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Roviditések jegyzéke

CAT — Catalase, katalaz

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
GPx — Glutathione Peroxidase, glutation-peroxidaz (enzim)

GPX — Glutathione Peroxidase, glutation-peroxidaz (gén)

GSH — Reduced Glutathione, redukalt glutation

HDL — High Density Lipoprotein, magas denzitasu lipoprotein

IL-1 B — Interleukin-1 beta

KEAP1 — Kelch-like ECH-associated protein 1

KO — Knock Out, génkititott

LDL — Low Density Lipoprotein, alacsony denzitasu lipoprotein

MDA — Malondialdehide, malondialdehid

NFE2L2 — NFE2 Like BZIP Transcription Factor 2

NOX4 — NADPH Oxidase 4, nikotinamid adenin dinukleotid foszfat-oxidaz 4 (enzim)
NOX4 — NADPH Oxidase 4, nikotinamid adenin dinukleotid foszfat-oxidaz 4 (gén)
ROS — Reactive Oxygen Species, reaktiv oxigéngyokok

SOD?2 — Superoxide Dismutase 2, szuperoxid dizmutaz 2

TG — Triglyceride, triglicerid

TLR4 — Toll-like receptor 4

WT — Wild Type, vadtipus



|. Bevezetés

A reaktiv oxigéngyokok (Reactive Oxygen Species: ROS) homeosztazisanak szabalyozasanak
¢s molekularis hatdsmechanizmusainak feltérképezése kiemelkedd kutatési teriiletnek szamit
napjainkban. Amennyiben a ROS-képz6déshez kothetd egyensuly szabalyozasa megvaltozik,
abban az esetben a prooxidansok talsulyba keriilhetnek (meghaladva az antioxidans-
védorendszer kapacitdsat) és ez a folyamat oxidativ karosodast idézhet eld a szdvetekben.
Amennyiben ez az allapot kronikusan fenndll, abban az esetben kiilonbozd patologias
folyamatok indukalodnak, amely betegségek (sziv és érrendszeri elvaltozasok,
karcinogenezis, immunbetegségek, idegrendszeri korképek) kialakulasahoz vezethet.

A nikotinamid adenin dinukleotid foszfat-oxidaz 4, azaz NADPH-oxiddz 4 (NOX4) gén
expresszidja soran képzddd enzimfehérje a fiziologids ROS-képzés szabalyozasanak egyik
kulcsfontossagli eleme mind az allat-, mind a ndvényvilagban egyarant. Schiirmann, 2015
alatamasztotta, hogy a NOX4 fehérje hianyanak kovetkeztében fokozott plakk-képzddés
figyelheté meg a vaszkularis rendszerben, magas koleszterin tartalmu tappal torténd taplalast
kovetden. A NOX4-r6l ugy vélik, hogy az érelmeszesedéssel Osszefiiggésben ateroprotektiv
tulajdonsadgokkal rendelkezik. A szuperoxid helyett egy masik ROS-prekurzort, hidrogén-
peroxidot szabadit fel a spontan szuperoxid-diszmutacié kovetkeztében. A hidrogén-peroxid
nem lép kolcsonhatasba a nitrogénoxiddal, igy a NOX4 nem fokozza a peroxinitrit
keletkezését, amely az ér fal oxidativ karosodasanak gyakori kiindul6 vegyiilete (Di Marco,
2016; Zhang, 2010).

Vizsgéalatunk soran arra kerestiik a valaszt, hogy a NOX4 gén kilitése hogyan
befolyasolja a szervezet oxidans-antioxidans stituszat, valamint a lipidperoxidacios
folyamatokat nytlmodellben. Az ateroszklerozist, valamint a folyamat soran kialakulo
jarulékos zsirmajat aterogén hatasu takarmany adagolasaval indukaltuk. A hattérmechanizmus
megértése céljabol génexpresszids vizsgalatokat (kvantitativ RT-PCR) végeztiink, valamint
mértiik a gyokfogod kapacitast és lipid anyagcserét jellemz6 biokémiai paramétereket (GSH,
GPx, MDA, HDL, LDL, koleszterin, triglicerid) a vérmintakon. Célul thztiik ki, hogy a
génexpresszids mintdzatok eltéréseit fehérjeszinten is validaljuk és ezzel a NOX4 enzim
funkcigjat az érelmeszesedés patologias folyamataban jobban megértsiik.

Mivel a NADPH-oxidazok szerepe a szervezetben ROS termelése, ez utobbiak pedig
lipidperoxidécios lancreakciot indithatnak el, ezért hipotézisiink szerint a gén miikodésének

blokkoldsa jelentésen megvaltoztathatja a szervezet antioxidans védelmi rendszerének



allapotat. Ez hatassal lehet olyan folyamatokra — példaul érelmeszesedés — amelyekben, a
szervezetben fizioldgiasan képz6dd ROS-ok szignalként miikodnek.

Kisérletiink soran a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem Genetika és
Biotechnolédgiai Intézet Preciziés Nemesités Csoportja altal eléallitott NOX4 génkiiitott
(Knock Out: KO), illetve vad tipusa (Wild type: WT) nyulakkal koleszterin-kiegészitést
tartalmaz6 takarmanyt etettiink. Ennek tiikrében vizsgaltuk, hogy milyen mértékben valtoznak
az ismertetett ¢élettani paraméterek. Mivel a hazi nytl zsiranyagcseréje és az annak zavaraival
Osszefiiggésbe hozhatd korképek kialakuldsa bizonyitottan hasonlit az emberéhez, ezért

gyakran hasznaljak modellallatként ezen a teriileten.



Il. Célkituzések

A kutatés soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1, Van-e statisztikailag igazolhatd kiilonbség az NOX4 génkilitott, a vad tipusu, valamint a
kontroll (aterogén kiegészitésben nem részesiilé) csoportok kozott az élettani paraméterek
tekintetében?

2, Van-e statisztikailag igazolhato kiilonbség a NOX4 génkititott és vad tipust csoportokban
az antioxidans-oxidans rendszert szabalyoz6 gének expresszioja vonatkozasaban?

3, Milyen valtozasok figyelhetok meg az ¢€lettani paraméterekben és az antioxidans-oxidans
véddrendszert szabalyozo gének expressziojaban 10 hetes koleszterinetetés hatasara?

4, Megfeleloek-e a vizsgalt paraméterek az oxidativ stressz kimutatasara koleszterin-tartalmii
takarmany etetését kovetden?

5, Amennyiben kimutathat6 a koleszterin tartalmu takarmanyozas hatasara oxidativ stressz az
allatokban, akkor ennek hatterében milyen élettani és molekularis biologiai folyamatok

allhatnak?



