EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES TEZISEI

A PARAOXONAZ HATASA AZ OXIDATIV DNS-KAROSODASRA

Dr. Harangi Mariann

Témavezeté: Prof.Dr. Paragh Gyorgy

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
I.sz. BELGYOGYASZATI KLINIKA
DEBRECEN

2002



BEVEZETES

A kardiovaszkularis betegségek vezetd helyen allnak a morbiditasi €s
mortalitasi statisztikdkban, ezért az atherosclerosis pathomechanizmusanak
megismerése kiemelkedd jelentdségli. Az atherosclerosis kialakuldsaban az
egyik legfontosabb rizikotényezd a hypercholesterinaemia, ezen beliil
kiemelkedd jelentdsége van az LDL-nek. Az érelmeszesedés kezdeti 1épése
a “fatty streak™ laesio kialakul4dsa, melyet az LDL oxidativ mddosulasa
indit el. Az LDL foszfolipidjeinek hosszu szénlancu, tobbszordsen telitetlen
zsirsavjai oxidalodnak, melynek kovetkeztében a foszfolipaz A2-re
¢rzékenyebbé valnak. A foszfolipaz hatdsara képzddd zsirsavak
érzékenyebbek az oxidaciora, igy az LDL-ben oxidativ lancreakcid jon
1étre, melynek végeredménye az LDL 6 apolipoproteinjének, az apoB100-
nak a degradacioja. Az oxidalt LDL-t a macrophagok és macrophag-szeri
sejtek az Un. scavenger receptoron keresztiill képesek felvenni, igy a
sejtekben koleszterin felhalmozdodasat gatld negativ feedback elmarad,
melynek kovetkeztében a sejtek koleszterin tartalma jelentdsen megnd, és
un. foam sejtekké, vagy mas néven habos sejtekké alakulnak. Az oxidalt
LDL képes a nuklearis transzkripcios faktor, az NFxB aktivaciojara is,
melynek eredményeként a monocyta kemotaktikus peptidek és adhéziods
molekuldk expresszidja fokozddik, eldsegitve az atherosclerosis folyamatat.
A szervezet szamos endothel-védd mechanizmussal rendelkezik. Az NO
¢rfalban. Zsiroldékony antioxidansok (ubiquinol-10, alfa-tokoferol, béta-
karotin, stb.) képesek megvédeni az apoB-t a lipid-peroxidacioval szemben.
A lipid-peroxiddcié soran a tobbszordsen telitetlen zsirsavak reaktiv
szabadgyokok hatasara tobb 1épésen keresztiil peroxi, hidroperoxi, alkoxi
ill. alkil gyokokké, majd aldehiddé vagy ketonna, ¢€s hidroxi-savva
alakulnak. Ezek mindegyike képes DNS szaltorést, DNS-protein
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keresztkotést, ill. DNS adduktot létrehozni, ezaltal genotoxikus hatast
kifejteni.

A lipoprotein partikulumok koziil a HDL képes gatolni az atherosclerosist.
Ez a gatlo hatds részben a HDL A&ltal biztositott reverz koleszterin
transzporttal magyarazhatdo, masrészt a HDL-hez kotott antioxidans
hatassal. Ezért az antioxiddns hatasért jelentds részben a HDL-hez kotott
¢észter hidroldz, a paraoxonaz (PON) felelds, mely féleg az apolipoprotein
A1l és apolipoprotein J komponensekhez kotédik. A PON gatolja a réz-
indukalta LDL oxidaciot, valamint az oxidalt LDL ¢és a lipidek indukalta
gyulladéasos valaszt az artériafalban. Korabbi vizsgéalatok kimutattak, hogy
a lipidanyagcsere zavaraval jaro korképekben, példaul diabetes mellitusban,
kronikus veseelégtelenségben €s vesetranszplantaciot kovetden, valamint
familiris hypercholesterinaemiaban a HDL-hez kotott paraoxonaz aktivitas
csokken.

