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NOX5: NADPH-oxidaz 5 enzim

LDL.: alacsony stirtiségli lipoprotein

HDL.: magas stiriiségii lipoprotein

gRT-PCR: kvantitativ valos idejlii polimeraz lancreakcio

ROS: A reaktiv oxigéngyokok angol megfeleldjének ,,reactive oxygen species” roviditése
SOD: szuperoxid-dizmutaz enzim

GPx: glutation-peroxidaz enzim

CAT: katalaz enzim

NOS: nitrogén-monoxid szintdz enzim

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gén



1.: Bevezetés és célkitizések

A sziv- és érrendszeri betegségek és az oxidativ stressz kdzotti kapcsolat jol ismert jelenség,
amely a szervezet redox rendszerének felborulasahoz és a reaktiv oxigéngyokok felé valo
eltolodashoz vezet. Az emlds szervezetekre gyakorolt, jo1 ismert karos hatasok mellett azonban
a reaktiv oxigéngyokok fontos szabalyozo szerepet téltenek be. Ennek kulcsenzimei a NADPH-
oxidazok (NOX-ok és DUOX-ok), melyek elsésorban a reaktiv oxigéngyokok szabalyozott

termeléséért felelosek.

Egyre tobb kutatds szdmol be ezen enzimek széleskorii biologiai funkcidirol, azonban a NOXS
izoforma esetében korlatozott ismereteink vannak, melynek legfobb oka, hogy a
modellallatként kedvelt ragcsalékban nem expresszalodik. A NOX5-6t elészor a herében és a
limfoid szovetekben azonositottak, a kdzelmultban azonban az erekben is kimutattak, emiatt a
vaszkularis valaszreakciokban, valamint ateroszklerozis kialakulasaban betoltott szerepére is

jelentés figyelem forditodik.

Mivel nyulak esetében a NOX5 expresszidja igazolt herében, nyirokcsomdban, valamint
aortaban, tovabbi vizsgalatok celjabol CRISPR technoldgiaval létrehoztak egy NOX5-
enzimhianyos nyulmodellt. Ezeken az allatokon korabban koleszterinetetéses-kisérletet
vegeztek, mely eredmeényei arra mutatnak, hogy ez az enzim az alacsony expresszio mellett is
jelentds hatassal van az érelmeszesedés kialakuldsara. A Nox5 gén hianyaval parhuzamosan
fokozodott az érelmeszesedés mértéke a nyulak aortajaban koleszterinetetés kdvetkeztében,
ami arra utal, hogy a NOX5 enzim jelenléte protektiven hathat a plakképzodéssel szemben. A
jelenség pontos mechanizmusa még nem ismert, jelen vizsgalat a sejt szintli folyamatok

megértéséhez jarulhat hozza.

Az ateroszklerdzis kialakuldsdban az alacsony siirliségli lipoproteinek (LDL) és gyulladési
faktorok jelenléte, valamint az oxidativ folyamatok egyuttesen jatszanak szerepet. Az oxidativ
stresszre adott sejtvalaszok nyomon kovetheték a szervezet antioxidans védelmi rendszerében
bekovetkezett valtozasokon keresztill. A munkam célkitiizése ezért, hogy a vérben 1évo sejtes
alkotokban az oxidans-antioxidans rendszerben fellépd expresszidos valtozasok eltéréseit

hasonlitsam 6ssze NOX5 génkiutott és vad tipusa allatok esetében.
A munkafolyamat:
-gének kivalasztasa (haztartasi gén és vizsgalt gének)

-qRT-PCR primerek tervezése



-primerek tesztelése és a qRT-PCR reakcio beallitasa
-qRT-PCR vizsgalatok Nox5 KO és vad tipusu allatok vérmintdin

-eredmények 0sszehasonlitasa és értékelés

2.: Irodalmi attekintés

2.1.: Reaktiv oxigéngyokok

A reaktiv oxigéngyokok olyan atomok, molekulak vagy ionok, amik egy vagy tobb péarositatlan
elektront tartalmaznak a kiilsé elektronpalydjukon, €s altalaban rendkiviili reakciokészséget
mutatnak. (Di Meo & Venditti 2020) Az angol megfeleldje a ,reactive oxygen species”,

melynek roviditése: ROS.

Ezen oxigénbbl szarmazd kis molekulak kozé tartozik a szuperoxid («Oz7), a hidroxil
gyok(*OH), a peroxil-gyok (RO2¢), és az alkoxil-gyok (ROe¢) és bizonyos nem reaktiv
oxigénformak, amik vagy oxidaloszerek és/vagy kdnnyen reaktiv oxigénformakka alakulnak
at, mint az 6zon (Os), hidrogén-peroxid (H20.), az egyatomos oxigén (*O2) és a hipoklérossav
(HOCI). A reaktiv oxigéngyokok termelddése altalaban egy kaszkad reakcio, ami a szuperoxid
eléallitasaval kezdédik. A szuperoxid gyorsan atalakul hidrogén-peroxidda, akar spontan is,
kivaltképp alacsony pH esetén, vagy a szuperoxid-dizmutaz enzim altal katalizalt reakcidban.
A ROS termel6dés kaszkadreakciojanak tovabbi eleme a szuperoxid reakcidja nitrogén-
monoxiddal, aminek eredményeként peroxinitrit keletkezik, a peroxidaz altal katalizalt
hipoklorossav keletkezes hidrogén-peroxidbdl, és a vas altal katalizalt Fenton reakcio, ami a

hidroxil gyok képzddéséhez vezet.

A reaktiv oxigéngyokok nagyszamu kilonféle molekulaval reakcioba Iéphetnek, beleértve mas,
kis szervetlen molekuldkat, csakiugy, mint fehérjéket, zsirokat, szénhidratokat és
nukleinsavakat. Ilyen kélcsonhatasok altal a reaktiv oxigéngyokok visszafordithatatlanul tonkre

tehetik, vagy megvaltoztathatjak a célmolekula funkciéjat. (Bedard & Krause 2007)



A lipideket nagymértékben karosithatjak a szabadgyokok, lipid-peroxidacio altal. A fehérjékre
gyakorolt kérosito hatasuk az enzimaktivitds elvesztését eredményezheti. A DNS-ben okozott

karosodas mutagenezishez és karcinogenezishez vezethet. (Devasagayam et al. 2004)

Kdvetkezésképpen a reaktiv oxigéngyokoket egyre gyakrabban az ¢é16 szervezetekben
bekovetkezé karosodasok f6 tényezbjeként azonositottak. 1956-ban Harmann atiitd
megfigyelést tett a reaktiv oxigéngyokoknek az 6regedés folyamataban betoltott szerepével
kapcsolatban, és a reaktiv oxigéngyokok, mint a sejtkarosodast okozd agensek koncepcidja

széleskdrben elfogadotta valt az 6regedéssel kapcsolatos elméletekben.

Mégis, legalabb egy elényos szerepét a reaktiv oxigéngyokok termelésének mar koran
felismerték, konkrétan a sejt védelmében betoltott fontos szerepét. Ez akkor valt egyértelmiivé,
amikor felismerték a reaktiv oxigéngyokok hidnya €s a leukocitdk csokkent 6loképessége
kozotti kapcsolatot. Azonban az utdbbi évtizedekben egy masodik, fontos elmélet is kialakult
a reaktiv oxigéngyokokkel kapcsolatban. A reaktiv oxigéngytkoknek valdjaban nem csak a
sejtkarosodasban és a patogének megdlésében van szerepilk, de nagyszamu reverzibilis
szabalyozasi folyamatban is részt vesznek, gyakorlatilag minden sejtben és szovetben. (Bedard
& Krause 2007)

Ezért a reaktiv oxigéngyokok kettds szerepet jatszanak az €16 szervezetekben: az aerob
metabolizmus toxikus melléktermékei, amik oxidativ serllést és szoveti miikodési hibakat
okoznak, ugyanakkor jelzomolekuldkként funkcionalnak, amik elényods stresszre adott
valaszreakciokat aktivalnak. A kutatasok soran azt talaltak, hogy a reaktiv oxigéngyokok
kritikus szerepet jatszanak a NF-xB transzkripcios faktor irdnyitasa alatt all6 genek
aktivaciojaban, a prosztaglandin bioszintézis medidtorai, az embrionalis fejlédés soran is
funkcioval birnak, tovabba jelatviteli molekulakként miikodnek a sejten beliil és a sejtek kdzotti
kommunikacioban is. Fontos elérelépés volt a reaktiv oxigéngyokok elonyds hatasait illetéen
az a felfedezés, hogy az egyszer(i baktériumoktdl egészen az eml6sokig indukalhatnak redox-
szenzitiv  jelatviteli kaszkadokat, ami antioxidans enzimek expresszids szintjeinek
ndvekedésehez vezet. (Di Meo & Venditti 2020)

A reaktiv oxigéngyokok fiziologias termelédése torténhet mas biologiai reakcidk
melléktermékeként is a mitokondriumban, a peroxiszoméakban és mas sejtalkotékban. Azonban
a fagocita NADPH oxidaz (NOX) volt az els6é példdja egy olyan rendszernek, amelyr6l
igazoltak, hogy nem melléktermékként, hanem elsddleges funkciojaként termeli a reaktiv

oxigéngyokoket. A NOX enzimcsaladba tartozé Uj enzimek felfedezése demonstralta, hogy az



olyan enzimek, melyeknek elsddleges funkcidja a reaktiv oxigéngyokok termelése nem csak a

fagocitakban talalhatok meg, hanem gyakorlatilag minden sejtben. (Bedard & Krause 2007)

2.2.: Az oxidativ stressz és az érelmeszesedés

Az érelmeszesedést ma kronikus gyulladasos betegségnek tekintik. A talzott ROS termelés altal
Kivaltott oxidativ stressz kritikus, végsé mechanizmusként jelenik meg az érelmeszesedés
folyamatédban. Habar az érrendszer homeosztazisdhoz nélkulozhetetlen a termelédésiik, a
fokozott ROS termelés szerepet jatszik az érkarosodasban. Az endogén antioxidansok
ellenérzépontokként miikédnek a reaktiv oxigéngyok termelés ezen nemkivéanatos
kdvetkezmenyeinek elkeriilése céljabol, és az oxidans/antioxidans folyamatok egyensulyhianya
az oxidativ stressz allapotahoz vezet. Az érelmeszesedéses betegségek kezelésére jelenleg
alkalmazott szerek, mint az aszpirin, a sztatinok és a renin-angiotenzin rendszert géatlo

gyogyszerek pleiotrop antioxidans hatast fejtenek ki.

Az érelmeszesedés egy kronikus gyulladasos betegség, amit a lipidek és a gyulladasos sejtek
felhalmozodasa jellemez a kbzepes és nagyméretll artériak falaban. A betegseg kialakulasa
egyutt jar a gyulladast elésegit6 jelatviteli rendszerek aktivalodasaval, a citokinek/kemokinek

expressziojanak és az oxidativ stressz mértékének névekedésével.