I11. Irodalmi attekintés

3.1. A nyul emésztésének élettana

A tapcsatornan végig haladva a takarmanyok taplaloanyagaikra bomlanak, és létfenntartd
szerepet toltenek be. Tobblet energia bevitel soran bor alatti, valamint zsigeri zsir formajaban
raktarozodnak, valamint termelésre forditodnak haszonallatok esetében (Holdas, 1975).

3.1.1. Takarmanyalkotok emésztése

A taplaldanyagok az emésztdtraktusban torténd atalakulasuk alapjan két csoportra oszthatok.
Az emészthetd frakcid az, amelyet a szervezet altal termelt enzimek képesek bontani, ilyenek
példaul a fehérjék, a zsirok, a keményit6, a laktdz és a szachar6z (Csapod, 2018). A folyamat
soran a kiindulasi vegyiilethez kémiailag hasonld végtermékek keletkeznek, melyek a
vékonybélbdl felszivodnak. A téplaldanyagok masik csoportjanak emésztéséhez az allati
szervezet nem rendelkezik sajat enzimekkel. Ilyenek példaul a celluldz, az arabinoxilanok és a
B-gliikanok. Ezt a frakciot a vastagbélben €16 baktériumok fermentéljak (Fonyo, 2011). A
folyamat soran a kiinduldsi vegyiilettdl kémiailag eltérd végtermékek keletkeznek.

A fehérjék bontasa a gyomorban kezdddik pepszines hidrolizissel, mely soran
polipeptidek keletkeznek. A pepszin miikddési pH optimuma 1,0-2,5, melyet a sosav biztosit.
A gyomornedv elvalasztdsdnak szabalyozdsa humordlis, azaz neuralis és hormonalis
szabalyozas egyiittes hatasa alatt all. A beérkezd takarmany mechanikai hatast fejt ki a
gyomor falara (neuralis hatas), amely serkenti a gasztrin elvalasztast. Ennek kovetkeztében a
gyomornedv szekrécio fokozodik. Ezt kdvetden a takarmany tovabb halad a vékonybélbe, s
arra fejt ki mechanikai hatéast, a vékonybél proximalis szakaszdban csokken a pH érték, az
enterogasztron elvalasztas fokozodik ¢és a gasztrin elvalasztds gatlasra keril. Ennek
kovetkeztében csokken a gyomornedv elvalasztdsa. A polipeptideket ezt kovetden
hasnyalmirigy eredetli enzimek bontjak tovabb, tripszin, kimotripszin €s elasztdn hatasara
tovabbi polipeptidek ¢és oligopeptidek keletkeznek. A pancreasnedv szekrécido szintén
humoralis szabalyozast. A csokkend pH érték a vékonybél proximalis szakaszan és az igy
novekedd enterogasztrin szint serkeni a szekretin elvalasztést, igy a pancreasnedv szekrécio
fokozodik. A pH optimum ebben az esetben 7,6-8,2. Ezt kovetden a vékonybél eredeti
enzimek hatasara, karboxipeptiddzok és aminopeptidazok, aminosavak és kis tagszdmu
peptidek keletkeznek. Ezek mar fel tudnak szivodni a vékonybél egyrétegli hengerhamjan

keresztiil. A pH optimum 6,5-7,5. (Fonyo, 2011).



A zsirok emésztését a hasnyalmirigy eredetii lipaz végzi. Ennek pH optimuma 7,6-
8,2 kozott van. Epesavas sok - kolsav, kenodezoxikolsav-segitségével a zsirokat
monogliceridekre, zsirsavakra, valamint glicerinre bontja. Ezt kovetéen a vékonybélbol
torténik a felszivas.

A f6 zsir-emésztdéenzim, a pancreas lipdz mar sziiletéskor termelddik a kisnyulban.
Az epesavas sok is mar a 22 napos embrioban kimutathatok. Azonban a fehérjebontd enzim
aktivitasaval Osszevetve a zsirbontds szerénynek tlinik, mivel a tejzsir dont6 hanyada
hidrolizalatlanul felszivodik a finom emulgealasnak koszonhetéen (Vetési, 1990).

A kiilonboz6 szénhidratok emésztésében alapvetd kiilonbségek vannak. Differencia
fedezhetd fel a keményitd, illetve a szachardz és laktoz lebontdsa kozott. A keményitd
feltarasa a nyalban talalhat6é enzimek segitségével kezdddik meg. Ennek pH optimuma 6-7,2
kozé esik. Hatasukra dextrinek keletkeznek. A feltaras kovetkezd 1€épéseként a hasnyalmirigy-
eredetli alfa-amilaz (pH optimum 7,6-8,2) hatdsara oligoszacharidok, dextrinek, maltoz ¢és
maltotridoz keletkezik. Utolsé 1épésként gliikkoz ¢és galaktdoz keletkezik glukoamildz ¢és
diszacharidaz hatdséra ¢és felszivodik a vékonybélbdl. A pH optimum ez esetben 6,5-7,5. A
szachar6z ¢s laktoz lebomldsa egy 1épésben torténik gliikoamildz és diszachariddz hatasara

miutan az felszivodik a vékonybélbol (Vetési, 1990).



3.2. Lipid anyagforgalom
3.2.1. Lipidek

A lipidek kozos jellemzdje, hogy apolaros olddszerben oldodnak, mig polaros olddszerben
nem (Gurr, 2011). Legfobb alkotéelemeik a szén és hidrogén. Oxidaciojuk soran 38 kJ/g
energiamennyiség szabadul fel, amely tobb mint kétszeresét jelenti a glikogén raktarokbol
felszabaduld energianak. Dontd tobbségiik energiatarold szerepet tolt be. A neutralis zsirok
kiemelked6k ilyen tekintetben. (Csapd, 2018). Emellett jelentds szerepet toltenek be a sejtek,
valamint organellumok kettds membranjanak felépitésében. Tovabba szabalyozd szerepet

toltenek be hormonok, valamint vitaminok alkotoelemeiként is.
3.2.2. Lipidek lebontasa

A lipolizis soran glicerin, valamint szabad zsirsav képzddik a trigliceridekbdl a lipaz enzim
hatasara. Ezt kovetden a glicerinbdl glicerin-3-foszfat keletkezik a majban, amelybdl Gjra
triglicerid képzddik, vagy pedig belép a glikolizisbe dihidroxi-acetat-foszfaton keresztiil. A
trigliceridek és a koleszterin hidrofobok, igy nem fordulhatnak elé szabad formaban, a
plazmaban. Foszfolipidekb6l ¢és fehérjékbdl 4llo burokban széllitddnak, amelyeket
lipoporoteineknek neveziink. Alapvetéen négy csoportjat kiilonboztetjiik meg: HDL, LDL,
VLDL és kilomikron. A plazmaban 1év6 koleszterin egy részét HDL szallitja a majba, ahol
epesav keletkezik beldle és elhagyja a szervezetet, vagy pedig beépiil VLDL-be. A keletkezd
zsirsavak vérkeringésbe keriilnek, majd eljutnak az egyes szervekhez, foképpen a majhoz. A
zsirsavak albuminhoz kotddnek, s igy széllitddnak. Lebontasuk sordn a béta-oxidaciod
eredményeként acetil-CoA képzddik a mitokondriumban. A béta-oxidacié minden Iépésében
két-két szénatommal rovidiill a zsirsav, mikdzben egy acetil-CoA ¢és egy NADH és FADH?2
képzddik (William, 2013).