Szamos PON polimorfizmus ismert, melyek kozil a Gln;g,->Arg (Q->R) és
a Leuss->Met (L->M) a legfontosabb. Amikor a 192-es helyen glutamin
van jelen az enzimben, akkor az aktivitas alacsony, ha ugyanebben a
pozicioban arginin van, akkor atlagban nyolcszor nagyobb aktivitas
figyelhetd meg. Az enzim aktivitasat elsdsorban a 192-es pozicidban észlelt
polymorphizmus hatdrozza meg, mig az 55-0s pozicidban 1évd
polymorphizmus az enzim mennyiségét befolyasolja.

Nem tisztazott, hogy hyperlipidaecmids betegeknél a csokkent antioxiddns
kapacitds €s a szérumban nagy mennyiségben jelenlévd lipidek hogyan
befolydsoljdk az oxidativ stressz hatasdra kialakul6 DNS-karosodast.
Kordbban nem vizsgaltdk a paraoxonaz esetleges preventiv szerepét az
oxidativ. DNS-kdrosodasra. A  két leglényegesebb  paraoxonaz
polimorfizmus meghatarozasat tobbnyire PCR, majd restrikcios enzimekkel

torténd hasitast kovetden elvégzett restrikcidos fragmenthossz analizis



segitségével végezték. Bar ezen modszerek széles korben elterjedtek, 1d6-
¢s munkaigényesek, ¢s szamos hibalehetdséget hordoznak a nem-specifikus
PCR termékek jelenléte miatt. Ezért sziikséges 1jabb technikdk
alkalmazasa, korszerti, gyors és hatékony modszer kifejlesztése ezen
antioxidans hatassal rendelkez6 enzim leggyakoribb genetikai valtozatainak

meghatarozasara.



CELKITUZESEK

1. Az egészséges kontrollok ¢€s a hyperlipidaemids betegek
lymphocytdiban a hidrogén-peroxid 4ltal indukalt oxidativ DNS-
karosodas meghatarozasa comet-assay alkalmazasaval.

2. Ezen Dbetegek granulocytdi szuperoxid anion termelésének
meghatirozasa nyugalmi és stimuldlt allapotokban, és Osszevetése a
DNS-kérosodas mértékével.

3. A szérum lipidszintek, a lipid-peroxidéciot jellemzd plazma TBARS,
valamint NO, €és egy masik nem enzimatikus antioxidans, az alfa-
tokoferol szintjének meghatarozasa, és Osszevetése a DNS-karosodas
mértekével.

4. A HDL-hez kotott antioxidans hatdsu paraoxonaz aktivitasanak
meghatérozasa, és 0sszevetése a DNS-kdrosodds mértékével.

5. Egy kordbban paraoxondz polimorfizmus detektdlasra még nem
alkalmazott, real-time PCR modszer kifejlesztése a két leggyakoribb
paraoxondz polimorfizmus, a Leuss>Met ¢és a Glnjg,—Arg

genotipizaldsara.



ANYAG ES MODSZER

Betegek

A bevalasztasi kritériumok az alabbiak voltak: 21-70 év kozotti életkor, korabban
nem kezelt II/a tipust hypercholesterinaemia (szérum triglicerid <2,2 mmol/l, LDL
koleszterin >4,2 mmol/l). Kizarasi kritériumok voltak: madj-, endokrin- vagy
vesebetegség (szérum  kreatinin szint>130 pmol/l), alkoholizmus,
gyogyszerfiiggdség, epekdvesség, malignus alapbetegség, terhesség vagy szoptatas,
antikoagulans- vagy lipidcsokkentd kezelés, dohanyzas. Valamennyien a National
Cholesterol Education Program (NCEP) step 1 diétajat kovették.

A vizsgélat ideje alatt a betegek fizikai aktivitasa lényegesen nem valtozott. A
bakterialis vagy virusos fertézésre utaldé laboratériumi markerek (CRP,
leukocytaszam, Westergreen) normal tartomanyban voltak. A kontroll csoportot a
klinika jarébeteg szakrendelésén megjelend, rutin belgyogyaszati fizikalis vizsgalat,
laboratoriumi vizsgalatok, EKG alapjan egészségesnek bizonyult, nem dohanyzo,
gyogyszeres kezelésben nem részesiilo egyének alkottak.