Az érelmeszesedés kialakuldsanak kiindulasi, kezdeti eseménye az endotélium
(hamszovetréteg) sérilése az érfalban. Ennek kovetkeztében az LDL koleszterin bejut a
szubendotelialis térbe és ott felhalmozodik. Az LDL oxidalodik, kéros allapotban oxidalt LDL
valik bel6le. A modosult lipoprotein részecskek novelik a sejtadhéziés molekulak (peldaul
VCAM-1; P-és E szelektin) expresszidjat az endotél sejtekben, aminek kovetkeztében a

leukocitak (f6leg monocitak és T-limfocitak) 6sszegylilnek a szubendoteliélis térben.

Kemoattraktans fehérjék kdlcsonhatasaval - mint az MCP-1, az eotaxin és a gamma interferon
(INF-y) - ezek a gyulladasos sejtek az intima szOvetrétegbe vandorolnak. A monocitak
makrofagokka differencialodnak, kiilonb6z6 receptorokat expresszalnak, (mint a CD 36, SRA,
és LOX-1) es felveszik a modosult lipoproteineket. Ezeket a lipidekkel megtelt makrofagokat
habsejteknek hivjak a megjelenésiik miatt, és jelenlétik az artériak faldban a kezdeti
érelmeszesedéses elvaltozas ismertetéjele. A T-limfocitdk és a hizosejtek, melyek az intima
rétegbe vandorolnak, a habsejtekkel egyitt kilonféle citokineket bocsatanak ki, amik serkentik

a gyulladast és a ROS termelést.



Az ezen sejtek altal kibocsatott ndvekedési faktorok, ugyandgy, mint a reaktiv oxigengyokok
serkentik a simaizom sejtek vandorlasat és a kollagén lerakodast, ami plakk képzddéséhez
vezet. A reaktiv oxigéngyokok eldidézik a fent emlitett receptorok expresszidjat a simaizom
sejtekben és a habsejtté alakulasukat el6segitik. Indukaljadk a matrix metalloproteinazok
kibocsatéasat, ami lebontja a plakk kotészovetes szélét/falat és az endotél sejtek alapmembranjat,
ami a plakk fizikai levalasat okozza. A plakk fizikai levalasa megtorténhet az endotél sejtek
felszini erézidjaval az alapmembréanjuk sérullése kovetkeztében; a plakkban 1év6 hajszalerek
szakadasa miatt, ami mikrovéromlenyt/trombézist okoz vagy a plakk pro-trombogén

tartalmanak kikerilésével, a kotdszovetes rész sériilése miatt.

Ezek a 1éziok hirtelen nagyobbodasét okozzék, és trombozist valthatnak ki a plakkot tartalmazé
artériakban. Ezek a fizikai zavarok nem mindig okozzék a véraramlas koros elzarodasat.
Sokszor a véralvadasgatlo bioldgiai Gtvonalak felulirjak a folyamatokat és a gyogyulas kezdetét
veszi. Ez tovabbi simaizom proliferaciohoz és kollagén felhalmozddashoz vezet, ezéltal a zsiros

plakk tobb rostos kotészovetet tartalmazo plakka alakul at.

A NADPH oxidaz, a xantin-oxidaz, a mitokondrialis enzimek, a lipoxigenaz enzimek, a
mieloperoxidaz es a szétkapcsolt endotélidlis nitrogén-monoxid szintdz enzim (eNOS) a 6

reaktiv oxigéngyok termelOk az erekben.

A xantin-oxidaz megtalalhaté az endotélium sejtjeiben és a vérplazméaban; szuperoxid aniont
és hidrogén-peroxidot allit e¢l6. Az érelmeszesedeses plakkban magasabb mennyiségben
mutattak ki. Az angiotenzin Il és az oszcillaloé nyirdfesziiltség noveli az endotelialis xantin-
oxidaz expressziojat. Kutatasok kimutattdk, hogy a xantin-oxidaz inhibitorok csokkentik az
érelmeszesedés kialakulasat ApoE génkiltott egérben, és hogy enyhitik az endotelialis
miikodési zavart er6s dohanyosoknal. Az enzim serkenti a LOX-1 és CD-36 receptorok
expressziojat a makrofagokon és az érrendszeri simaizomszovet sejteken, és ndveli a reaktiv
oxigéngyok termelést. Ez viszont aktivalja a NLRP3 inflammaszomat és egyéb downstream
gyulladaskelté mediatorokat, ami a makrofagokbdl habsejtek kialakulasat eredmeényezi.
Emellett az enzim altal el6allitott htigysav a CD-36 expressziojan keresztiil valtja ki a habsejt

képzddést.

A lipoxigendz enzimek hidrogén-peroxidot termelnek, arachidonsavat hasznalva
szubsztratkent. Az 5-lipoxigenaz és a 12 és 15- lipoxigendzok kotédnek az érelmeszesedéshez
kozuluk. Az érfali simaizomszovet sejtekben NOX enzimaktivitast indukalnak, oxidativ

stresszt okozva ezzel az érrendszer szoveteiben. A lipoxigenazok végtermékei, a leukotriének,



maguk is eldsegitik a gyulladast, és aktivaljdk az endoteliélis sejteket, a makrofagokat és a

habsejteket. Egyuttal matrix metalloproteindzok és citokinek felszabaduldsahoz vezetnek.

A mieloperoxiddz foképp a neutrofil granulocitdkban és kismértékben a monocitakban
talalhato, és hipohalogénsavakat termel, mint a hipoklorossav (HOCI) a hidrogén-peroxiddal
torténd reakcioval. Baktericid hatdsa van, és fontos szerepet jatszik az immunrendszerben.
Ennek a rendszernek a miikodési hibaja ROS termelését eredmenyezi, ami oxidativ stresszt
okoz. Tovéabba a mieloperoxidaz oxidalja az LDL-t, a HDL-t, és a nitrogén-monoxidot, ezaltal

kivaltva és erOsitve az érelmeszesedést.

A jelentGsebb antioxidans rendszerek az érfalban a szuperoxid-dizmutazok (SOD), a glutation-
peroxidazok (GPx), a katalaz (CAT), a paraoxonazok, a tioredoxinok és a nitrogén-monoxid
(NO). A szuperoxid-dizmutdz hidrogén-peroxidda alakitja a szuperoxidot, amit tovabb
bontanak a glutation-peroxidazok, a katalazok és a tioredoxin. Ennek az enzimnek harom
izoformdjat kiillonboztetik meg — SOD1(citoplazma, és mitokondrium bels6 membranja); SOD2

(mitokondrium matrixaban); SOD3 (extracellularis) — az alapjan, hogy hol talalhato.

A SOD felszabalyozasa nem jar kdzvetlenul csokkent reaktiv oxigéngyok termeléssel. Ez a
tavoli oxidansok megndvekedett mennyiségének koszonhetd, amik a végtermék, a hidrogen-
peroxid miatt termelédnek, és elsegitik az érelmeszesedést. A katalaz enzim tultermeltetése,
ami kepes lebontani a hidrogén-peroxidot, a SOD1-el egyiitt, ApoE génkiltdtt egerekben
csokkentette az érelmeszesedést, azonban egymagaban a SOD1 tultermeltetése ndvelheti az

ateroszklerdzis mértékét.

A katalaz enzim a hidrogén-peroxidot vizze és oxigénné alakitjak. A CAT a peroxiszomakban

talalhato, és javitja az érelmeszesedést magas zsirtartalmi diétan tartott egér modelleken.

A glutation-peroxidaz antioxidans enzim, sokféle sejttipusban megtalalhatok és szamos
peroxidaz mennyiségét képes csokkenteni, példaul a lipid-peroxidazokét és az oxidalt
foszfolipidekét. A glutation-peroxidaz tultermeltetése Apo E génkiltott egérben csdkkentette
az olyan érelmeszesedést elsegitd folyamatokat, mint az endotéliumban és a monocitakban az

adhézios molekuldk expresszidja.

A paraoxonazok egy fehérjecsalad, (PON 1; PON 2; PON 3), ami csokkenti az oxidativ stresszt,
a lipid peroxidaciot és az érelmeszesedést modellallatokban. Paraoxondz 1 a HDL-hez
kapcsolddik és a felszabalyozasa ApoE génkiutott egérben véd a lipid oxidaciotol és csokkenti

az érelmeszesedést. A paraoxondz 2 az érfalban expresszalddik, az endoplazmatikus



retikulumban vagy a mitokondrium membranjaban talalhaté meg és csokkenti a szuperoxid
képzédését. Athelyez6dhet a plazmamembréanba a lipid peroxidacio hatasara, és az egér
modellben csokkentette az érelmeszesedést és az oxidativ stresszt. Hasonl6an a paraoxonaz 3
is megakadalyozza a szuperoxid képz6dést a mitokondriumban, alacsony Szinten

expresszalodik a plakkokban, ami véd6 funkciora utal.

A nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzim egyszerre jatszik antioxidans és az oxidaciot
elésegit szerepet az érelmeszesedésben. Az endotelidlis nitrogén-monoxid szintaz (eNOS)

konstitutivan expresszaldédik az endotélium sejtjeiben. Az altala termelt nitrogén-monoxid

--------

=z =7

fokozza az érelmeszesedeést. A neuronalis nitrogén-monoxid szintdz (nNOS) a centralis és
periférialis idegsejtek mellett az erek falaban is megtalalhato, hozzajarul az ér tagulasahoz, igy

érelmeszesedés ellenesnek tekintheto.

Mésrészt az indukalhato NOS (iNOS), ami gyulladas, oxidativ stressz és vérmérgezes esetén
indukalodik, érelmeszesedést el6idéz6 hatasu, valoszintileg a peroxinitrit képz6édés miatt, ami
egy ¢érelmeszesedést eldsegitd oxidans. Emellett az INOS aktivitas relativ BH4 hianyhoz
vezethet, amire az eNOS-nak sziiksége lenne, de a hiany miatt szetkapcsolodik ez utébbi enzim.

A szétkapcsolt eNOS ROS termeld, igy hozzajarul az ateroszklerdzis kialakulasahoz.