A legnagyobb jelent0ségli takarméany eredetli szteranvazas vegyiilet, amelyet
ismeriink a koleszterin. A szdjon at felvételre keriilt koleszterin mintegy 90%-a atalakul
epesavva, melynek nagy része széklettel {iriil koprosztanol formajaban. A redukalast ebben az
esetben a bélrendszerben megtalalhaté baktériumok végzik. A koleszterin a bdrben
kalciferolla alakul enzimatikus, valamint fotokémiai reakciok révén. Ezt kovetden eloszor
prekurzorra alakitjdk a bels6 elvalasztasti szervek, majd pregnenolonna. A pregnenolon
atalakul progeszteronnd, amely mar dnmagéaban is hormon hatast fejt ki. Emellett viszont
prekurzora mellékvesehormonoknak, példaul az Osztrogén, illetve egyes androgén

hormonoknak (Csapo, 2018).



3.2.3. Lipidek bioszintézise

A telitett zsirsavak szintézise actetil-CoA-bol indul ki. A szintézis palmitinsavig a citoszolban
torténik. A tovabbi lanchosszabbitas a mitokondriumban és endoplazmatikus retikulumban
torténik. A zsirsavak szintézisét egy multienzim komplex végzi, ebben tobbféle enzimfehérje,
tobb fajta aktiv centrummal vesz részt (Engelking, 2010). A szintézis meginduldsahoz
szlikséges még annyi malonil-CoA, amennyi C2-es egység beépitése torténik. Példaul a
palmitat szintéziséhez sziikséges hét darab malonil-CoA. A szintézis megkezdésekor Ac-CoA
¢és malonil-CoA az acetil-transzferazhoz és malonil-transzferazhoz kapcsolodik. A malonil
csoportot a transzacilaz atviszi az ACP-re. Az acetilcsoport viszont a lancon beliili béta-keto-
acil szintetaz cisztein oldallancahoz hozzakapcsolodik. Energiaigényes folyamat a két
acilcsoport kondenzacidja. Ezt az energiat a malonil- és acetilcsoport egyestilésekor kilépd
széndioxid biztositja, igy tehat a folyamat irreverzibilis és termékként acetoacetil-S-ACP
keletkezik. A folyamat kdvetkezd 1épéseként a béta-keto-acil-ACP reduktaz hatasara keto-
acil-szarmazék keletkezik és béta-hidroxi-butiril-szarmazékka alakul. A hidrogén donor a
szintézis redukciods reakcidjaban a NADPH+H™. A redukciods 1épést ezutan vizkilépés koveti,
ennek katalizalasat az enoil-ACP hidrataz enzim végzi. Az enoil-ACP reduktaz végzi a
telitetlen kettoskotések redukcidjat ujabb NADPH+H *felhasznélasaval, végeredményiil pedig
butiril-A-ACP keletkezik. Ezzel befejez6dik egy C2-beépiilési ciklus (Csap, 2018).

Tobbszorosen telitetlen zsirsavak (arachidonsav, linolsav, linolénsav) képzésére az
emlosok nem képesek, taplalék utjan sziikséges bevinnilik. Ezeket tehat esszencidlis
zsirsavaknak nevezziik.

A telitetlen kotést tartalmazo zsirsavak keletkezését a monooxigendz végzi ugy,
hogy a molekuléaris oxigén két eletronparral reagal. Ezek koziil az egyik a NADPH+H *-r6l, a

masik pedig a zsirsavrol szarmazik.



3.3. A nyul zsirellatasa

A kordbban emlitett informacidra szeretnék visszautalni, miszerint a lipidek alapvetden
energiatarold szerepet toltenek be az allati szervezetekben. A ndvényi eredetii lipideket
olajoknak nevezziik. Ezek altaldban konnyebben emésztddnek, illetve nagyobb
energiaértékkel rendelkeznek, mint az allati eredetlieck a nyul emésztérendszere szamara,
illetve javitjak az izletességet Szamara. A precizios takarmanyadag beéllitdsa soran szamos
szempontot ellendrizniink. Az élettani paraméterek optimalis kielégitése mellett figyelembe
kell venni a gazdasagi értéket is. Sziikséges kiemelnem, hogy a nyul esetében fontos
szempont a pellet mindsége, amennyiben el szeretnénk érni a genetikai teljesitOképessége
csucsat termelés szempontjabol (Peter, 1987). Full fat szdjaval, illetve mas olajos magvakkal
sikeresen lehet novelni a takarmany zsirtartalmat (Paul, 1985). Azonban gyapotmag
kiegészités hatasara emelkedett vérkoleszterinszintet és érelmeszesedést figyeltek meg a
nyulaknal (Ferguson, 1975).

A nyulnak specifikus zsirsziikséglete tulajdonképpen nincs, elegendé a takarmannyal
bevitt mennyiség, kiegészitésre nincsen sziikség. A kiegészitéshez kapcsolddo vizsgalatok néhol
ellentmondasosak. Egyesek szerint a zsirkiegészités javitja a takarmanyértékesitést és a
testtomeg-gyarapodast, azonban egyes vizsgalatokban az ellenkezdjét észleltek. Czibulyas,
1985 leirasa szerint a 2-5% zsirt tartalmazo takarmany a megfelel6 a hazinyual szamara. Gippert,
1979 szerint a takarmany kiegészitése 5% Osszezsir tartalomig allati eredetli zsirokkal a hizo
nyulak takarméanyértékesitését pozitiv iranyba befolyasolta. A zsirkiegészités hatassal van mas
takarmanyalkotok emészthetOségére is, azonban az 5% feletti zsirkiegészités az energia, fehérje
¢és nyersrost kihasznélasat nem javitja. Kisérletek eredményei ugyanis arra utalnak, hogy nagy
energiatartalma tapok esetén a zsirkiegészités rontja a taplaldoanyag kihasznalasat és akar
hasmenést is okozhat. Ellenkez6 esetben, a Kis energiatartalmi tapok esetén javitja azt
(Czibulyas, 1985).