A betegek felvilagositast kovetden beleegyezd nyilatkozatot irtak ald a vizsgalatba
valo  bevonasukhoz. A  vizsgdlat a Debreceni Egyetem Orvos- ¢és
Egészségtudomanyi Centrum Etikai Bizottsaganak szabalyzata szerint tortént.
Laboratoriumi vizsgalatok

Minimum 12 6rds ¢hezést kovetden reggel éhgyomorra tortént a vérvétel. A
vérmintakbol hemoglobin, hematokrit, fehérvérsejt-szam, maéjenzimek, urea,
kreatinin, CK, fibrinogén, C-reaktiv protein, bilirubin, hugysav, vércukor,
osszkoleszterin, HDL-C, triglicerid, apoA; és apoBjq, 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- €s triglicerid-szintet Boehringer-Mannheim enzim Kkittel, a

HDL-koleszterint foszfor wolframat-magnézium kicsapasos modszerrel hataroztuk



meg. Az LDL-C értekét a Friedewald-formula alapjan szamitottuk ki. Az
apolipoproteinek mérése immun-nefelometrids modszerrel tortént (Orion
Diagnostica kit).

Alfa-tokoferol meghatarozdsa

etanol ¢és metanol 1:1 ardnyu keverékének hozzdadaséaval, n-hexannal. A szerves
réteget N, alatt beparoltuk, metanolban oldottuk, majd HPLC (Hitachi-Merck) —hez
csatolt fluoreszcens detektort alkalmaztunk 292 nm-es excitacids, valamint 325 nm-
es emisszios hullamhosszon.

Paraoxondz aktivitas meghatdrozdsa

A szérum paraoxondz aktivitds mérésekor paraoxont (O,O-dietil-O-p-
nitrofenilfoszfat, Sigma) alkalmaztunk szubsztratként, amely a szérumban levd
paraoxonaz enzim hatdsara 4-nitrofenolla alakul at, abszorpciondvekedést okozva
412 nm-en. Méréskor 50 ul 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 kovettik Hewlett-Packard 8453 UV-Visible
spektrofotométerrel. Az enzimaktivitds szamitdsa a moldris extinkcios koefficiens
(17100 M'em™) segitségével tortént. 1M NaCl jelenlétében az enzim aktiv
helyének konformdacios allapota megvaltozik, amely a paraoxon kdénnyebb
kotodését és gyorsabb atalakulasat eredményezi.

Arilészteraz aktivitas meghatdarozdsa

Az arilészterdz aktivitds meghatarozasa fenilacetdt szubsztrat hidrolizisével
spektrofotometrids modszerrel tortént. Az enzimaktivitast U/ml egységben fejeztiik
ki. 1 U az arilészterdz aktivitds, ha 1 perc alatt az enzim 1 pmol fenilacetatot
hidrolizal.

NO meghatarozasa

A meghatirozas friss plazmabdl Griess-reakcioval tortént (60). A friss plazmat
ZuS0, —tal ill. Cd-szuszpenzidval kezeltiik. Centrifugalas utdn a feliiluszot 1%-o0s
szulfanilamid és 0,1%-o0s naftil-etilén-diaminnal inkubaltuk 10 percig 60°C -on. A

keletkezd szint 546 nm-en fotometraltuk.



TBARS meghatarozas

A TBARS koncentraciot a human plazmabol szerves oldoszerrel tortént extrakciot
kovetden spektrofotométerrel hatdroztuk meg. A plazmat SDS-sel torténd
elékezelés utan (pH=3,5) tiobarbitursav vizes oldatidval inkubaltuk 95°C-on 60
percig. Ezutdn n-butanol-piridin elegyével torténd extrakcido utan a szerves fazis
optikai denzitasat mértiik spektrofotométerrel 532 nm-en.