A sziv-és érrendszeri betegségek kialakulasaban szerepet jatszo rizikd tényezék szinte
mindegyike sordn megjelenik az oxidativ stressz allapota. A magas vérnyomas, a
cukorbetegség, a dohanyzas, a diszlipidémia aktivalja a NADPH oxidaz rendszert, ami tobblet
szuperoxid anion termelédéshez vezet. Ezek a kérilmények L-arginin és BH4 (eNOS kofaktor)
hidnyhoz vezetnek, ami az eNOS szétkapcsolodasat, endotélidlis miikodési zavart és még tobb
reaktiv oxigéngyok termelddést okoz. A dohanyzas erés endotelidlis NADPH oxidaz aktivator,
emellett kdzvetlendl is oxidalja az LDL-t. Az oxidalt LDL jobban aktivalja a NADPH oxidazt,
mint a nativ LDL, és csdkkenti az eNOS aktivitasat. (Kattoor et al. 2017)

2.3.: NADPH oxidazok

Sokaig a NADPH - oxidaz altali szuperoxid termelést csak a fagocitdkra jellemz6

tulajdonsagnak tekintették. A fagocita NADPH-oxidazok citokrom alegységének 6 homoldgjat
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mutattak ki: NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1, és DUOX2. Ezek a homologok a fagocita
NADPH-oxidazzal (NOX2/ ¢91P"%) egyiitt alkotjdk a NADPH-oxidaz, azaz NOX
enzimcsaladot. Ezek az enzimek transzmembran fehérjék, amik elektronokat széllitanak a
plazmamembranon keresztill és szuperoxidot allitanak el6, ami tovabbi reaktiv oxigéngydkok
képzOdéséhez vezet. Az elektrontranszport sordn az elektron akceptor molekula &ltalaban
oxigén. Az enzimcsalad kiilonboz6 tagjainak aktivacids mechanizmusa és szoveti eloszlasa
markansan eltér. A NOX enzimcsalad tagjainak fizioldgias funkcioi kdzé tartozik a gazdasejt
védelme, fehérjék poszttranszlacios modositasa, sejtek kozotti jelatvitel, a génexpresszid
szabalyozasa és a sejtosztodas és — differenciacio szabalyozasa. Ezek az enzimek sokféle kdros
folyamat kialakulaséban is szerepet jatszanak. A hidnyuk immunszupressziohoz, pajzsmirigy
alulmitkodéshez vezethet. A megndvekedett NOX enzimaktivitas is sok koros folyamatot valt

ki, kiillondsen sziv- és érrendszeri betegségeket, és neurodegeneraciot.

A kozos funkciojuknak megfelelden a NOX enzimeknek vannak konzervalt
strukturalis/szerkezeti tulajdonsagaik, amik kdzdsek az enzimcsalad minden tagjaban. (1. abra)
A karboxil-terminalis végrél elindulva a konzervalt strukturalis elemek a kovetkezOk: 1.)
NADPH kot6hely a karboxil-terminalis vegen; 2.) FAD kot6 régié a karboxil-termindlis véghez
legk6zelebb es6 transzmembran domen kdzelében; 3.) hat konzervalt transzmembran domeén;
4.) négy magas szinten konzervalt hem kot6 hisztidin, kett6 a 3. és ketté az 5. transzmembran
doménban. (Bedard & Krause 2007)
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1. abra: A NOX enzimek altalanos szerkezete (Bedard & Krause 2007)

A fagocitékra jellemz6 Nox 2 plazmamembranhoz kotott alegységbdl (gp91phox, azaz Nox2
¢és p22phox); 3 a citoplazmaban talalhat6 alegységbdl (p47phox, p67phox, és p40phox) és egy
alacsony molekulasulyu G fehérjéb6él (Racl vagy Rac2) all, amelyek nyugalmi allapotban
nincsenek 6sszekapcsolva. Stimulacid esetén a plazmamembran alegységek dsszekapcsolddasa
a citoplazmaban talalhatdo alegységekkel és a Racl vagy 2 fehérjével szuperoxid
termelédéséhez vezet. A Katalitikus alegység a Nox2, ami transzmembran heterodimert alakit

Ki a p22phox alegységgel és elektrontranszportlancként funkcional.

A p22phox, egy nem glikozilalt, membranhoz kotott fehérje, a molekulatémege 22 kilodalton,
1:1 aranyban kapcsolodik 6ssze a Nox-szal. A f6 funkcidja a Nox1,2,3, és 4 fehérjék
stabilizalasa, és a citoplazmaban talalhato alegységekkel vald interakcié a Nox1,2 és 3 esetében.
Mig a Noxl1-nek, 2-nek, 3-nak és 4-nek feltétlenll sziiksége van a p22phox alegységre az

aktivaciohoz, addig a Nox5 nem igényli ezt. (Touyz et al. 2019)

2.4.: Nox 5
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A NOX5-6t 2001-ben fedezte fel két kutatdcsoport. Cheng és munkatarsai egy 565 aminosavbol
allo fehérjét kodol6 cDNS-nek irtak le, mig Banfi és munkatarsai egy 700 aminosavbdl allo
fehérjét kodold cDNS-nek irtdk le. Az ember esetében a NOX5 gén a 15. kromoszoman
talalhatd. A Banfi és tarsai altal leirt izoforméakat (NOX5a, -, -y és 8) egy hosszu intracelluléris
NH; véget tartalmazé Ca?* koté EF kéz domén kiilonbozteti meg a NOX1-NOX4 enzimektél.
(2. dbra) Az 6tddik izoformabdl, amit Cheng és munkatarsai irtak le (NOX5¢ vagy NOX5-S)
hianyzik ez a régid, igy jobban hasonlit a szerkezete a NOX1-4 enzimekére. Immunoblot
vizsgélatokon a NOX5-6t egy 85 kilodalton méretli fehérjeként irtak le. Ez 6sszhangban van a
becsilt molekulatomegével, és arra utal, hogy a fehérje nem glikozilalt. Ugyandgy, mint a
NOX2 esetében a NADH nem helyettesitheti a NADPH-t, mint citoplazmaban talalhat6

elektrondonort a NOX5 esetében sem.

A NOX5 mRNS expressziojat a herében, a I|épben, a nyirokcsomokban, az érfalak
simaizmaban, a csontvelében, a hasnyalmirigyben, a méhlepényben, a petefészekben, a
méhben, a gyomorban és tobbféle magzati szovetben mutattdk ki. A NOX5 aktivalasaban a

citoplazmaban bekdvetkezé Ca®* koncentracio novekedése vesz részt. (Bedard & Krause 2007)

A megnovekedett citoplazmaban talalhaté Ca?* koncentracid elemi sziikséglet a Nox5
aktivitashoz, mint azt sejtkultirakon végzett tanulmanyok bizonyitjak, ahol Ca?" nélkiili
pufferben nem torténik reaktiv oxigéngyok képzoédés. (Touyz et al. 2019) Az enzim Ca?* kotd
doménja fiiggetlen egységként viselkedik, és az ion szintjének emelkedésére konforméacids
véltozasokon megy keresztiil. Ugy Vélik, ez aktivalja az enzimet egy intramolekuléris fehérje-
fehérje kolcsonhatason keresztiil, ami a Ca?* koté régio és az enzim karboxil-terminalis vége
kozott jatszodik le. (Bedard & Krause 2007)
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2. dbra: A NOXG5 szerkezete és szabalyozasa (Touyz et al. 2019)

2.5.: Patoldgias folyamatok

A megnovekedett mennyiségi ROS termelés és a megvaltozott redox jelatvitel az
érrendszerben szerepet jatszanak a sziv-és errendszeri betegségek korélettanaban, beleértve a

magas vérnyomast, es ezt reszben a megndvekedett Nox enzimaktivitasnak tulajdonitjak.

A Nox1, Nox2, Nox4 és Nox5 gének kifejez6dnek és az enzimek funkcionalisan aktivak az
emberi érrendszer sejtjeiben. A Noxl-et, Nox2-t és Nox4-et mar jol jellemezték sziv-és
érrendszeri betegségmodelleken, a Nox5 -rél azonban kevesebbet tudunk. Ez részben a kisérleti
modellallatok hianyaval hozhaté 6sszefiiggésbe, mert a ragcsalokbdl hianyzik ez az enzim. Az
emberi Nox5 gént expresszalé egereken végzett tanulmanyok ravilagitottak ezen enzim
lehetséges szerepére a sziv-és érrendszeri betegségekben. Egy genomszintli asszociacios
vizsgalat (GWAS) a Nox5 gént a vérnyomas szabalyzasaval 6sszefuggésbe hozhatd génként
azonositotta. 475000 személyen végezték ezt a GWAS vizsgalatot, és a szisztolés vérnyomassal

mutatta a legszorosabb dsszefliggést a Nox5.

A magas vérnyomashoz hozzajaruld6 mechanizmusok dsszetettek, sok patoldgias folyamatot
magukba foglalnak, beleértve a Na* transzport szabalyozasanak megvaltozasat a vesében, az
endotélium miikodési zavarat, az érrendszer hiperkontraktilitasat, az artériak elmeszesedését,

az immunsejtek aktivalodasat és a gyulladast. A kdzos ezekben a folyamatokban az oxidativ
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stressz, a tulzott Nox enzimek altali reaktiv oxigéngyok termelés miatt, a nitrogén-monoxid

(NO) csokkent biologiai hozzaférhetdsége miatt, és a csokkent antioxidans kapacitas miatt.

Az oxidativ stressz megndvekedett redox jelatvitellel, transzkripcios faktorok aktivalasaval,
gyulladast elosegité jelatviteli utvonalak serkentésével, stresszhez kotddd kinazok
indukalasaval és DNS karosodassal, azaz sejtkarosodashoz, és érrendszeri miikodési zavarhoz
vezeté molekularis folyamatokkal jar egyiitt. Mig sok kisérleti adat tamasztja ala az oxidativ
stressz kivaltd tényezOként vald szerepét a magas vérnyomas kialakuldsaban, addig a reaktiv
oxigéngyokok direkt szerepére a magas vernyomas korélettanaban hianyosak az ismeretek. Sok
klinikai kutatas mutatott ki azonban pozitiv sszefiiggést a vérnyomas és az oxidativ stressz
biomarkereinek sejtplazmaban talalhato szintjei kozott, beleértve a malondialdehid, a fehérjek
oxidaciés termékei és az F2-izoprosztanok mennyisege kozott, és forditott 0sszefliggést a
vernyomas és a plazmaban talalhaté antioxidansok kozott, peldaul teljes antioxidans kapacitas,
a szuperoxid-dizmutaz és az antioxidans vitaminok (E és C-vitamin) mennyisége kozott. Ezen
erds, az oxidativ stresszt €s a magas vérnyomast 0sszekotd Osszefliggések ellenére tovabbi

vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy megcafolhatatlanul igazoljak az ok-okozati 6sszefliggést.

A Nox enzimek kodzvetlen szerepét a magas vérnyomas kialakuldsdban demonstraltak Nox1,
Nox2, Nox4 vagy p47phox hidnyos egereken, ahol az angiotenzin Il altal indukalt magas
vérnyomas ¢és az endotélialis miikodési zavar csokkent. Mig az angiotenzin Il kivaltotta magas
vernyomas akut modelljei esetében tapasztalhatdé Nox enzimaktivitas, addig a kronikus
modelljei az angiotenzin II fliggd magas vérnyomasnak a Nox1-t6l és a Nox2-t61 fliggetlennek
tiinnek. A Nox-okat az érfalban tulexpresszald transzgénikus egerek az angiotenzin 11-re talzott
vérnyomasi és érrendszeri valaszreakciot mutatnak. A magas vérnyomasu egerek és patkanyok
kezelése kulonféle antioxidansokkal, példaul C és E vitaminnal, szuperoxid-dizmutazzal
csokkentette az érrendszeri és az egész szervezetet érinté oxidativ stresszt és a vérnyomast. A
nitrogén oxid mennyiségének ndvelésére szolgald stratégiak - beleértve a BH4 kezelést - az

érrendszert védo és magas vernyomas ellenes hatast mutattak a modellallatokon.