Az allat testének zsirtartalma fligg a takarmany energia-tartalmatol. Nagy
energiatartalmt takarmanyozas esetén a zsirdepok képzésének aranya nagyobb, mint a kis
energiatartalmu takarmany etetésekor. Ennek oka, hogy a bevitt kaléria meghaladja a
metabolikus folyamatok energiasziikségletét. A nyul testének zsirdsszetétele is fligg a
takarmanytol (Moore, 1968). A kutatokat komolyan foglalkoztatta a nyalhts koleszterin
tartalma, melyrdl sokdig azt allitottak, hogy alacsonyabb, mint mas husoké. Ennek tudataban

funkcionalis élelmiszerként is megallja a helyét napjaink modern taplalkozastani



felfogasaban. Azonban késobbi vizsgalatok szerint ez az érték nem tér el szignifikansan mas
huasoktol (Peter, 1987).

Linolsavra, linolénsavra és arachidonsavra gyakran hivatkoznak esszencialis
zsirsavként, mivel az 4llat nem tudja ezeket hatékonyan szintetizalni. Amennyiben az
emlitettek hidnyoznak a takarmanyadagbol, abban az esetben hianytiinetek, bor-, illetve
novekedési problémak jelentkezhetnek. Ezek az esszencidlis zsirsavak a sejtmembran
szignifikans alkotorészei, illetve a szamos bioldgiai funkcioval rendelkez6 prostaglandin
prekurzorai. Emellett a zsirban oldod6 vitaminok miatt is fontos szerepiik van, hiszen ezek
elengedhetetlenek a megfeleld transzportjdhoz, majd felszivodasahoz. Az emlitett esszencidlis
zsirsavak az esetek tobbségében megtalalhatok ndvényi olajokban, igy az olajos magvak és
egyes gabonamagvak a legjobb forrasai. A nyulak esszencialis olajsav hianya a 1agybélsarbol
szdrmazo bakterialis eredetli zsirsavak miatt ritka, azonban elsddleges zsirsavként a
linolénsavat értékelik (Czibulyas, 1985).

Kihasznalasi kisérletek alapjan a zsirok latszolagos emészthetdsége a nyulban
kiemelkedd, 90-95%. Valdjaban ezen érték terhelve van egyfajta hibaval, hiszen a bélsarban
1év6 szaponifikalt zsirok nem hatarozhatok meg kiilon mérési modszerrel, igy a kihasznélasi

szazalék kozismerten eltér a valosagtol (Czibulyas, 1985).
3.3.1. A vérszérum koleszterin, LDL, HDL és triglicerid tartalma

A vér 0sszes koleszterinszintje (1. abra) kiemelkedden fontos paraméter a sziv és érrendszeri
az alacsony striiségii lipoprotein (low density lipoprotein, azaz LDL) és a nagy siirtiségii
lipoprotein (high density lipoprotein, azaz HDL) 6sszes mért mennyisége, illetve egymashoz
viszonyitott aranya.

Az koleszterin az LDL-hez kapcsolodva szallitodik a keringési rendszerben a majbol
felhasznalasra, vagy pedig bejut azokba a sejtekbe, melyeknek koleszterinre van sziiksége.
Specialis immunfolyamatok soran a falosejtek kozvetitésével beépiilhet az érfalba, ami
ugynevezett plakkok vagy lerakddasok forméjaban jelenik meg. Ez késébb érelmeszesedés
kialakulasahoz vezet, ezért hétkoznapi értelemben gyakran ,,rossz” koleszterinnek nevezik.

A HDL ezzel szemben kapcsolodik a tobblet koleszterinnel a vérben, illetve a
plakkokban is ugyan ez a mechanizmus megy végbe. Ezt kovetden visszaszallitja a majba a
tobblet koleszterint a majba, ahol lebomlik, illetve az epével kivalasztasra keriil, ezért ez az

un. ,,j0” vagy ,,véd0” koleszterin. Kozvetetleniil részt vesz a vér koleszterinszintjének
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csokkentésében, ezzel az érelmeszesedést akadalyozza, érvédd hatassal rendelkezik.
Trigliceridek (2. abra) a vérzsirok egy masik csoportja, egy glicerinmolekula és a
hozza kapcsolodd zsirsavakbol épiil fol. Elettani szempontbél az energiaellatis soran

rendelkeznek jelentés funkcidoval. A koleszterinnel egyilitt a megfelelonek tekintett

1. 4bra Koleszterin

(Forras:

https://hu.wikipedia.org/wiki/Koleszterin)

ne—o” VNN NS\

2. abra Triglicerid
(Forras: https://hu.wikipedia.org/wiki/Trigliceridek)

3.4. Biotechnoldgiai modellek a  koleszterin anyagcsere
vizsgalatara

3.4.1. Nyulmodellek

A NOX4-et elséként a vese epitél sejtjeiben azonositottdk, ezt kdvetden viszont szamos

kiilonbozo  sejttipusban megtalaltak, ugy, mint az endotél sejtekben, adipocitakban,

neuronokban, a vaszkularis simaizomzat, a fibroblasztok, a szivizomsejtek és a vazizomzat

teriiletén. A NOX4 a legszélesebb korben vizsgalt NADPH-oxid4z és szamos génmodositott

ragcsalomodellt hoztak 1étre a NOX4 funkcid vizsgalatara.

Szemben a ragcsalokkal a nytl tekintheté a legfelelobb alanynak a human transzlacios

kutatasok szamara. Ennek oka az ember és a nyul kozotti kisebb evolucids tavolsag a tobbi
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modellhez (patkdnyhoz, egérhez) képest, a genomszekvencia nagyobb foku egyezése mellett
¢lettani és patologias folyamatainak hasonlosaga. Ez legszembetlinbb a sziv €s érrendszeri
betegségek vizsgalata soran, illetve olyan esetben, amikor egyes gének hianyoznak a
ragcsalokban viszont mind az ember, mind pedig a nyal hordozza a funkcioképes gént. Erre a
NOX enzimcsaladban is van precedens a NOX5 gén esetében. Mindezek indokoltak, hogy a
nyulra, mint modellallatra esett a valasztasunk vizsgalataink soran. A jelen dolgozat targyat
jelenté NOX4 mellett a NOXS5 fehérje is szerepet jatszik az érelmeszesedés kialakulasaban,
ezért ezek egyiittes, dupla génkiiitdtt vonalon torténii kutatasat is tervezziik vizsgalni.

A NOX4 izoforma kutatasat hatraltatja az endogén expresszidos fehérjét
megbizhatéan kimutatni képes specifikus antitest hianya. A NOX4 intracellularis
lokalizaciéja nem tisztazott, a fehérjét szamos intracellularis helyen leirtdk, beleértve a
sejtmagot, az endoplazmatikus retikulumot, a fokalis adhézidkat, a plazmamembrant és a
mitokondriumokat (Sirokmany, 2016).

Az endotelialis NOX4-rol feltételezik érvédd szerepét. Egy vizsgalatban felgyorsult
érelmeszesedést fedeztek fel a NOX4 génkiiitott allatokban, amely a csokkent leukocita
adhézioval magyarazhaté a NOX4 hianyos endotél sejtekben. A vizsgalat ramutatott a NOX4-
bdl szarmazd ROS-ok feltételezett antiateroszklerotikus hatasara is.