Polymorphonuclearis granulocyta szepardldas

A polymorphonuclearis granulocytdk szeparalasa siiriiséggradiens centrifugéalassal
tortént Boyum modszere szerint (61). A sejtek 96%-a tripankék festés alapjan
¢letképes volt.

A szuperoxid anion termelés mérése

A szuperoxid anion termelést ferri-citokrom-C redukalt mennyiségének mérésével
hataroztuk meg spektrofotometrids modszerrel 550 nm-en. A nyugvo sejtek
szuperoxid anion termelése mellett 10® M formyl-Met-Leu-Phe-vel (FMLP) és 10®
M forbol-mirisztat-acetattal (PMA) torténd stimulaciot kdvetden is meghataroztuk a
szuperoxid anion termelést. Az eredményeket nmol/10%sejt/perc egységben fejeztiik
ki.

Lymphocyta szepardlds periféridas veérbol

A lymphocytak szerparalasa buffy coat-bol tortént. 500 ul teljes vért rétegeztiink
500 pl Ficoll felé, majd 15 percig centrifugaltuk (1000 g) . A buffy coat-ot dvatosan
leszivtuk, majd a sejteket PBS-ben mostuk, majd ismét centrifugéaltuk 15 percig
(1000 g).

Single cell gel electrophoresis (comet-assay)

A szeparalt human lymphocytdkat 600 ul, 1%-os LMP agardézban (pH 7.4)
szuszpendalva 37 °C-on érdesitett felszinli iiveg targylemezre pipettaztuk, melyet
elozbleg 1% NMP agarozzal fedtiink. Az agardzt 10 percig 4 °C-on tartottuk, majd a
targylemezeket 50 pl H,O,-t tartalmazod 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, eltavolitva

ezzel a sejtfehérjéket. A lysist kovetden a targylemezeket 30 percre horizontélis
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elektroforézis tartalyba helyeztiikk, mely 1 mM Na,EDTA, 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 neutralizalé pufferrel (0,4 M Tris-HCI, pH=7.,5),
50 pl Ethidium bromiddal (EtBr) jeldltiik, majd fedélemezzel fedtiik.

A comet-assay értékelése vizudlis modszerrel tortént. Az EtBr-al megjelolt
nukleuszokat Zeiss fluorescens mikroszkop segitségével értékeltiik. Osszesen 100
cometet értékeltiink vizualisan targylemezenként, 6t osztalyba sorolva dket a csova
intenzitdsa alapjan, igy 0,1,2,3 vagy 4 értéket kaptak az éptél a maximalisan
karosodottig, ezért az 6sszért€k lemezenként 0 és 400 kozott volt.

Genomialis DNS prepardlds

A genomidlis DNS prepardlasat egészséges egyének EDTA-val alvadasgatolt
periférias vénas veérébol végeztiik QlAamp Blood Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
segitségével.

A polimeraz lancreakciohoz felhasznalt primerek és hibridizdcios probak

A polimerdz lancreakciohoz felhasznalt primereket €s hibridizacids probakat az
l1.tablazat tartalmazza. A PONI-55 antisense primert Akhmedova et al
(Akhmedova), a PONI-192 sense primert Mackness et al. (Mackness) tervezte. A
PON1-55 detektaldo probat a kevésbé gyakori “Met” varidnsra terveztik. A
primereket és hibridizaciés probakat a TIB MOLBIOL (Berlin, Germany)

szintetizalta.



1. Tablazat. PCR primerek és hibridizdacios probak

Primerek Szekvencia®
Orientaci6 PCR termék

PCR primerek

PON1-55F ATTCTGAACCTATTAAAGAAGAGTGATG  Sense 240 bp
PON1-55R CTTAAACTGCCAGTCCTAGAAAACG Antisense
PON1-192F TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG Sense 199 bp
PON1-192R GACATACTTGCCATCGGGTGAA Antisense
Detektalo probak

PON1-55DA GCTCTGAAGACATGGAGATA-F®

PON1-192DA TGACCCCTACTTACAATCCT-F

Anchor prébak

PON1-55A LCRed 640-GCCTAATGGACTGGCTTTCATTAGCTCTGT-ph®
PON1-192A LCRed 640-GAGATGTATTTGGGTTTAGCGTGGTCGTAT-ph

A szekvencidkat 5° - 3" irdnyban tiintettiik fel (accession number: AC004022). A
PON1-55 detektdldo probat a kevésbé gyakori, A allélre terveztik. A
polimorfizmusok helyét alahuzassal jeloltiik.