Az érrendszeri Nox1/2 aktivitasbol szarmazd reaktiv oxigéngyokoknek szerepe van az
érelmeszesedésben, az aorta aneurizméaban (a foveréér koros tagulata), a cukorbetegség soran
fellépd vaszkulopatiaban. A Nox4 szerepe kevéshé tisztazott, mert érkarosodast okozo, és
érvédé hatasat is kimutattak a kisérleti koriilményektol fiiggen. Ischémias vagy hipoxias

allapotban az endotéliumban talalhatd Nox4 szerepet jatszik a vér-agy gat karosodasaban és az
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idegi autotoxicitasban. A Nox4-/- stroke modell egerek védettek voltak az oxidativ stresszt6l,

a vér-agy gat szivargastol és az idegi apoptdzistol.

Masrészrél egyre tobb eredmény mutatja, hogy érvédo és érelmeszesedés ellenes funkcidja van
az endotélialis és a szivizomsejtekben talalhaté Nox4-nek, mert a Nox4 hianya ezekben a
sejttipusokban sziv-és érrendszeri sériiléshez és endotélialis miikodési zavarhoz vezet az
érelmeszesedést és magas vérnyomast modellezé allatokban. Az eltérd eredmények okai
valdszintileg a Nox4 aktivitds hely€hez, a reaktiv oxigéngyok tipusahoz és a termelédésének
helyéhez, és az éppen tanulmanyozott mas-mas betegségmodellhez kothetok. (Touyz et al.
2019)

2.6.. ANOX 5 KO nyul
2.6.1.: A kisérleti nyual, miért jo modellallat a nyal

A transzgénikus nyulak kivaldo modellallatoknak bizonyultak kiilonb6zd 6roklodo és szerzett
betegségek esetén, mint a hipertrofias kardiomiopatia, a lipoprotein- metabolizmus zavarai €s
az erelmeszesedes. A transzgénikus nyulak emellett megfeleld bioreaktorok is rekombinans
fehérjék termelésére, mind kisérletekben, mind kereskedelmi szinten. Széles kdrben ismert
tény, hogy bizonyos esetben a haté mutacio, ami az emberben kivéaltja az adott betegséget a
ragcsalokban nem okoz hasonlé koros tlineteket. Az egér modellben a genetikai valtozasok
eredményének tanulmanyozasara szolgalo analitikai technikdk kozul szamos egyetlen
idépontra korlatozodik, mivel az egér nem éli tal az analizist. A nyul (Oryctolagus cuniculus)
filogenetikailag kozelebb all a foemlésokhoz, mint a ragesalok, €s elég nagy a testmérete ahhoz,
hogy lehetévé tegye a fiziologiai allapot valtozasanak nem-halalos modszerekkel torténd
nyomon kovetését/monitorozasat. A transzgénikus nyulakra épiilé rendszerek azért is
kilondsen értékesek, mert fontos rést toltenek be az egér modell, és a nagyobb testli emlésok
modellallatként valé hasznalata kodzott. A legkisebb haziasitott allat, melynek tejében

rekombinans fehérjét lehet termeltetni, mind kisérleti, mind kereskedelmi szinten.

A Kkoleszterin etetett nyulak a lipoproteinek vizsgalatanak, és az érelmeszesedésben bet6ltott
szerepik vizsgalatanak klasszikus modelljének szamitanak, mert a nyal rendkivil érzékenyen
reagal az étrenddel bevitt koleszterinre. A koleszterinben gazdag étrend magas
koleszterinszinthez, és az érelmeszesedés gyors kialakulasahoz vezet a nyulakban. Ellentétben

az egerrel, a nyul lipoprotein metabolizmusa hasonlé az emberéhez. A nyul majaban sem
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torténik modosulas az apolipoprotein B mRNS-ében, csakdgy, mint az ember esetében; ezzel
szemben az egér mijaban jelentdsen modosul az apoB mRNS. A nydl esetében az
apolipoprotein B-t tartalmazd lipoproteinek az emberéhez hasonld kémiai Osszetétellel és
koleszterin észter transzfer fehérjével rendelkeznek, amely fehérje kbzponti szerepet jatszik az
ateroszklerdzis folyamataban, és mind a nyul, mind az ember vérplazmajaban megtalalhatd,
mig az egérbél hianyzik. A veleszuletett lipid-metabolizmus rendellenességet hordozo
nyllvonalak létezése hozzajérult ahhoz, hogy kulondsen informativ transzgénikus nyulakat
hozhassanak létre. A Watanabe o6roklé6dé hiperlipidémias (WHHL) nyul olyan genetikai
varians, amely az 6rokletes hiperkoleszterinémiat modellezi, (a legfontosabb fenotipus, amit
vizsgéltak rajta a magas LDL koleszterinszint) és segitett a hiperkoleszterinémia és az
érelmeszesedés kdzotti kapcsolat bizonyitdsaban. (Bésze et al. 2003) Beltenyésztéssel alakitotta
ki ezeket a nyulakat Dr. Yoshio Watanabe, tehat egy spontan mutacié eredményeként jott létre
a fenotipus, nem transzgénikusak. (Fan et al. 2021) A WHHL nyulak genetikai analizise
kimutatta, hogy az LDL receptor funkcioja karosodott benniik, 12 nukleotid Kkiesésenek
koszonhetden az LDL receptor gén 4. exonjabol, ami egyben 4 aminosav kieséséhez vezet az

LDL receptor fehérje ciszteinben gazdag ligandum kot6 részében. (Yamamoto et al. 1986)

A transzgénikus nyulvonalak névekvd szama matt kivitelezhetové valt a dupla transzgénikus
nyul létrehozasa vagy egy transzgeén bevitele egy specialis genetikai hattérre (WHHL) egyszerii
keresztezéssel. Igy ujfajta betekintést nyerhetiink a lipoprotein metabolizmusban résztvevé
fehérjék kozotti interakciokba. A nagy artéridk simaizom sejtjeinek — beleértve a koszoruereket
IS — génexpressziojanak megcélzasa j0 modellt nydjt a génterapia alkalmazdsadhoz az

érelmeszesedés kezelésére.

Transzgénikus egereken végzett vizsgalatok ravilagitottak a sziv fejlodésében, az adrenerg
rendszer fejlodésében és kiilonbozo koros allapotok - mint a koszoruér betegség -kialakulasaval
kapcsolatos mechanizmusokban szerepet jatszo részletes molekularis kdlcsonhatasokra.
Azonban a transzgénikus egér modellek nem mindig mutatjak az emberre jellemz6 fenotipust,
mert molekularis szinten fontos kilonbségek taladlhatok a ragcsalo és az emberi sziv- és
szemben. Példaul az 6sszehtzodasi ciklusa jelent6sen hosszabb, mint az egéré, és a szivenek
mérete lehetévé teszi az emberi szivmiikodés klinikai vizsgalatara kifejlesztett eszkdzok
hasznalatat. Még a fehérjék dsszetétele is a hasonlit az emberi szivizomsejtekéhez. A B miozin

nehézlanca 98%-ban homolog az emberi fehérjéével. (Bdsze et al. 2003)
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A nyul szivének fehérje dsszetétele kdzelebb all az emberéhez, mint a ragcsaloké: az emberi
szivben a béta-miozin nehézlanc alkotja a teljes miozin 90%-at, mig a nyul esetében, ez 80%,
az egér szivével ellentétben, ahol az alfa-miozin nehézlanc talstlyban van 95%-Kkal. (Bdsze et
al. 2016)

A génmodositott allatok elballitasa id6 és szaktudas igényes. Ugyanakkor a transzgénikus
eml6s bioreaktorok altal termelt és ebbdl tisztitott fehérjék klinikai tesztelése is id6 és
koltségigényes folyamat. A transzgénikus nyul egy kisebb koltségii alternativa a nagyobb testii
gazdasagi haszonallatokhoz képest, elsGsorban azért, mert a nyul kisebb testii, igy olcsobb
tartani, de azért is mert a reprodukcios ciklusa révidebb, mint a nagytestli haziallatoknak.
Tovabbi elony a gyogyszerészeti alkalmazasnal, hogy a nyul tarthatd specific pathogen free
(SPF) korulmények kodzott, és napjainkig nem azonositottak humanpatogén fert6zé agenst a
nyulban. A transzgénikus nyulakkal eléallithatd gyogyaszati termékek harom kategériaba
sorolhatok: a: monoklonalis ellenanyagok, b: hormonok és bioaktiv fehérjék, c: terapias
fehérjék. (Bosze et al. 2003)

Az els6 transzgénikus nyul létrehozasa (1985) utdn 25 éven keresztil a klasszikus
mikroinjektalas maradt a létrehozasukra hasznalt egyetlen hatékony mddszer, és szamos fontos
emberi betegséget modellez6 nyulmodellt hoztak igy létre, habar a mddszer hatékonysaga
alacsony. A hipertrofias kardiomiopatia nydl modelljét is létrehoztak, ami egy viszonylag
gyakori orokletes szivbetegseg, ami komoly pitvari szivritmuszavarhoz vezethet, és a fiatalok

korében a hirtelen szivhalal legfobb oka.

Az els6 modellt erre a betegségre 1999-ben hoztak Ilétre, mikroinjektalasal, egy gyakori
pontmutéciot hordoz a béta-miozin nehézlanciban. A hasznossaga kés6bbi tanulmanyokban
emelkedett ki, amikor arra hasznaltdk fel, hogy bebizonyitsak, a simvastatin kezelés a

is vizsgaltak rajta.

Masik, egyre jelentdsebb teriilete a szivbetegség modelleknek a velesziletett aritmogén
betegségek - mint a hosszu QT szindréma — modelljei. Roviden, az ezt a betegséget modellez6
nyulak szelektiven talexpresszaljak a dominans — negativ porus mutans valtozatat a KvLQT1
vagy HERG ioncsatornanak a szivilkben, ezzel pontosan utanozva az emberi QT szindréma

fenotipusat a QT szakasz idejének megndvekedésével.
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Az elsd, Sleeping Beauty transzpozonnal létrehozott transzgénikus nyulaknal 0.4 ng/ul
cirkularis pT2/Venus plazmidbol (a Venus egy CAG promoter altal irdnyitott riportergén) és 5
ng/ul Sleeping Beauty 100X transzpozaz enzimbd6l allo keveréket mikroinjektaltak nytl zigotak
eldmagjaba. A transzpozaz enzim altal irnyitott vagasi majd beillesztési mechanizmusnak
integracios helyen, ellentétben a mikroinjektalasal, amikor a transzgen konkatamerekben
integralédik akar 2-t61 100 kopiaban, vagy tobben is.