A NOX4 a szivben is jelen van, ahol pontos expresszids mintdzata még
nyomas talterhelésre NOX4 KO és olyan transzgenikus allatokkal, amelyekben
szivspecifikusan talexpresszalodik a NOX4. Eredményeik arra utalnak, hogy a NOX4-nek
védd szerepe van a kronikus terhelés altal kivaltott stresszben. Ez volt az elsé tanulmany,
amely kimutatta, hogy az enzim hianya karos is lehet.

Babelova ¢és munkatarsai 2012-ben harom kiilonboz6 koroktant  kronikus
vesebetegség lefolyasat tanulmanyoztak NOX4 génkiiitott egérmodellben. A patoldgis
allapot eldidézesére a cukorbetegség altal indukalt vesekarosodast, az egyoldali hugy vezeték
lekotést és az 5/6-nyi kiterjedési nefrektomiat alkalmaztak. A NOX4 hianya egyik modellben
sem volt protektiv, és az egyoldali uréter lekotés altal kivaltott fibrozis lefolyasa még
valamivel sulyosabb is volt a NOX4-hianyos allatokban. A vese proximalis tubularis
sejtjeiben tapasztalhatd nagy expresszids szint és a konstitutiv ROS-termeld aktivitds az

enzim  még  pontosan nem ismert  fiziologiai  funkcidjara  utalhatnak.
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3.4.2. A nyul, mint modellallat a sziv és érrendszeri -elvaltozasok
vizsgalatara

Az ateroszklerozis a hazinyul bizonyos vérvonalaiban spontan kialakul. Megfigyelték, hogy
mar fiatal, akar 6-8 honapos korban az 6sszes artéria falaban, kiilonos tekintettel az aortaban
rizsszemnyi elzsirosodott, elmeszesedett tartalmi ateromak és elmeszesedett kollagén és
rugalmas rostos csomok tiinnek fel. Lipofag sejtek ugyancsak megjelennek, hasonléan az
emberben kimutatott megbetegedésekhez (Pachauri, 1976). A hajlam (koleszterin-anyagcserre
zavara, hiperkoleszterinémia) allatcsaladon beliil 6roklédik. Az ilyen allatok szérumanak
értékei eltérnek a normal értékektdl, az Osszlipid 20g/1 és a koleszterin pedig 4,0 mmol/l
értékeket mutat, tehat jelentdsen emelkedett. Tulajdonképpen a lipoidok familiaris
anyagcserezavararol van szo (Vetési, 1990).

A mészsolerakoddsok az artériak falanak tunica mediajaban jelennck meg, melyek
legkifejezetebben az aortafalban detektalhatok. Ez a folyamat hazi nyulban stlyos formaban
idiilt vese eredetli uraemia, illetve D-hipervitamin6zis esetén jelentkezik. Ha az allat még E-
vitaminban szegény is takarmanyt kap, abban az esetben a betegség még stilyosabb format olt.

A szivizomelfajuldasok kozil jellemzd betegség a nyulakra az izomrostok gocos zsiros
besziirddése, amely apr6 zsircseppes forméban jelenik meg az izomrostokban.
Altalanossagban elmondhatd, hogy ez valamilyen toxikus éartalom vagy hipoxia
kovetkezménye lehet. Hazinytlban leggyakrabban a nyari szallitasok idején, vagy vemhességi
toxikozis, illetve ellés utan fordul el6 (Vetési, 1990).

A fent emlitetteken kiviil hirtelen szivhaldl 1éphet fel sulyos idiopatias cardiomegalia
esetén is (Marie, 1971). EKkor az izomrostok kontraktilis elemei széttoredeznek, vacuolumok
jelennek meg, myolysis, interstitialis 6déma kialakulasa és ezzel egyiitt a sziv {iregeinek
jelentds kitagulasa jon létre. Ennek egyik f6 oka lehet az 4llatok hosszu ideig, szlik ketrecben
valé tartasa, amely stresszt, és ezen keresztiil szivelégtelenséget okoz.

A szivburokgyulladds savoés, savos-fibrines, fibrines-gennyes jellegii lehet. Ezek be az
esetekben a Staphylococcus aureus, a Neisseria meningitidis, és Streptococcus pyogenes a
leggyakoribb kérokozok (Brook, 2009).

Kialakulhat szivizomgyulladds bakterialis sepsis, illetve sulyos gocos-elhalasos-
gennyes alakban. Encephalitozoonosis esetén a szivben gocos limfocitas infiltracio alakul ki.

A Zenker-féle szivizom elhalds nyul esetében elsOsorban E-vitamin hianyakor

jelentkezik, melyhez tarsulhat masodlagos izomrost-meszesedés is.
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Nyulfiokakban areaktiv szivizomrost-nekrozis gocos formaban is eléfordulhat, mely
staphylococcus okozta fert6zés esetén figyelhetd meg. A szivizomrost elsédleges
elmeszesedése D-hipervitaminéziskor figyelheté meg (Vetési, 1990).

A laboratériumi allatmodellek fontos szerepet jatszanak az emberi betegségek
tanulmanyozasaban. A nyulak és az emberek lipidanyagcseréje, valamint az ateroszklerdzis
patogenezise nagy hasonlosagot mutat (Fan, 2015). A fejlett orszagokban az emlitett betegség
a vezet6 halalozasi okok kozé tartozik, ezért szamos transzgenikus nyalmodellt hoztak létre,
hogy tanulmanyozhassak az élettani folyamatokat. Jelenleg haromféle altalanosan elterjedt
nytlmodellt hasznalnak: koleszterinnel taplalt nyulakat, Watanabe hiperlipémids nyulakat és
genetikailag modositott (knock-out és transzgenikus) nyulakat (Fan, 2015). Bésze 2016-ban
publikalt cikkében valamennyi, a sziv- ¢és érrendszeri megbetegedések vizsgalatara

kidolgozott nyalmodellt 6sszefoglalta (Bésze, 2016).
3.5. Az antioxidans rendszer szerepe és szabalyzasa

Az oxidacios-redukcios egyensuly fenntartasa, a pH szabalyozashoz hasonléan kodzponti
szerepet jatszik a homeosztazis fenntartdsaban. A redox folyamatok gyakorlatilag az 0sszes
alapvetd élettani folyamatot atszovik, a bioenergetikatol az anyagcseréig és az életfunkciokig
(Sies, 2017).

A reaktiv oxigéngyokok nagy reakcioképességl, rovid €letli molekulak, amelyekben
a par nélkili elektron vagy elektronok az oxigénatom kiils6 elektronpalyajan helyezkednek el
(Lengyel, 2010). Ezek igen reaktiv részecskék és 0j elektronpar 1étrehozasara torekednek. A
reaktiv oxigén szarmazékok molekularis oxigénbdl kialakulo molekulak. Ide sorolhatjuk
tagabb értelemben az 6zont (0%), szuperoxidot (0°7), a szinglet oxigént (07), illetve a
hidrogén peroxidot (H,0,) is. Koziilik szabadgyoknek csak a szuperoxid és a hidroxilgyok
tekinthetd.