°F: fluorescein, ph: phosphoryl csoport.

Real-time polimeraz lancreakcio és olvadaspont-analizis

A PCR-t és az olvadaspont-analizist LightCycler real time PCR (Roche) késziiléken
végeztik, 20ul térfogatu iivegkapilldrisban (Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim, Germany). A 20ul-es reakcioelegy 0sszetétele a kovetkezd volt: 9ul of
55F és PON1-55R, illetve PON1-192F és PON1-192R primerek, 1 pl 4 pmol/ul
koncentracioju PON1-55DA és PONI1-55A, illetve PON1-192DA és PONI-192A
hibridizacios probék, és 2 ul DNA-Master Hybridization Probes (Roche Molecular
Biochemicals), amely Taq polimerazt, reakcio puffert, dNTP elegyet, ¢s 10 mmol/I
MgCl, -ot tartalmazott 10x koncentracioban. Az amplifikacibhoz genomialis DNS-t
(2 ul, 50-200 ng) hasznaltunk.

A PONI1-55 genotipizdlashoz a kovetkezd programot alkalmaztuk: kezdeti
denaturaciot  (94°C, 600 s) kovetden, 50 ciklust alkalmaztunk a kovetkezd

paraméterekkel: denaturacié 94°C-on 0 s, hibridizalas 50°C-on 5 s, és szintézis
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72°C-on 2 s, 20°C/s-os lépéssel. A fluoreszcenciat a hibridizaci6 minden 5.
masodpercében detektaltuk. Az amplifikaciot kovetden 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-intenzitas csokkenését. Az olvadési gorbéhez az x
tengelyen a hdmérsékletet, az y tengelyen a (-dF/dT)-t jeldltiik.

A PONI1-192 genotipizalas programja a kovetkez6 volt: kezdeti denaturaciot (94°C,
600 s) kovetden 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-os lépéssel. A
fluoreszcenciat a hibridizdci6 minden 5. masodpercében detektaltuk. Az
amplifikaciot kovetben olvadasi gorbét képeztiink: 180 s-os 45°C-on torténd
inkubaciot kovetden a mintakat lassan 75°C-ig melegitettiik 0.2°C/s sebességgel,
kézben folyamatosan monitoroztuk a fluoreszcencia-intenzitds csokkenését. Az
olvadasi gorbéhez az x tengelyen a homérsékletet, az y tengelyen a (-dF/dT)-t
jeloltiik.

Az amplifik4cio és a fluoreszcencia detektdlds ugyanabban a zart kapillarisban

tortént, kevesebb mint 40 perc alatt.

Statisztikai modszerek

Statisztikai analizishez a PC SAS (6.12) rendszert hasznéltuk (SAS Institute, Cary
NC 275313 USA), leiré statisztikdt alkalmaztunk a vizsgdlt paraméterekre
(atlagtSD), mig a paraméterek idobeli valtozasat ANOVA teszttel, ill. kétmintés t-
probaval vizsgaltuk. A p<0,05 valdsziniiségi szintet tekintettiik szignifikansnak. Az
egyes paraméterek kozott korrelacidoszamitast végeztiink, t-probat végezve p<0,05

korreléciot tekintettlink szignifikansnak.
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EREDMENYEK

A 7 kontroll és a 15 hyperlipidaemias beteg adatait a 2.tdblazatban
foglaltuk 6ssze. Nem talaltunk szignifikans eltérést a hyperlipidaemias ¢és a
kontroll csoport alfa-tokoferol szintjében (30.9+£5.2; 36.771£6.8 uM,;
p>0.05).