Ez elénye a transzpozon alapu transzgenezisnek, mivel azoknak a transzgénikus nyulaknak a
génexpresszids eltérései, amelyeknél egy kopiaban integralodott a mutans emberi gén a
genomba (hemizig6ta formaban), jobban Gsszevetheték a human genotipussal, ahol egy normal
és egy mutans gén van. Tovabbi eldnye a transzpozon alapa transzgenezisnek a 15,1%-0S
transzgenikus/dsszes szlletett utod arany, és ezzel egyitt az 1,48% transzgenikus utdd az 6sszes
mikroinjektalt és visszaliltetett embriobol, ami magasabb a mikroinjektalasnal kapott atlagos
hatadsfoknal. A fentebb emlitettek a Sleeping Beauty transzpozon alapl transzgenezist a
mikroinjektalas vonzé alternativ. modszeréve teszik, a szivbetegség modellek additiv

transzgenezissel torténd koltség-és idéhatékony létrehozasara.

A CRISPR/ CAS rendszerrel létrehozott nyulmodellek

A CRISPR/CAS genomeditalasi rendszer a legmodernebb, az egyszeriisége és hatékonysaga
miatt a legnépszeriibb, egyre novekvé szamu transzgénikus allatmodellt hoznak vele létre. Az
els6 CRISPR/CAS9-cel Iétrehozott nyulat 2014-ben hoztak létre. Yang és munkatarsai 9 gént
utottek ki sikeresen in vitro nyal embriotenyészetekben. Négy génnek (CD36, low density
lipoprotein receptor, apolipoprotein E és ryanodine receptor 2) a specifikus RNS keverékét
hasznaltdk az alapitok létrehozasahoz, majd a génkiltott vonal alapitdsdhoz. Néhany alapitd
homozigota genkittott allat létrehozasa. Az egy gént szerkeszt6 kutatasokat késobb egyszerre
tobb génre kiltdtt nyal modell létrehozésa kovette, melynél 3 vagy 5 gént céloztak meg
egyszerre ugyanabban az embridéban, magas hatékonysaggal, ami a CRISPR/CAS9 rendszer

masik erdssége.

A transzgenezishez genetikai alapként felhasznalhato elérhetd nyulfajtak nem beltenyésztettek,

ezért a transzgénikus vonal nyulai kozott nagyobb lehet az egyéni eltérés/variacié, amit
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figyelembe kell venni a vizsgalatok tervezésekor és az eredmények értékelése soran. (Bosze et
al. 2016)

2.6.2.: A vizsgalt NOX 5 génkiutétt nyul

A NOX5 gén kiutésére is a CRISPR/Cas9 technoldgiat hasznaltdk. A guide RNS-t a nydal NOX
5 gén referencia szekvenciajanak harmadik exonjara tervezték. Az egysejtes embridkba a Cas9
MRNS-t és a guide RNS-t mikroinjektalassal juttattdk be, majd recipiens nyulakba Ultették 6ket.
Az Gjszulott fiokdkbol genomi DNS-t izolaltak és a T7 endonukleaz assay-vel végezték a
genotipus sziirését. 8 alapito allat sziiletett, amelybél 7 heterozigdta muténs, 1 biallelélikus
mutans volt és 3 alapitd volt mozaikos. A NOX 5 génben bekdvetkezett valtozasokat
szekvenalassal hataroztdk meg pontosan. 7 korai stop kodont eredményez6 frameshift mutaciot
mutattak ki. Két vonalat (No. 700 és No. 901) alakitottak ki és tartottak fenn az F4 generéacidig.
A NOXS5 -/- nyulakon 1 éves korukig nem figyeltek meg nyilvanvalo egészsegi elvaltozast. A
vizsgalatokat a No. 700 vonalon vegeztek, ami 10 bazispar deléciot hordozott a gén harmadik
exonjaban. Mivel ez az exon jelen van minden variansban, ezért azt vartak, hogy a génkititott
allatokban nem termel6dik funkcionalis fehérje. A NOX1, NOX2 és NOX4 gén cDNS-ének
off-target analizise és szekvenalasa bizonyitotta, hogy a CRISPR indukalta mutacio specifikus
volt a NOX5 génre. A nyirokcsomokban talalhatd NOX 5 fehérje jelenlétének kimutatasara
western blot hibridizacios vizsgalatot végeztek anti-rabbit NOX5 egér szérum felhasznalasaval,
ami igazolta a NOX5 fehérje hianyat. Az allatokon vérnyomas mérést és az aorta atméréjének
ultrahangos meghatarozasat is elvégezték, de nem tapasztaltak szignifikans eltérést. Mivel a
megvizsgaltdk a nyulakban is a koleszterindus tap etetésének kovetkeztében kialakuld
érelmeszesedést. A plakk-képzddés indukalasara magas zsirtartalma, 0,5 % koleszterint
tartalmazo tapot etettek. Az egyid6s (12 hetes) vad tipus és NOXS5 -/- him nyulakat 4 napig
50% normal és 50% magas zsirtartalmd tapon tartottak, majd ezutan 8 hétig csak a 120g/nap
mennyiségli magas zsirtartalmi tapot fogyasztottdk. A vérmintakat az etetéses kisérlet el6tt, a
4. héten és a kiserlet végén gyiijtotték, és a vérplazma lipid szintjének mérése kimutatta, hogy
a NOX5 -/- nyulak kezdeti értékei nem tértek el a referencia értékekt6l, de a plazma
koleszterinszintjuk kérosan novekedett. A plakkok megfestésére Oil Red O festéket hasznaltak,

és meghataroztdk a plakkok altal beboritott érfeliletet. Az enzim hianya fokozza az
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érelmeszesedést. Szignifikansan tobb plakk képz6dott a génkiltdtt nyulak aortafalan, ami a

NOXG5 szerepét igazolja az érelmeszesedés folyamataban. (Pethed et al. 2021)

3.: A vizsgalatok modszerei

A vizsgalat munkafolyamatanak Iépéseit a 3. abra foglalja 6ssze. Nyul vérbél izolalt RNS-b61

cDNS étirdsa és primerek tesztelése, majd gPCR.

Primer gPCR reakcio
: _— ok gPCR
tervezés beéllitasa
: , > R RNS futtata
Mintavételezés | — RNS tisztitasa | — gzle: | ——% cDNS Atiras

3. dbra: A munkafolyamatot roviden bemutaté abra

3.1.: A kisérletben felhasznalt allatok

Etikai nyilatkozat

Minden allat a kutatasi célra hasznalt allatok gondozasarol és felhasznalasrol sz6l6 magyar
jogszabalyokkal szigord 6sszhangban volt kezelve, a kisérletet jovahagyta a MATE-GBI
Allatjoléti és etikai bizottsag, és Pest megye kormanyhivatala éltal a kisérlet a PE/EA-58-
2/2018 engedélyezési szamon regisztralasra kerilt. Az allatok szenvedésének minimalizalasaért
minden lehetséges eréfeszitést elkovettek. A Nox5 génmodositott allatok a MATE-GBI allathaz

tenyészetébdl szarmaztak.

A Kisérlethez hasznlt nyulakat a MATE-GBI allathazaban tartottak. A kisérlet elvégzésének
idészakan kiviil az allatokat egyedi ketrecekben szallasoltak el, a vizhez és élelemhez allando
hozzaférést biztositva. Az allatokat a standard megvilagitasi programon, (06.00-18.00 h) és 20

°C hOmérsékleten tartottak.

3.2.: Koleszterin etetés
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Az allatok kezelése (koleszterinetetes) a Pethe6 et al, 2021 publikécio alapjan tortént. Roviden

Osszefoglalva: Az allatok 8 héten keresztiil 0,5 % koleszterint tartalmazo tapot ettek. Az egyidds

(12 hetes) vad tipusu és NOXS5 -/- him nyulakat 4 napig 50% normal és 50% magas zsirtartalmu

tapon tartottdk, majd ezutdn 8 hétig csak a 120g/nap mennyiségli magas zsirtartalma tapot

fogyasztottak. A dolgozatban Osszefoglalt munkahoz a 0. idépontban vett és a 4. heti

vérvételbdl szarmazo mintakat hasznaltam.

3.3.: Mintavétel

2 vad tipusu és 2 NOX5 knock-out allattél 3-3 ml vért vettink, fiilvénabdl, a gyartd

utasitasainak megfelelden (Applied Biosystems™ Tempus™ Blood RNA Tube) az etetés

megkezdésének idopontjaban (0. nap) és 4 hetet, illetve 8 hetet kdvetéen (ez utdbbi vizsgalata

nem része jelen dolgozatnak) RNS izolalas celjabdl (1. tablazat).

1. tablazat: Mintdk magyarazata és az RNS koncentracio adatok. Az 1. és 2. minta az etetési

kisérlet eldtti, a 6. és 7. minta a 4 hetes koleszterindus tappal valo etetés utani, a WT pedig a

vad tipusu kontrollt jel6li.

Minta sorszama | kezelés Allat Mintavétel datuma | RNS cc
1 koleszterin NOX5-1 2020.12.16. 787,9
2 etetes 0.nap  I"N5yEo 2020.12.16. 462,4
3 WT5 2020.12.16. 410,2
4 WT6 2020.12.16. 517,5
5 koleszterin NOX5-1 2021.01.15. 1384
6 etetes 4. Net  FNOX5-2 2021.01.15. 1422,8
7 WT5 2021.01.15. 431,2
8 WT6 2021.01.15. 468,2

3.4.: RNS tisztitas

Az RNS izolalést az Applied Biosystems™ Tempus™ Spin RNA Isolation Kit-tel végeztem, a

gyarto utasitdsainak megfeleléen.
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2. tablazat: Az RNS izolalas protokollja

1.: A mintat az Applied Biosystems Tempus Blood RNA Tube csébdl az 50 ml-es Falkon
csObe attoltjiikk. A csoveket jeloljik.

2.: 3 ml PBS puffert adunk a mintakhoz, hogy a végtérfogat 12 ml legyen.

3.: Minimum 30 mésodpercig vortexeljuk.

4.: Centrifugalés 30 percig 4 °C-on, 3000xg.

5.: A feliiluszot leontjiik, a csovet papirtdrlon lefelé¢ forditjuk, hogy az Osszes feliiluszot
leitathassuk.

6.: 400 pl RNA purification resuspension solution-t pipettazunk a pelletre, reszuszpendalas,
vortexelés.

7.: RNaz mentes csObe helyezziik az oszlopokat és feliratozzuk dket.

8.: Az oszlop memranjat 100 ul Wash solution 1 oldattal megnedvesitjik.

9.: A 400 pl mintat az oszlopokra pipettazzuk.