Az oxigén mas molekulakkal, mint példaul nitrogénnel is képezhet reaktiv
szarmazékokat, példaul nitrogén-monoxidot (NO), amely szintén fontos signalling molekula
(Zana, 2019). A ROS-képzddés a szervezetben egy természetes folyamat, oxidativ eustresszre
sziikség van az ¢letfolyamatok redox jelatvitel utjan torténd szabalyozasahoz.

A vizsgalatok korabban azt tdmasztottak ald, hogy a szabadgyokok csak fagocitdk
altal felszabaditott melléktermékek a test védelme érdekében. Mara mar vilagosan Kimutatott,
hogy jelatviteli szerepe van sok bioldgiai rendszerben, mind az ndvények, mind pedig az
allatok sejtjeiben. A szabadgyokok nekrozist, programozott sejthalalt indukalhatnak,

aktivaljadk vagy blokkoljdk a sejtjelatviteli kaszkadokat és szamos gén expresszidjat
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szabalyozzak (Hancock, 2001).

A baktériumok és archaedk, csakligy, mint az eukariotak antioxidans védelmi
utvonalakat fejlesztettek ki a ROS hatasanak kompenzalasara. Az antioxidans védekezés f6
védelmi vonalat elsOsorban enzimek alkotjak, de emellett megtaldlhatok még kis
molekulatomegii antioxidansok is a szervezetben. Harmadik védelmi vonalként meg kell
emliteni azokat a komponenseket, melyek a mar karosodott makromolekuldk helyreallitasaért
vagy eltavolitasaért feleldsek.

Az antioxiddns enzimek termelddését egy jol jellemzett szignal kaszkad utvonal
szabalyozza. Oxidativ stressz kovetkeztében, a (Keap1) szenzor ciszteinjeit a ROS mddositja,
ami az NFE Like BZIP Transcription Factor 2 (NFE2L2, korabban NRF2) stabilizacidjahoz,
r6l vald disszocidciot kovetden transzlokalodik a sejtmagba, ahol az NFE2L2
heterodimerizalodik (sMaf-fal), és az antioxidans valaszelemhez (antioxidant response
element, azaz ARE) kotodve aktivadlja az antioxidans gének transzkripcidjat (Stefanson,
2014). Az NFE2L2 citoprotektiv funkcidja igazolt, amely az antioxidans gének
expresszidjdnak szabalyozasaval kapcsolatos (Chen, 2022). A GWAS vizsgalatok
alatamasztjak, hogy az NFE2L2 t6bb szaz gén szabalyozasaban vesz részt (Raghunath, 2018).
Ezek kozott szerepel a katalaz (CAT), tovabba a szuperoxid-dizmutaz (SOD), ami a
hidrogénperoxidot eliminalja.

A glutation atalakulasi folyamataiban résztvevé enzimek csoportja, koztik a
glutation peroxiddz (GPX), ami a ROS medialt redukalt glutation képzddést katalizalja,
melynek soran a lipidperoxidokat alakitja at (Peluso, 2012). Emellett a glutation reduktaz
(GSR), ami pedig a NADPH-fiiggé oxidaciot katalizalja, mely folyamatban a NOX4 altal
torténé ROS képzbédésben részt vevd NADPH-nak is szerepe van (Handy, 2017; Zeeshan,
2016).

Az NFE2L2 gén hidnyaban vagy az NFE2L2 transzkripcios faktor aktivalasdnak
elmaradasa kovetkeztében a kezdeti ROS-terhelés nem sziinik meg, ez mitokondridlis
karosodast és kiterjedt ROS-termelddést eredményez.

3.5.1. Lipidperoxidacio

Az ateroszklerdzis oxidacios hipotézisének kozponti eleme az LDL oxidativ modositasa,
emellett a lipidperoxidacios folyamatok indukcidja. A szinglet oxigén és az 6zon tudnak
példaul ilyen folyamatot indukalni. Egyre tobb kutatds foglalkozik a lipid-peroxidacios

termékek szerepével a sejtmiikodés szabalyzasdban, illetve jelatviteli hirvivoként betoltott
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szerepiikkel (Niki, 2005).

A lipidperoxidaci6 soran a bioldgiailag aktiv telitetlen kettOskotést (kettdskotéseket)
tartalmazo zsirsavak reakcioba Iépnek az oxigén eredetli molekulakkal, illetve szabad
gyokokkel. Az oxidativ tamadas célpontjai kdzott szerepel a koleszterin €s a telitetlen zsiracil-
csoportokat tartalmazo6 foszfolipidek (Girotti, 1985). A folyamatok metastabil végtermékei
kozott szerepelnek alkdnok, aldehidek (alkendlok ¢és alkandlok), mint példaul a
malondialdehid (MDA). A MDA-koncentracié az oxidativ stressz és az antioxidans statusz
markere (Gawel, 2004). A telitetlen zsirsavak peroxidaciojaval olyan vegyiiletek keletkeznek,
amelyek karositjak a fehérjéket és a sejtek genetikai alloményat is.

A lipidperoxidacio harom részfolyamatra oszthatdo (Mézes, 1986). Az inicidcié soran a
szabad gyok altal hidrogén elvonassal aktiv allapotba keriil a lipid, ekdézben maga
redukalodik. Ennek eredményeként keletkezett lipid, szabadgydk reakcidba tud lépni a
molekularis oxigénnel, melynek eredményeként lipidperoxid gyok keletkezik.

Xe+RH — Re+XH
R+ + 02 — ROO-

A propagdcio soran lancreakcidszeriien terjed tovabb a folyamat. A lipidperoxid
gyokok hidrogént vesznek fel kornyezetiiktdl, azokat szabad gyokokké oxidaljak, igy ezek
redukaldédnak atmenetileg stabil lipidperoxidokka. A reakcio tovabbi 1épését a keletkezett
szabadgyok biztositja.