2. tablazat. A kontroll csoport és a hyperlipidaemids betegek demogrdfiai
adatai, lipid paraméterei, és alfa-tokoferol értékei

Kontroll Hyperlipidaemias

(n="7) (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/1) 1.06+0.52 2.09+0.11*
HDL (mmol/l) 1.4340.31 1.48+0.25
LDL (mmol/1) 2.6010.60 5.2040.85*
Alfa-tokoferol (uM) 30.90+5.2 36.7716.8

*BMI= body mass index
*p<0.05

Szuperoxid anion termelés

A nyugvo granulocytak alapoxidacios szintje a kontroll csoportban
0.7+0.13 nmol/10%ejt/perc, hyperlipidaecmias csoportban 1,17+0,47
nmol/10%sejt/perc  volt. Az FMLP-vel tortént stimulaciot 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
(2.6340.92 nmol/10°%sejt/perc; p<0.001). A PMA az FMLP-nél jelentdsebb,
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),
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mind a hyperlipidaemias csoportban (6.76+2.46 nmol/10%sejt/perc,
p<0.001). A hyperlipidaemids csoportban a nyugvd sejtek szuperoxid
anion termelése szignifikdnsan magasabb volt a kontrollokhoz képest, mig
a hyperlipidaemias betegek granulocytaiban 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 kovetéen (7.1£1.672.63+0.92 nmol/10%sejt/perc; p<0.001)
szignifikdnsan alacsonyabb szuperoxid anion termelés talaltunk.

TBARS és NO értékek

A hyperlipidaemids egyének plazmdjdban a lipid-peroxidacidt jellemzd
TBARS az egészséges kontrollokhoz képest szignifikansan magasabb volt
(0,36+£0,25; 0,79£0,31 uM, p<0,001). Az NO szintje szignifikdnsan
alacsonyabb volt a hyperlipidaemids csoportban a kontroll csoporthoz
képest (58,1+12,7; 19,2+£14,9 uM, p<0,001).

Szérum paraoxondz aktivitds

A paraoxondz aktivitdas a hyperlipidaemias betegek szérumdaban
szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest
(186.4+44.7; 108.0£49.0 U/l; p<0.001). A sostimuldlta PON aktivitas,
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
elsdsorban az enzim mennyiségérdl informacidt add arilészterdz aktivitas
szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest
(129+£31.2; 80.34+42.1 U/l; p<0.001). Az egységnyi HDL-re jutd
paraoxonaz aktivitdas (PON/HDL) a hyperlipidaemids csoportban
szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest

(182.4+64,4; 77.8443.08 U/mmol; p<0.001).
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Oxidativ DNS-karosodas

A hidrogén-peroxiddal indukalt, comet-assay-vel detektalt oxidativ DNS-
karosodas szignifikdnsan nagyobb mértékli volt a hyperlipidaemias
betegekben a kontrollokhoz képest (visual score 289.5+29.49;
350.97£31,31; p<0,001). A hidrogén peroxid alkalmazasat megel6zoen a
két vizsgalt csoportban nem talaltunk eltérést (97.6£19.11; 107.24+20.67,
n.s.). A hyperlipidaemids betegekben a nyugvd granulocytak szuperoxid
anion termelése és a comet-assay-vel detektalt DNS-karosodas mértéke
kozott pozitiv  korrelaciot figyeltink meg (r=0,517). A neutrophil
granulocytdk PMA-val ¢és FMLP-vel torténd stimulacidjat kovetd
szuperoxid anion termelésével szintén pozitiv korrelaciot mutatott a visual
score (r=0,326; 0,525).

Negativ korrelaciét talaltunk a PON (r=-0,469), a PON/HDL (r=-0.631), és
a DNS-karosodds mértéke kozott, mig pozitiv korrelacid igazolodott a
szérum koleszterin szint és a DNS-karosodas mértéke kozott (r=0.38). Nem
talaltunk Osszefiiggést a plazma NO ¢és TBARS koncentracioja, illetve a
DNS-kérosodas mértéke kozott.