10.: Centrifugalas 30 méasodperc, az oszlopot kivesszik, felildszot ledntjik, az oszlopot
visszahelyezzlk.

11.: 500 ul Wash solution 1 oldatot pipettazunk az oszlopra, centrifugalas 30 masodpercig,
majd felilUszo ledntése.

12.: 500 pl Wash 2 solution oldatot pipettazunk az oszlopra, majd centrifuga 60 masodperc,
és a felliluszd leontése.

13.: DNaz kezelés: 10ul DN-az + 70 pl RDD mintanként dsszepipettazni, majd felvinni az
oszlopra és 15 percig szobahdmérsékleten inkubalni.

14.: 500 ul Wash solution 2 oldat az oszlopra pipettazni, majd 5 percig szobahdmérsékleten
inkubalni, 30 masodperc centrifuga és a fellilliszo6 ledntése.
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15.: 500 pl Wash solution 2 oldat az oszlopra pipettazni, 30 masodperc centrifuga, feltiluszd
ledntése.

16.: A membran megszaritasa 1 percig tartd centrifugalassal.

17.: Uj cs6be athelyezziik az oszlopot, 80 pl Rnaz mentes vizet pipettazunk ra.

18.: Thermomixerben 2 percig 70°C-on inkubaljuk.

19.: Centrifugaljuk 30 masodpercig, majd a fellilisz6t visszapipettazzuk a membranra és
Ujabb 30 masodpercig centrifugaljuk.

20.: Az RNS oldat koncentraciéjanak mérése NanoDrop-al.

3.5.: A tisztitott RNS gélelektroforézise

Ezk6zok és reagensek:

o futtatokad

o fésh

e talca

e mérleg

e Dpipetta

e 10x TBE pufferoldat
e mikrohullamu siitd

e Erlenmeyer lombik
e agardz por

e RN-4z mentes viz

Az eszkozok elokészitése: A talca végeit lezarjuk a milanyag elemekkel, amit még korbe is

ragasztunk, hogy a kifolyast elkeriiljiik. Belehelyezziik a zsebek kialakitasdhoz sziikséges féstit.

A gél készitése: Az 1%-os agar6z gélhez 1g agardzt adunk 100 ml 1xTBE pufferhez az
Erlenmeyer lombikban. A mikrohullami siitében addig melegitjiikk az oldatot, amig az agar6z

teljesen fel nem oldddik. Korulbeliil 60 °C-ra hagyjuk visszahtilni az oldatot, a lombikot vizcsap
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ala tartva hideg vizzel hiitve gyorsithatjuk ezt. Ezutan hozzdadjuk az etidium bromidot, a
fragmentek lathatova tételéhez hasznalt interkalalodo festéket. A télcaba ontjik az oldatot és
30 percig szobahdmérsékleten hagyjuk megszilardulni. Az 6ntésnél a buborékok képzddését el
kell kerulni, killéndsen a zsebek kdrnyékén kell erre vigyazni, egy kis pengével Kiszdrhatjuk

vagy elhtizhatjuk a zsebtdl dket.

A gél megszilarduldsa utan Ovatosan eltavolitjuk a fésiit, és a véglezarod elemeket, majd a
futtatokadba helyezziik a talcat. A futtatokadat feltoltjiik utan elegendd mennyiségii 1XTBE
pufferrel, a gélt teljesen el kell, hogy lepje a kadban a pufferoldat. Majd a zsebekbe pipettazzuk
a mintakat és a molekulatomeg markert, a pipettdt lassan nyomva, és a pipetta
tovabbnyomasaval keletkez6 buborékképzédést elkeriilve. A kadhoz csatlakoztatjuk a
kabeleket, figyelve a megfeleld polusra, mert ha megcseréljiik a nem megfeleld iranyba fog
elindulni az RNS a gélben. Az aram felkapcsolasa utan 120 V-on addig futtatjuk a gélt, mig a
fragmentek mar megfeleléen elvalnak egymastol, de ne fussanak le a gélrdl. Az aram

lekapcsolasa utan kovetkezhet a gél vizsgalata.

5000 bp —
1500 bp - S e e G S B s e 28s RNS
- P— 18s RNS
- -
500 bp - 1 2 3 4 5 6 7 8

MW

4. dbra: Nyul vérbol izolalt RNS futtatasa 1%-0s agardz gélen. Molekulasuly marker fajtaja:
Thermo Scientific Gene Ruler 1kB

Az RNS intakt, nem bomlott le, ezt az mutatja meg, hogy a savok - 18S riboszémalis RNS-t, és
28S riboszémalis RNS-t jelzik - egyértelmiien latszanak, még ha lathatd is egy Kis

smear/elmosodottsag a kevés toredezett szal miatt.

Primerek

A primerek tervezése az online elérheté Primer3 software-rel tortént a nyul referencia

szekvenciak alapjan.
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GAPDH: Gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz gén; a haztartasi gén,
NRF2: Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 gén

PRDX1: Peroxiredoxin-1 gén

GPX1: glutation-peroxidaz 1 gen

CAT: katalaz gén
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GAPDH Gl deh v.mn\_ PIOSPRALE 4 s GGGTCATCATCTCAGCCC TGCGTTGCTGACAATCTIGAG

NRF2 Mﬂ%ﬁﬁ%& GCTCATCCCGTAACATGCIG AAGIGGCTGCTCAGAATIGC 192 60 1188
PRDX1 Peroxiredoxin GCCCTACGGAGATCATTGCT GTGTTGATCCAAGCCAGGIG 15 60 6128
GPX1  Glutathione peroxidasel AGTTTGGGCATCAGGAGAACG GAAGAGCATGAAGTIGGGCTIC 98 60 82,4
CAT Catalase ACTCGCGAACCGAAACTCTIC  AGGACATCGGGTTICIGCG 180 60 254

3. tdblazat: A gPCR -hez hasznalt primerek

*www.proteinatlas.org
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3.6.: qRT-PCR modszer leirasa

A gPCR azaz kvantitativ PCR alkalmazédsaval a templat amplifikécidja a fluoreszcens
jelolésnek koszonhetéen valds idében kovethetd. Ahogy az amplikon mennyisége nd, a
fluoreszcencia er6ssége is igy novekszik a minden PCR-ciklus utan elvégzett mérés soran, amit

abrézolva kirajzolodik az amplifikécios gorbe (7. abra).

Egy kuszobértéek van meghatarozva, amelyet atlépve mar értelmezheté a fluoreszcens jel
er0ssége a hattéren. Azt a ciklusszamot, aminél a jel atlépi ezt a kiszdbértéket Ct értéknek
nevezzik. Az alacsony Ct erték magas cDNS koncentraciot jelez, mig a magas érték azt jelenti,
hogy a fluoreszcencia tobb ciklus alatt haladja meg a kiszobértéket, igy alacsonyabb a

koncentracio.

Leggyakrabban a Tag-man prébat, vagy SYBR Green-t alkalmaznak a gPCR kivitelezéséhez.
A SYBR Green esetében egy interkalalodo festék adja a fluoreszcens jelet, ami a kétszali DNS-
hez kotédik.

A gPCR-t alkalmazzdk génexpresszio vizsgalatara, genetikai tesztek végzésére, korokozdk

kimutatasara, betegsegek kutatasara (6. tablazat; 7. tablazat.)

4. tablazat: Az alkalmazott qPCR program. Osszesen 60 ciklus

homérséklet 1d6
preinkubacid 95 °C 900 sec.
denaturacio 95 °C 15 sec.
primer tapadasa 62 °C 20 sec.
lanchosszabbités 72 °C 15 sec.

A ciklusok utan a gép High Resolution Melting analizist végez, majd hiitve tarolja a mintakat.
Az olvadaspont analizis lehetévé teszi a nukleinsav szekvencidjaban 1évé kis eltérések
azonositasat a kétszalt PCR amplikon kontrollalt denaturalasa altal. A hémérséklet ndvelésével
az amplikon jellemzé tulajdonségai, foképp a GC tartalma és a hossza hatarozzadk meg a
denaturacio lezajlasat. Amikor a fluoreszcens jelet vizsgaljak a denaturacio idétartama alatt, az
csokken az id6 elérehaladtaval, ahogy egyre tobb kétszali DNS szal valik egyszaluva és a
festék felszabadul. Az olvadéasi hdmérséklet (Tm) - az a hdmérséklet, amin a DNS 50%-a van

mar csak kétszall forméban — becsiilheté az olvadasi gorbe derivalasaval. (Erali et al. 2008)
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5. tablazat: gPCR protokoll

gPCR 0Osszerakés

1x
Mix (SYBR green) 10 pl
forward primer 1,2 ul
reverse primer 1,2 pl
cDNS 5ul
viz 20 pl-ig 2,6 ul

6. tablazat: Az 1. qPCR plate elrendezése. 1-8-ig: mintak, az 1. tablazatban leirtak szerint; ntc:

non template controll, azaz cDNS-t nem tartalmazo kontroll; k: kalibrator, tobb plate esetén a

platek kozotti technikai eltérést kiiszoboljik ki a kalibrator mintaval.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 1 1 1 1 1 1 k k ntc ntc
B 2 2 2 2 2 2 2 2 k k ntc ntc
C 3 3 3 3 3 3 3 3 k k ntc ntc
D 4 4 4 4 4 4 4 4 k k ntc ntc
E 5 5 5 5 5 5 5 5
F 6 6 6 6 6 6 6 6
G 7 7 7 7 7 7 7 7
H 8 8 8 8 8 8 8 8

GAPDH NRF2 PRDX GPX1

7. tablazat: A 2. gPCR plate elrendezese6. tablazat: Az 1. qPCR plate elrendezése. 1-8-ig:

mintak, az 1. tblazatban leirtak szerint; ntc: non template controll, azaz cDNS-t nem

tartalmazdé kontroll; k: kalibrator, tobb plate esetén a platek kdzotti technikai eltérést

kiisz0boljuk ki a kalibrator mintaval.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 k k
B 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 k k
C 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 ntc ntc
D 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 k k
E 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 k k
F 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 ntc ntc
G 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 k ntc
H 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 k

GAPDH NRF2 PRDX GPX1 CAT
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3.7.: A AACt analizis modszere

A AACt modszert génexpresszids vizsgdlatokban kapott adatok elemzésére hasznaljak, két
kiilonb6z6 minta kozotti relativ génexpresszios szint kiszamitasara (8. abra, 9. abra). A relativ
kvantifikacio Iényege, hogy egy referencia mintdhoz képest adja meg a génexpresszid
szintjében bekdvetkezo valtozasokat. A qPCR gép altal generalt Ct értékeket kozvetleniil
haszndlja fel a szamitashoz. Ahhoz, hogy korrigéljak azt, hogy a kiilonb6z6é mintak kiilonboz6
mennyiségii DNS-t vagy RNS-t tartalmaznak, és hogy a PCR bedllitdsabol és az amplifikacios
folyamat eltérésébdl adodo variancia csokkentésére referencia géneket, vagy belsd kontroll
géneket hasznalnak a gPCR-nél. A héztartasi gének, mint a gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogendz gén, gyakran hasznalt referencia gén, mert az expresszidjanak szintje viszonylag

stabil marad mindenféle kezelés hatasara.