ROO+ + XH — ROOH + Xe
A termindcioé soran szabadgyokok kozotti reakciok soran stabil gyokok €s molekulak
jonnek létre.
Re + R — RR
Re +RO0O* — ROOR
ROO- + ROO* — ROOR + O?
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3.6. Az antioxidans rendszer génexpresszios szabalyozasa

A gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz GAPDH, egy ugy nevezett housekeeping gén, ami
azt jelenti, hogy az expresszidja viszonylag stabil és folyamatos. Ezen géneket altalaban ugy
irjdk le, mint "a sejtek létezéséhez nélkiilozhetetleneket, fiiggetleniil a szdvetben vagy
szervezetben bet6ltott specifikus funkcidjuktol", és "stabilan kifejez0d6 géneket, fiiggetleniil a
szovettipustol, a fejlodési stadiumtol, a sejtciklus allapotatol vagy a kiilsé jelektdl", ezért
ezek koziil meg kell emliteni az energia metabolizmust, ATP és piruvat termelésében betoltott
szerepét az anaerob glikolizis révén (Nicholls, 2012). Bar a GAPDH fokozott génexpresszidja
¢s enzimatikus funkcidja a sejtproliferacioval és tumorigenezissel hozhato 0sszefiiggésbe, az
olyan koriilmények, mint az oxidativ stressz, karositjadk a GAPDH katalitikus aktivitasat, és
sejtek oOregedéséhez és apoptozishoz vezetnek. Jelen munkaban referenciagénként keriilt

kivalasztasra.
3.6.1. A TLR4 altal medialt oxidalt-LDL-nek val6 Kitettség hatasa a

gyulladasos citokinek termelodésére
Az érelmeszesedés kialakulasa soran gyulladasos folyamatok indulnak el, melynek
progresszidja soran az immunrendszer is aktivalodik. A gyulladasos sejtek jelenléte az
ateroszkler6zis minden stddiumaban megfigyelhetd. Az aktivalt gyulladasos sejtek szerepet
jatszanak az ateroszklerotikus plakkok kialakulasdban és azok destabilizacidjat is eldidézik.
Ezen tal fontos szerepet jatszanak a fert6z6 agensek elleni védekezésben is.

Altalanossagban elmondhaté, hogy az immunrendszer két, egymassal szorosan
Osszefiiggd uton reagal hatékonyan a karositd agensekre: a velesziiletett €s az adaptiv
immunfelismerd rendszerrel. Az adaptiv immunrendszer a kornyezetben 1év6 korokozokon
jelen 1évo egyedi antigén epitopokhoz vald dinamikus alkalmazkodast foglalja magaban
(specifikus ellenanyagtermelés vezet). A velesziiletett immunvalasz az elsé védelmi vonal, és
arra korlatozodik, hogy felismerje a magasan konzervalt korokozé motivumokat, a patogén-
asszocidlt molekuldris mintdkat (PAMP), melynek receptorai TLR-ek és a scavenger
receptorok.

A TLR4 féként a Gramm-negativ (G") bakterialis lipopoliszacharid (LPS) receptora,
mely kapcsolodas esetén a sejtben oxidativ burst-6t, illetve gyulladasos citokintermelédést
indukal. A TLR-eket a velesziiletett immunitasban betoltott dontd szerepiik mellett az

ateroszklerdzissal is kapcsolatba hoztak (Hongli Li, 2007). A TLR4 esetében az oxidalt LDL
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jelenti a triggert a TL-receptor 4 altal medialt molekularis Gitvonalak aktivalédasahoz, ami az
antioxidans rendszer aktivalédasahoz, a gyulladasos citokinek termelddésének fokozddasahoz
vezet. Ez utdbbiak egyike az interleukin-1f (IL1-B), melyet az aktivalodas folyamatanak

markermolekulajaként kivantunk vizsgalni jelen munkank keretében is.
3.7. NOX enzimek

A NOX enzimek megtalalhatok szinte minden tobbsejtii €l61ényben, jelen dolgozat azonban
kifejezetten az emldsokben megtalalhatd enzimrendszerrel foglalkozik. A NADPH-oxidazok
elektronok transzportjat katalizaljak a sejtmembranon keresztiil, igy szerepet jatszanak a
szervezet szabalyozott ROS termelddésében. Az enzimcsalad tagjai olyan enzimkomplexek,
melyek tobbkomponenstiek, citoszolikus, valamint membrankotott alegységekbdl €piilnek fel.

Els6 példa az emlds sejtekben a ROS termelésre a sejtek oxidativ robbanasa volt.
Ezért a fagocitdkban kifejez6d6 NAPDH-oxidaz a felelds. Oxidativ robbanasnak hivjuk azt a
jelenséget, melynek sordn a fagocitdldo fehérvérsejtek oxigén felhasznaldsa jelentésen
fokozodik. Kutatdsok soran kideriilt, hogy ez a tobblet oxigén-fogyasztas szuperoxid
termelésre forditodik. Ez a mechanizmus kulcsfontossagt a korokozok elpusztitasa soran. Az
elmult évtizedben tobb fagocita-oxiddzzal homolog enzimet is felfedeztek, melyek kiilonféle
szovetekben expresszalodnak. Ezeket ma a NOX enzim csaladként ismerjiik, melynek hét
1izoformajat irtdk le emldsokben: a NOX1, NOX2, NOX3, NOX4 ¢s NOXS fehérjek, valamint
a DUOXI és a DUOX2 (Geiszt, 2011). A legfontosabb ko6zds jellemzdjiik egy konzervalt,
transzmembran katalitikus doménen keresztiili elektrontranszfer, ahol elektron donorként
NADPH-t, akceptorként pedig molekularis oxigént hasznalnak (Zana, 2019). A reakci6 soran
a szuperoxid anion vagy hidrogén-peroxid képzddik.

A csalad tagjai kozott szamos szerkezeti €s miikodésbeli azonossag megfigyelhetd.
Ko6z0s tulajdonsagaik kozott szerepel, hogy a membranon keresztil egy elektront
transzportalnak, mely végiil molekularis oxigénre keriil, ezaltal 0, — képzddik. Illetve masik
sajatossaguk, hogy a NADPH oxiddzok aktivalodasahoz, szabalyozasahoz elengedhetetlen

kiilonboz6 citoszolikus fehérjék jelenléte (Zana, 2019).

3.7.1. NOX 4
Jelen dolgozatban azzal foglalkozunk, hogy a NOX4 (NADPH-oxidaz4 szintéziséért felelds)

gén kilitése hogyan befolyasolja a szervezet oxidans-antioxidans statuszat, és a fehérje
hianyanak milyen hatdsa van a lipidperoxidacids folyamatokra nagy koleszterintartalmu
takarmany etetése esetén.

A NOX4 elnevezés mellett hasznaljadk a vese oxidazt is, mivel az enzim jelentds
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mennyiségben, a vesében expresszalodik. A human NOX4 egy olyan 578 aminosavbol allo
fehérje, mely jelentOsen aktiv, aminosav sorrendje 57%-0s homologidt és 39%-o0s egyezést
mutat a Nox2 enzimmel. Egymassal 90%-ban homolog az egér ¢és human NOXA4.
Aktivitasahoz sziikséges még p22phox ¢és néhany endogénen expresszalddo sejtben Racl is.
Geiszt és munkatarsai human vesében a vesepapillak epitéliumaban, valamint a veseveld
gyljtécsatornajaban detektaltak. (Geiszt, 2000) A NADPH-oxidazok kozil a NOX4
dominans az erek endoteljében, igy az altala termelt 0, —nek komoly szerepe lehet a
kardiovaszkularis koordindcioban, illetve az érelmeszesedés kialakuldsaban (Donkd, 2010).
Szubcellularisan a NOX4-et kimutattdk szinte az 0Osszes sejtalkotoban: nukleuszban,
perinukledrisan, mitokondriumban, endoplazmatikus retikulumban és a plazmamembranban
IS.