Paraoxonaz (PONI) Leuss —»Met és Gin;g,—Arg polimorfizmus
meghatarozas real-time fluorescence PCR és olvadasi gorbék
alkalmazasaval

A PONI-192 ¢és PONI-55 izotipusokra tervezett hibridizaciés probak
alkalmazasa DNS hozzdadasa esetén a fluoreszcencia intenzitds a PCR
reakcid végéig folyamatosan novekedd tendenciat mutat, mig a H,O
kontroll esetén a fluoreszcencia intenzitasa valtozatlan marad. A PON1-55
Met homozigdta tipusanak olvasasi pontja (T,,) 60.5 °C volt, a heterozigdta
tipus bifazisos gorbét hozott 1étre, mig a PONI1-55 Leu homozigobta
olvadasi pontja 54.7 °C volt. A PONI1-192 GIn homozigodta tipusanak
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olvasasi pontjat (T,,) 60.4 °C —nak hataroztuk meg, a heterozigota tipus ez
esetben is bifazisos gorbét mutatott, mig a PON1-192 Arg homozigota
olvadasi pontja 53.9 °C volt. A PCR termékek mérete a vartnak
megfelelden agardz gélelektroforézissel meghatarozva 240, illetve 199 bp

volt.
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MEGBESZELES

Korabbi tanulméanyok alapjan ismert, hogy a lipoproteinek oxidacidja az
atherosclerosis kialakuldsat el0segitd folyamat. A szuperoxid anion és a
H,O, redox reakciokon keresztiil lipid-peroxidacidhoz  vezet.
Munkacsoportunk korabbi vizsgdlatai soran azt talalta, hogy iddsekben és
hypercholesterinaemids egyénekben a nyugvo granulocytdk szuperoxid
anion termelése novekedett. Jelen vizsgdlatunkban a  korabbi
eredményekhez hasonléan a hyperlipidaemias betegekben a nyugalmi
szuperoxid anion termelés fokozott, mig az FMLP-vel és a PMA-val val6
stimulalhatosag csokkent az egészséges kontrollokhoz képest. Bonneau és
mtsai egy in vitro kisérletben azt tapasztaltdk, hogy LDL hozzdadésat
kovetden a polymorphonuclearis sejtek FMLP indukalta szuperoxid anion
termelése fokozodott, ennek hatterében az FMLP receptoron keresztiil
végbemend jelatviteli rendszer miikodésében bekovetkezd valtozas allhat.
Az emelkedett LDL szint a hyperlipidaemids betegek szérumaban
megvaltoztatja a PMN sejtek membrénjanak Osszetételét, fluiditasat, és
hatassal van szdmos membranhoz kotott sejtfunkciora is, igy az FMLP
receptoron keresztill megvalosulo jelatviteli mechanizmusra ¢és a PKC
aktivitasra.

A lipid-peroxidacidét a sejtet érd oxidativ stressz markerének tartjak,
fokozott  lipid-peroxidéacidét  taldltak  szdmos  olyan  kronikus
megbetegedésben, melyeknek pathogenezisében fontos szerephez jut a
sejtek  oxidativ  kdrosodasa, 1igy atherosclerosisban ¢és daganatos
megbetegedésekben. Hyperlipidaemids betegeinkben a lipid-peroxidaciod
mértékére jellemzéd TBARS mennyisége emelkedett, mig a HDL-hez kotott

antioxiddns, a PON aktivitdsa szignifikdnsan kisebb volt a kontrollhoz
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képest. Adataink arra utalnak, hogy a hypercholesterinaemias
betegcsoportban a fokozott oxidacié mellett csokkent a természetes HDL-
hez kotott antioxidans aktivitas, mely az ¢érelmeszesedés fokozodasat
hozhatja 1étre. Az NO mind antioxidans, mind oxidans hatast kifejthet,
mivel scavenger hatasu a lipid-peroxidokra, ugyanakkor szuperoxid
anionnal reagalva peroxi-nitritt¢ alakul, mely kifejezett endothel-karositd
hatassal rendelkezik. Ezért is voltunk kivdncsiak arra, hogy az endothel
altal termelt NO szintje hogyan valtozik, ¢és azt taldltuk, hogy a
betegcsoportban az NO szint csokkenése volt megfigyelhetd. Az E-vitamin
képes megakadalyozni a lipid-peroxidaciot a sejtmembranban és protektiv
hatast a tobbszorosen telitetlen zsirsavak kedvezodtlen hatdsaval szemben.
A csokkent antioxidans kapacitds mellett az oxidativ folyamatok
fokozodasa vezethet a hyperlipidaemias betegekben comet-assay-vel
detektalt oxidativ DNS-karosodds fokozodésahoz. 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 kialakulasanak gatldséban is.