A relativ génexpresszié kiszamitasara szolgalo képlet: 2420, A képlet alkalmazéasa soran
eloszor a tobb technikai ismétlésben elvégzett qPCR esetén a Ct értékeket mintanként
atlagoljuk. Igy kapunk a referencia génnél és a vizsgalt génnél is a kezelt mintabol is egy atlagot
¢s a kontroll mintabdl is egyet. A kdvetkezd I€pésként a ACt értéket hatdrozzuk meg az ujonnan
szamitott atlagokat hasznadlva, ami a vizsgalt gen (GOI) és a referencia gén (HKG) Ct
atlagértékei kozotti kiilonbség. ACt = Ct (GOI) — Ct (HKG). Mind a kezelt, mind a kontroll
mintaban el kell végezni ezt a szdmitast. Ezutan a AACT szamitasa: ACt (vizsgalt minta) — ACt
(kontroll minta). Ezutan a mar korabban leirtak szerint ez a kiszamitott érték lesz a 2 negativ
hatvanya a relativ génexpresszié meghatarozasahoz. (Rao et al. 2013) (8. tablazat, 9. tablazat,
10. tablazat, 11. tablazat, 12. tablazat)

4.: Eredmények és értékelésuk

1%-0s agaroz gélen futtattuk a kitisztitott (2. tablazat) mintakat, hogy meggy6z6djiink azok
tisztasagarol, mindségérdl és a genomi DNS mentességérél (4. abra). A tisztitott RNS-bol
cDNS szintézist végeztink reverz transzkripcioval (PCRBiosystems qPCRBIO cDNA
Synthesis Kit). Egy vad tipust minta segitségével hagyomanyos PCR reakcidban (Tm 60°C)
teszteltik a primerek mikodését (5. abra). 25 nanogramm cDNS-t hasznéltunk minden
primernél. A termékek mérete 100-200 bazispar nagysagu. A foton lathatd, hogy ez igy is

tortént, azaz a primerek specifikusak, eltéré méretii PCR termék nem jelent meg a reakcioban.
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50bp GAPDH CAT PRDXI NRF2 GPXl
leptek

5. dbra: A primerek ellenérzése. Egy vad tipusu minta segitségével hagyomanyos PCR
reakcioban (Tm 60°C) teszteltiik a primerek miikodését. 25 nanogramm cDNS-t hasznaltunk
minden primernél. A termékek mérete 100-200 bazispar nagysagu. A foton lathatd, hogy ez

igy is tortént, azaz a primerek specifikusak, eltéré méretli PCR termék nem jelent meg a

reakcioban.

A gPCR reakciohoz Applied Biosystems™ Power SYBR™ Green PCR Master Mix-et
hasznaltunk és Roche-LightCycler® 96 QPCR gépen végeztik (4. tablazat, 5. tablazat). A
primerekkel szemben f6 kritérium volt a specifikussag (3. tablazat). A qPCR futas végeén un.
melting peak analizist is végzett a gép. A primerek hasznalhatdsagat ez is igazolja, egy
reakcioban egyféle olvadasi csucs jelenik meg, ami annak azt igazolja, hogy egyféle termék

képz6dik az adott reakcioban. Ez minden primerpar esetében igy volt (6. abra).
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6. abra: A gPCR primerek olvadasicsics-gorbéi. Az 1. csics a GAPDH; a 2. az NRF2;a 3. a

asi csucsat jeloli.
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PRDX; a4 a GPX1 és az 5. a CAT génhez tartoz
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7. dbra: qPCR amplifikacios gorbék
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8.tablazat: Magyarazat az eredményes tablazatokhoz magyar felirattal

Kisérleti
minta 1

Kiérleti
minta 2

Kontroll 1

Kontroll
2

Kisérleti minta
Ct értékek
atlaga GOI

Kisérleti minta
Ct értékek
atlagaHKG

Kontroll Ct
értékek
atlaga GOI

Kontroll Ct
értékek
atlagaHKG

ACt érték
(Kisérleti
minta)

ACt érték
(Kontroll)

Expressziés
véltozas

Ct érték

Ct érték

Ct érték

Ct érték

TE

HE

TC

HC

ACTE

ACTC

2"-AACt

Atlag

Szoras

0.hét

NOX5-KO

HKG

GOl

HKG

GOl

WT

HKG

GOl

HKG

GOl

NOX5-KO

HKG

GOl

HKG

GOI

WT

HKG

GOl

HKG

GOl
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9. tdblazat: PRDX gén eredményei

Averag | Averag
P PEM | & ontrol| Control| Experi | Experi Value | Value | Delta
mental | mental Control Control . Fold
Well1 | Well 2 | mental | mental (Experi | (Contr Ct
Well1 | Well 2 Ct Ct Chang
Ct Ct mental)| ol) Value
Value | Value e
Value | Value
RawCt|RawCt| RawCt RawCt 2h- : -
Value | Value | Value | Value TE HE TC HC ACTE | ACTC | AACt AACt Atlag Szodras
HKG | 27.21 25,87 25,22 5,13 - 26,54 - 2518
O r r r ’ y 1
" GOl | 2815 | 27,67 2562 2552 | 27,91 - 25,57 - 137 | 040 1 087 105087 067191388 | 023076294
S| HKG | 259 | 2612 52 2513 - 26,06 - 2518 | (e | 040 | 026 |08351| _
g|=|[ o | 66 | 280 25,6 255 | 26,71 - | 2557 - _ _ _ !
S HKG | 27,38 27,50 25,22 5,13 - 27,44 - 2518
- GOl 29,69 29,30 2562 2552 | 29,50 - 25,57 - 2.06 0.40 166 103164 122258976 | 128149048
= HKG | 31,28 30,29 25,22 25,13 - 30,79 - 25,18 070 0.40 109 | 21287 _ _
GOl | 3023 | 2995 25,62 2552 | 30,09 - 25,57 - o _ o _
HKG | 259% 75,39 25,22 5,13 - 2568 - 25,18
O i} r r ’ L] L]
X GOl | 2679 | 27,22 25,89| 2544 | 27,01 - 25,67 - 133 | 045 | 084 105586 037504416 | 025964878
o) HKG | 2565 25,87 25,22 25,13 - 25,76 - 2518 5 88 0.49 239 | 01914 ' _
B < GOl 28,90 28,37 2589 2544 | 28,64 - 25,67 - _ _ _ _
< HKG | 27,60 27,09 25,22 5,13 - 27,35 - 2518 147 0.40 077 | 05864
= GOl 28,63 28,34 25,62\ 2552 | 28,51 - 25,57 - 053054427 | 0.07901665
= HKG | 27,13 | 2653 2522| 2513 - 26,83 - 25,18 147 0.40 108 | 04747 _ _
GOl 28,57 28,03 25,62| 2552 | 28,30 - 25,57 - _ _ _ _
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ényei

7

10. tablazat: GPX1 gén eredm

Averag |Averag
Experi | Experi © © ><M_,mu ><M_,mu Act Act Delta m””u_.nm
mental | mental Control|Control| Experi | Experi Controll control <m_:m. Value | Delta Fold
Well1 | Well 2 [ mental | mental (Experi| (Contr Ct
Well1 | Well 2 Ct Ct Chang
Ct Ct mental)| ol) Value
Value | Value e
Value | Value
Raw Ct|Raw Ct|Raw Ct|Raw Ct 27 P , .
Value | Value | Value | Value TE HE TC HC ACTE | ACTC | AACt AACE Atlag Szoras
HKG 27,21 25,87 25,22 25,13 - 26,54 - 25,18
(@] L ¥ ¥ y ’ ! _
H GOl 27,37 27,83 27,18 27,22 | 27,60 - 27,20 - 1,06 2,03 0.97 | 1.9521 105850101 | 126368823
S| | HKG | 2599 | 2612 | 2522 | 25,13 - 26,06 - 25,18 463 | 203 | 260 | 01649 : ’
T = GOl 30,46 30,90 27,18 27,22 | 30,68 - 27,20 - ' ' ' '
o HKG 27,38 27,50 25,22 25,13 - 27,44 - 25,18
= GOl 29,35 29,10 27,18 27,22 | 29,23 - 27,20 - 1.79 2,03 0,24 | 1181 481856849 | 514430908
= HKG 31,28 30,29 25,22 25,13 - 30,79 - 25,18 106 203 308 | 84561 ' '
Gol 2986 | 2960 | 2718 | 27,22 | 29,73 - 27,20 - o ’ ~ ’
HKG 25,96 25,39 25,22 25,13 - 25,68 - 25,18
(@] 'y 'y 'y r 1 1
H GOl 30,33 29,74 25,89 2544 | 30,04 - 25,67 - 4,36 0,49 3,87 | 00684 043751756 | 052202045
5 HKG 25,65 25,87 25,22 25,13 - 25,68 - 25,18 0.80 0.49 031 | 08066 ' '
m = GOl 26,54 26,41 25,89 2544 | 26,48 - 25,67 - ' ' ' '
< HKG 27,60 27,09 25,22 25,13 - 25,76 - 25,18
m GOl 28,34 28,43 27,18 27,22 | 28,39 - 27,20 - 263 2,03 060 06598 217025228 | 213616722
HKG 27,13 26,53 25,22 25,13 - 26,83 - 25,18 015 203 188 | 36808 ' '
GOl | 2706 | 2689 | 2718 | 2722 | 26,98 - 27,20 - ’ ’ o ’
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11. tdblazat: CAT gén eredményei

