja
¢s a DNS-kérosodéas mértéke kozott.

Eredményeink azt mutatjak, hogy hyperlipidaemiéas betegek lymphocytaiban az oxidativ
stressz hatdsara nagyobb mértékli DNS-karosodas mutathatd ki, melyben szerepet
jatszhat az antioxidans kapacitas, ezen beliil a PONI aktivitas csokkenése. A munkdm
soran kifejlesztett real-time PCR ¢és olvadasi gorbe analizis lehetévé teszi a két

legfontosabb PON1 polimorfizmus gyors, pontos és konnyen kivitelezhetd detektalasat.
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