Természetesen tovabbra is kérdés, hogy egy keringésben taldlhatd
antioxidans rendszer hogyan képes befolydsolni az intracellularis oxidativ
DNS-kérosodast. Korabbi vizsgélatokbol ismert, hogy a szabadgyokdk az
elektrontranszfer révén a sejtekkel torténd érintkezés soran egy oxidacios
lancreakciot hoznak Iétre, melynek eredményeként a DNS-karosodas
l1étrejohet. Feltételezésiink szerint a keringésben 1évdé szabadgyokok,
melyeket részben a granulocytak termelnek oxidaljak a zsirsavakat, igy
konjugalt diének, lipid-hidroperoxidok képzddnek, melyek tovabbi
oxidacids folyamatokat eredményeznek. A PON azzal, hogy hidrolizélja

ezen lipid-hidroperoxidokat, gyakorlatilag meggatolja a tovabbi oxidacids
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folyamatok kialakuldsat, igy csokkenti a sejteket érd oxidativ stressz
mértékét, megakadalyozva ezzel a DNS-kdrosodas kialakulasat.

Az utébbi évtizedekben szamos laboratorium végzett vizsgalatokat a PON1
polimorfizmusok kardiovaszkularis koérképekben jatszott szerepének
tisztazasa céljabol, tobbnyire RFLP analizist alkalmazva. Az altalunk leirt
real-time fluoreszcens PCR ¢és olvadasi gorbe alkalmazdsa kevésbé
1d6igényes, pontosabb ¢s koltséghatékonyabb a tradicionalis PCR
technikdkhoz képest, és lehetové teszi 32 minta egyidejii vizsgalatat. A
modszer kettds fluorofor jeloléssel (LC Red640 ¢és LC Red705)
alkalmazéasaval alkalmas a két polimorfizmus egyidejli detektalasara is, ami
idében még kedvezdbb, ¢és csokkenti a laboratoriumi és reagens

koltségeket.
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UJ EREDMENYEK

1.

A hyperlipidaemias betegek lymphocytdiban a comet-assay-vel
vizsgalt hidrogén-peroxid indukalta oxidativ DNS-kéarosodas
szignifikdnsan nagyobb mértékiinek bizonyult a kontroll
csoporthoz képest.

A hyperlipidaemids betegek granulocytdi szuperoxid anion
termelése szignifikdnsan nagyobb volt a kontroll csoporthoz
viszonyitva mind nyugalmi allapotban, mind PMA-val és FMLP-
vel tortént stimuldciot kdvetden, €s pozitiv korrelacidt mutatott az
oxidativ DNS-karosodas meértekével.

Az alfa-tokoferol szintjében nem talaltunk szignifikéns eltérést a
kontroll és a betegcsoport kozott. A szérum koleszterin szintje és
az oxidativ DNS-kdrosodds mértéke kozott pozitiv korrelaciot
talaltunk, azonban nem volt kimutathatd Osszefiiggés a TBARS,
valamint NO ¢s az oxidativ DNS-kdrosodas mértéke kozott.

A betegek szérum paraoxonaz aktivitdsa, sostimulalt paraoxonaz
aktivitdsa, valamint arilesztéraz aktivitdsa szignifikdnsan
alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest. Negativ korrelaciot
talaltunk a paraoxondz aktivitds és az oxidativ DNS-karosodas

mértéke kozott.

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

konnyen kivitelezhet6 detektalasara.
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