Averag |Averag
Experi | Experi © © ><mmqm6 ><mm5@ Act ACt | Delta Expression
P P Control|Control| Experi | Experi Value | Value | Delta P
mental | mental Contro | Contro . Fold
Well 1 | Well 2 | mental | mental (Experi|(Contr| Ct
Well 1 | Well 2 | Ct | Ct Change
Ct Ct mental)| ol) |Value
Value | Value
Value | Value
R R R R .
aw C\Raw CyRaw CHRaw Gt - | e | rc | pe | ACTE |ACTC|aACt| 2n-AACt | Atlag  [Szoras
Value | Value | Value | Value
HKG| 27,21 25,87 25,22 25,13 - 26,54 - 25,18
O ’ ’ ’ ’ 3 3 _ _ _
sl |col| 2164 | 2181 | 2058 | 2032 | 21,73 - 20,45 - 482 | 4TS | 009 | 1o0sToLe 0,99227892 | 010195245
S |.|HKG]| 2599 26,12 25,22 25,13 - 26,06 - 25,18 461 | 473 | 012 | 0.92018765 ' '
g|[Z|°[Gol| 2144 | 2146 | 2058 | 2032 | 2145 [ - 2045 | - - - _ ,
oS HKG| 27,38 27,50 25,22 25,13 - 27,44 - 25,18
Pl cor| 2330 | 2318 | 2058 | 2032 | 2324 - 20,45 - 4,20 | -473 | 053 | 069495911 8 51557656 | 110600233
= 'THKG 31,28 30,29 25,22 25,13 - 30,79 - 25,18 876 | 473 | 403 | 16336194 ' '
GOl | 2211 | 21,95 | 2058 | 2032 | 22,03 - 20,45 - s R ’
HKG| 2596 25,39 25,22 25,13 - 25,68 - 25,18
O ) ’ ’ ’ 3 [ _ _
sl col| 2097 | 2077 | 2589 | 2544 | 20,87 - 25,67 - 481 | 049 1530392603193 476815427 | 119094084
S| |HKG]| 25,65 25,87 25,22 25,13 - 25,76 - 25,18 532 | 049 | 581 | 561027662 ' '
|%|[col| 2071 | 2017 | 258 | 2544 | 2044 | - 2567 | - > s _
< HKG| 27,60 27,09 25,22 25,13 - 27,35 - 25,18
|l cor| 2063 | 2077 | 2058 | 2032 | 20,70 - 20,45 - 6,65 | 473 | -1,92 ] 3,78423059 » 50677567 | 167931485
= 'THKG 27,13 26,53 25,22 25,13 - 26,83 - 25,18 592 | 473 |-050 | 140932076 ' '
GOl | 21,76 | 2146 | 2058 | 2032 | 2161 - 20,45 - s R ’
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12. tdblazat: NRF2 gén eredményei

Averag |Averag
Experi | Experi € € b<M_.mu b<M_.mu Act Act Delta m””u_”m
mental | mental Control|Control| Experi | Experni Controllcontrol <m_:m. Value | Delta Fold
Well1 | Well 2 | mental | mental (Experi| (Contr Ct
Well1 | Well 2 Ct Ct Chang
Ct Ct mental)| ol) Value
Value | Value e
Value | Value
Raw Ct|Raw Ct|Raw Ct|Raw Ct 21 < .
Value | Value | Value | Value TE HE TC HC ACTE | ACTC | AACt AACt Atlag Széras
HKG 27,21 25,87 25,22 25,13 - 26,54 - 25,18
(@] ’ ¥ ¥ ’ 1 1
H GOl 27,36 27,00 25,89 2544 | 27,18 - 25,67 - 0,64 0,49 0,15 10,9013 100157779 | 014188427
o) HKG 25,99 26,12 25,22 25,13 - 26,06 - 25,18 035 0.49 014 | 11019 ' '
g = GOl 2658 | 26,23 2589 2544 | 26,41 - 25,67 - ' ' ' '
S HKG 27,38 27,50 25,22 25,13 - 27,44 - 25,18
m GOl 28,59 28,41 25,89 2544 | 28,50 - 25,67 - 1,06 0,49 0,57 106736 425448958 | 506411887
HKG 31,28 30,29 25,22 25,13 - 30,79 - 25,18 548 0.49 297 | 78354 ' '
GOl | 2826 | 2835 25,89 2544 | 2831 - 25,67 - - ’ - ’
HKG 25,96 25,39 25,22 25,13 - 2568 - 25,18
(@] ' ¥ ¥ r 1 1
M GOl 26,46 26,60 25,89 2544 | 26,53 - 25,67 - 0.86 0,49 0,36 | 07765 050089075 | 038972633
S| ] HKG | 2565 | 2587 25,22  2513] - 25,76 - 25,18 sea | 049 | 215 lo2os3| ’
@ = GOl 28,57 28,23 25,89 2544 | 28,40 - 25,67 - ' ' ' '
< HKG 27,60 27,09 25,22 25,13 - 27,35 - 25,18
m GOl 27,69 27,51 25,89 2544 | 27,60 - 25,67 - 0,26 0,49 0,23 11,1769 098074542 | 0277414
HKG 27,13 26,53 25,22 25,13 - 26,83 - 25,18 084 0.49 035 | 07846 ' '
GOl 27,75 27,59 25,89 2544 | 27 67 - 25,67 - ' ' ' '
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8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
S 30
3?1 2,00 |
o~ 1,00 I
0,00 - o :
-1,00
NRF2 PRDXI GPX1
WT 0. hét 425 122 482
m WT 4. hét 0.98 053 217
NOX5-KO 0. hét 1.00 0,67 1.06
m NOX5-KO 4. hét 0,50 038 0.44

8. abra: Relativ génexpresszios valtozasok az NRF2, a PRDX1 és a GPX1 gének esetében, a

koleszterinnel etetett vad tipustu (WT) és NOX5 enzimhianyos (NOX5-KO) nyulakban

vizsgalva 4 hét kilénbseggel.

2-AACt

70,00

60,00
50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00

-10,00

CAT

WT 0. hét

8,52

m WT 4. hét

2,60

NOX5-KO 0. hét

0,99

m NOX5-KO 4. hét

47,08
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9. dbra: Relativ génexpresszios valtozadsok a CAT gén esetében, a koleszterinnel etetett vad
tipust (WT) és NOX5 enzimhianyos (NOX5-KO) nyulakban vizsgéalva 4 hét kulonbséggel.

Az 06sszes vizsgalt gén esetében sikerult jol beéllitani a reakciokat, igy azok alkalmasak a
génexpresszids valtozasok kovetésére. A tervezett primerek specifitasa jo és az azonos mintak
kodzotti alacsony széras is jo reakciokoriilményeket feltételez. A kis elemszami mérésekbdl
nem itélheté meg, hogy jelentkezett-e eltérés a két vizsgalati csoport kozott. Statisztikai probat
sem végeztlink, mivel ekkora elemszamnal ez nem lehetséges. A koleszterinnel torténd etetés
hatasainak vizsgalatahoz a kisérleti csoportok elemszdma min. 4 allat, a statisztikai elemzéshez
szlikséges minimum elemszam, de a kisérlet eredményessége szempontjabol ennél tébb allat
sziikséges, hogy a kisérlet soran fellépd allatorvosi ellatast igényld megbetegedések, esetleg
elhullas esetében a kisérletbdl kizarasra keriil allatok potlasa megtorténjen, illetve a statisztikai
elemzés megbizhatdsagat is noveli a nagyobb elemszam, ezért a tervezett elemszam
csoportonként 8 allat. Az allathdzi lehetdségek korlatozottak (ketrecek szama, tenyésztésbe
vonhato allatok létszama), ezért a kisérlethez szlikséges allatok szaporitasakor ezt is figyelembe
kell venni, hogy ekkora elemszamu csoportok eléallitisa bizonytalansagot hordoz abban a

tekintetben, hogy mikor tudjuk elkezdeni a kisérleteket.
Tervezett kiserleti csoportok:

*koleszterin-etetett Nox4-KO csoport

* koleszterin-etetett vad tipusu csoport

*hagyomanyos tappal etetett Nox4-KO csoport

* hagyomanyos tappal etetett vad tipust csoport

Mivel egyes antioxidans rendszert szabalyozé gének nem expresszalnak plazmasejtekben, azok
esetében érdemes kiterjeszteni a vizsgalatainkat mas szovetekre, példaul méj és vese szbveteire.
Ilyen gének példaul a SOD1, NOX4. A kisérleti csoportok feldolgozasakor az allat kiilonb6z6
szerveibdl vesziink mintakat, ezeket rogton folyékony nitrogénben fagyasztjuk és késébbi
vizsgalatokra -70 C-on fagyasztva taroljuk. A dolgozatomban szerepl6 allatok szoveti mintai
rendelkezésre allnak, melyeken elézetes expresszids vizsgalatokat tudunk végezni tovabbi

gének teszteléséhez, illetve a varhatd expresszids valtozasok eldzetes vizsgalatdhoz. A
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koleszterinetetés negyedik hetében torténé mintavétel egy koztes allapotot jeldl. A korabban
mar bedllitott vizsgélati metodika alapjan (Pethe6 et al., 2021) a 0. és a 8. héten torténd

mintaveételt fogjuk alkalmazni.

5.: Osszefoglalas

Az emlés szervezetek oxidans-antioxidans rendszere dsszetett, egymassal interakciéban allé és
egymasra hato jelatviteli folyamatokbol all. Ezen folyamatok kdzponti szabalyozdi az NRF2 és
a Keapl; a lényeges enzimek, melyek a szervezet redox statuszanak szabalyozasaban vesznek
részt a PRDX, GPX, CAT, SOD enzimek és kiilonb6z6 izoformaik; tovabba a szervezetben
fiziologiasan termel6dé ROS-keépzés enzimjei, a NOX kiilonb6z6 izoformai, melyek
megjelenése szovet-szerv specifikus jellegzetességeket mutat. A NOX4, mely t6bb szervben is
expresszalodik, emiatt jelentésége az érintett szervek, illetve az egész szervezet redox-
egyensulyanak szabalyozasaban lényeges. A Nox5 expresszioja igen korlatozott, csak néhany
szovetben jelenik meg és ezekben is alacsony szinten expresszal, viszont, mint az a Nox5-KO
nyulak esetében az érelmeszesedés vizsgalata soran is Kiderilt, eddig még nem jellemzett
molekularis utvonalakon keresztiil az alacsony expresszios szint is jelentds hatassal bir
patologids folyamatokra. Jelen vizsgalathoz azon géneket vélasztottuk ki, amelyek
plazmasejtekben expresszalnak, azonban jelentOs szerepiik van az €16 szervezetekben végbe
mené antioxidans védelmi mechanizmusokban, €s a relativ expressziojukat mértik a NOX5

génkiltott nyalban.

A vizsgalat metodikai része, azaz a qPCR reakcio bedllitasa és a primerek tesztelése a NRF2,
PRDX1, GPX1, CAT gének esetében sikeresen megtortént. A kovetkezo 1épés a vizsgalt allatok
szamanak bovitése, illetve a vizsgalat kiterjesztése, az antioxidans és az oxidans rendszer egyéb

génjeire.
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A dolgozat 4llam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*
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Belso konzwllens

*Kérjiik a megfelel6t alahtizni!
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rulok ahhoz, hogy Zarodolgozatom/Szakdolgozatom/Diplomadolgozatom egyoldalas Ossze-
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Kelt: .20’22, ¢ év OK’]’(‘J\BE R ho 4 g) -~ nap

Hallgaté

NYILATKOZAT

A dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrol, hogy a Zarddolgoza-
tot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot attekintettem, a hallgatét az irodalmi forrasok korrekt
kezelésének kovetelményeir6l, jogi és etikai szabalyairdl tajékoztattam.

A Zarodolgozatot/Szakdolgozatot/Diplomadolgozatot zardvizsgan torténd védésre javaslom /

nem javaslom®.
A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*
Kelt: O 22 év O\L’\"’(}DY) e0_ ho AN  nap

Belsd konzulens

#“Kérjiik a megfelelét alahuzni!



