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Bevezetés és célkitiizések: A sziv- és érrendszeri betegségek és az oxidativ stressz kozotti
kapcsolat jol ismert jelenség, amely a szervezet redox rendszerének felboruldsahoz és a reaktiv
oxigéngyokok felé valo eltolddashoz vezet. Az emlGs szervezetekre gyakorolt, j61 ismert karos
hatasok mellett azonban a reaktiv oxigéngydkok 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 kutatas szdmol be ezen enzimek széleskorii biologiai funkcidirol, azonban a NOXS
izoforma esetében korlatozott ismereteink vannak, melynek legfébb oka, hogy a
modellallatként kedvelt ragcsalokban nem expresszalédik. Mivel nyulak esetében a NOX5
expresszidja igazolt herében, nyirokcsomoban, valamint aortaban, tovabbi vizsgalatok celjabol
CRISPR technologiaval létrehoztak egy NOX5-enzimhianyos nydlmodellt. Ezeken az
allatokon korabban koleszterinetetéses-kisérletet végeztek, mely eredményei arra mutatnak,
hogy ez az enzim az alacsony expresszid mellett is jelentds hatassal van az érelmeszesedés
kialakulasara. A Nox5 gen hianyaval parhuzamosan fokozodott az érelmeszesedés mértéke a
nyulak aortajaban koleszterinetetés kdvetkezteben, ami arra utal, hogy a NOX5 enzim jelenléte

protektiven hathat a plakképzddéssel szemben.

A munkam célkitiizése, hogy a vérben 1évé sejtes alkotokban az oxidans-antioxidans
rendszerben fellépd expresszids valtozasok eltéréseit hasonlitsam 6ssze NOX5 geénkittott es
vad tipust allatok esetében a magas koleszterintartalmu tap etetése el6tt és utan. Etetéses
kisérlet: Az allatok 8 héten keresztiil 0,5 % koleszterint tartalmazé tapot ettek. Az egyidds (12
hetes) vad tipust és NOXS5 -/- him nyulakat 4 napig 50% normal és 50% magas zsirtartalmu
tapon tartottdk, majd ezutan 8 hétig csak a 120g/nap mennyiségli magas zsirtartalma tapot

fogyasztottak. En a 4 hetes etetés utani vérmintakkal dolgoztam.
A munkafolyamat:

-gének kivalasztasa (haztartasi gén és vizsgalt gének)

-qRT-PCR primerek tervezese

-primerek tesztelése és a qRT-PCR reakcio beallitasa

-qRT-PCR vizsgalatok Nox5 KO és vad tipusu allatok vérmintain

-eredmények 0sszehasonlitasa és értékelés



A vizsgalati modszerek: Nyual vérbdl RNS izolaltam. 1%-o0s agar6z gélen futtattuk a kitisztitott
mintdkat, hogy meggy6zddjiink azok tisztasagardl, mindségérél és a genomi DNS
mentességérol. A tisztitott RNS-bdl cDNS szintézist végeztiink reverz transzkripcidval. Egy
vad tipusu minta segitségével hagyomanyos PCR reakcidban (Tm 60°C) teszteltik a
kivalasztott génekre tervezett primerek miikodését. A CAT, PRDX1, NRF2, GPX1 gének
esetében sikerilt a qPCR reakciot bedllitani. A gPCR elvégzése utan a relativ génexpressziot

AACt analizissel hataroztuk meg.

Eredmények és értékelésuk:
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1. abra: Relativ génexpresszios valtozasok az NRF2, a PRDX1 és a GPX1 gének esetében, a
koleszterinnel etetett vad tipust (WT) és NOX5 enzimhianyos (NOX5-KO) nyulakban

vizsgalva 4 hét kiilonbséggel.
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CAT
WT 0. hét 8,32
m WT 4. hét 2,60
NOX5-KO 0. hét 0,99
B NOX5-KO 4. hét 47,08

2. dbra: Relativ génexpresszids valtozasok a CAT gén esetében, a koleszterinnel etetett vad
tipust (WT) es NOX5 enzimhianyos (NOX5-KO) nyulakban vizsgalva 4 hét kilénbséggel.

Az 0sszes vizsgalt gén esetében sikerilt jol beallitani a reakciokat, igy azok alkalmasak a
génexpresszids valtozasok kdvetésére. A tervezett primerek specifitdsa jo és az azonos mintak
kozotti alacsony szoras is jo reakciokorilményeket feltételez. A kis elemszamti mérésekbol
nem itélheté meg, hogy jelentkezett-e eltérés a két vizsgalati csoport kdzott. Statisztikai probat
sem végeztiink, mivel ekkora elemszamnal ez nem lehetséges. A koleszterinnel torténd etetés
hatdsainak vizsgalatahoz a kisérleti csoportok elemszama 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 igénylé megbetegedések, esetleg
elhullas esetében a kisérletbdl kizarasra keriil allatok potlasa megtorténjen, illetve a statisztikai
elemzés megbizhatdsagat is ndveli a nagyobb elemszam, ezért a tervezett elemszam

csoportonként 8 allat.

Mivel egyes antioxidans rendszert szabalyoz6 gének nem expresszalnak plazmasejtekben, azok

esetében érdemes kiterjeszteni a vizsgalatainkat mas szdvetekre, példaul maj és vese szdveteire.

Az eml6s szervezetek oxidans-antioxidans rendszere dsszetett, egymassal interakcioban allo és

egymasra hatd jelatviteli folyamatokbdl all. Ezen folyamatok kézponti szabalyozdi az NRF2 és



a Keap1l; a lényeges enzimek, melyek a szervezet redox statuszanak szabalyozasaban vesznek
részt a PRDX, GPX, CAT, SOD enzimek és kiilonb6z6 izoformaik, tovabba a szervezetben
fiziologiasan termeldd6 ROS-képzés enzimjei, a NOX kiilonboz6 izoformai, melyek
megjelenése szdvet-szerv specifikus jellegzetességeket mutat. A NOX4, mely tobb szervben is
expresszalodik, emiatt jelentdsége az érintett szervek, illetve az egész szervezet redox-
egyensulyanak szabalyozéasaban Iényeges.. A Nox5 expresszidja igen korlatozott, csak néhany
szdvetben jelenik meg és ezekben is alacsony szinten expresszal, viszont, mint az a Nox5-KO
nyulak esetében az érelmeszesedés vizsgalata soran is kideriilt, eddig még nem jellemzett
molekularis utvonalakon keresztiil az alacsony expresszids szint is jelentds hatassal bir
patologias folyamatokra. Jelen vizsgéalathoz azon géneket valasztottuk ki, amelyek
plazmasejtekben expresszalnak, azonban jelentds szerepiik van az €16 szervezetekben végbe
mend antioxidans védelmi mechanizmusokban, és a relativ expresszidjukat mértilk a NOXS

génkiutott nyulban.