A human gén 160 kb-t dlel at a genomban és 18 exont tartalmaz. A 11ql14.3-921
kromoszoémarészen talalhato a NOX4 génje. Ezen génrél mRNS szintli vizsgéalatok soran
azonositottak tovabbi négy splice varianst (Goyal, 2005).

3.7.2. NOX és a sziv és érrendszeri megbetegedések

Az ateroszklerozis olyan gyulladasos megbetegség, amelyben NADPH oxidazok
aktivalodnak (Brandes, 2010). Szamos tanulmany kimutatta, hogy a NADPH-oxidazok
expresszalodasanak fokozddasa szerepet jatszik a sziv és érrendszeri betegségek
kialakuldsdban. Ennek egyik oka, hogy miikddésiik hozzdjarul a lipidperoxidaciohoz
(Lasségue, 2012).

Egerekben kimutattak NOX2 tipust NADPH expresszalodasat fagocitakban, valamint
makrofagokban. Emellett az ateroszklerotikus plakkok vaszkularis sejtjei is fokozott NADPH-
oxidaz expressziot mutattak (Judkins, 2010). A plakkanyag NADPH-oxidazok aktiv
expresszidjanak ellenére ragcsaldo modellekben ateroszklerdzisra irdnyuld vizsgélatok soran
eltéré eredmények sziilettek azzal kapcsolatban, hogy a NOX fehérjék mekkora mértékben
jarulnak hozzd a betegség kialakuldsdhoz. Az étrend altal kivaltott érelmeszesedés elleni
védelem ApoE knockout egerekben és a NOX2 kiiitése csak kis mértékben befolyasolta a
fejlodést.

Ellentmondasos eredmények azért sziilettek, mivel a ROS pro-ateroszklerotikus
hatdsara erds bizonyitékok allnak a rendelkezésre (Huige Li, 2009). Masrészrél a ROS-
eltavolitas szintén ellentmondd eredményeket hozott az érelmeszesedés kialakuldsdban, és az
antioxidansok ateroszkler6zis-ellenes hatasa altaldban nem megfeleld, vagy akar hianyozhat is

(Brandes, 2010). Ezek az adatok Osszességében arra utalnak, hogy a ROS szerepe az
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érelmeszesedésben Osszetettebb, mint azt eredetileg feltételezték. Ennek ismeretében tovabbi
vizsgalatok sziikségesek a jelenleg ellentmondasosnak tiiné folyamatok tisztazasa érdekében.

Amig az érelmeszesedésrol eltérd bizonyitékok allnak a rendelkezésiinkre, addig az
érsériilések gyogyulasa soran képz6d6 neointima fejlédésében a NADPH- oxidazokkal vald
Osszefiiggését mar bizonyitottdk. Példdul az enzimeket blokkold 91ds peptid gyengitette a
neointima képzddést patkany modellekben (Jacobson, 2003). NOX1-es kisérletek mellett mas
NADPH-oxiddzok fokozott expresszalodasat is megfigyelték érkarosodas utan. Az
érgyogyulas késoi szakaszaban jellemz6 a NOX4 megjelenése.

A vérnyomds kozponti idegrendszeri szabdlyozdsa esetében tanulmanyoztik a
NADPH-oxidazok szerepét, melyek eltéréen expresszaldodnak az idegrenszerben. A kdzponti
idegrendszer fontos szerepet jatszik a vérnyomds szabdlyozédsaban, mivel szabdlyozza a
vizhaztartast és a szimpatikus aktivitast. A NADPH-oxid4zok szerepét ebben a folyamatban
vektorokkal, amelyeket kozvetleniil a nyultveldben juttattak be. A kozpontilag alkalmazott
angiotenzin I teljes vazopresszor hatasahoz mind a NOX2-re, mind a NOX4-re sziikség volt
(Cao, 2009).

A magas vérnyomds-betegség kialakulasaban tobb tényezd vehet részt. A
megnovekedett periférias ellenallas mellett a fokozott szivmiikodés, a vese csokkentt natrium-
¢és vizkivalasztasa, valamint a vérnyomasszabalyozas centralis zavara egyarant hozzéjarul a
magas vérnyomas kialakulasahoz. Igaz, hogy ezek a tiinetek egyiittesen jelentkeznek, az O~
bol szarmazé NO2 semlegesités €s az ebbdl szdrmazd periférids ellenallds miatt régota Ggy
gondoljak, hogy a NADPH-oxiddaz vezetd szerepet jatszik a magas vérnyomas
patogenezisében. Szamos tanulmdny tesztelt kiillonb6zé antioxiddnsokat hipertonids
modellekben, de a NADPH-oxidaz-kiiitott egereken végzett kisérletek szama még mindig
korlatozott (Brandes, 2010).

A pulmondlis hipertonia egy multifaktorilis betegség, amelyet megndvekedett
pulmonalis vaszkularis rezisztencia jellemez. Etiologiai tényez6i k6zott szerepel a hipoxia, a
gyulladas, a sejtproliferacio, valamint az apoptdzis, melyek egyiittesen érsziikiilethez
vezethetnek. A NADPH-oxidazok szerepet jatszanak ezen egyedi folyamatok
pulmonalis hipertonia kialakuldsdhoz. Hipoxids egerekben kimutattdk, hogy a NOX4

expresszié fokozodik az érrendszerben és pulmonalis hypertonia alakul ki (Liu, 2006).
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V. Anyag és modszertan

4.1. A kisérleti allatok
4.1.1. Etikai nyilatkozat

Minden allat a kutatasi célra hasznalt allatok gondozéasarol és felhaszndlasrol sz6l6 magyar
jogszabalyokkal szigort 6sszhangban volt kezelve, a kisérletet jovahagyta a MATE Allatjoléti
¢és Etikai bizottsaga, és Pest Megyei Kormanyhivatal altal a kisérlet a PE/EA/00741-7/2022
engedélyezési szamon keriilt regisztralasra. Az dallatok szenvedésének minimalizalasaért
minden lehetséges erdfeszitést elkovettiink. A vad tipust és a NOX4 génkilitott allatok a
MATE-GBI éllathdzdban fenntartott tenyészetbdl szarmaztak.

4.1.2. Az allatok tartasa

A kisérlethez hasznalt nyulakat a MATE-GBI allathazaban tartottuk. A kisérlet elvégzésének
id6szakan kiviil az allatok egyedi ketrecekben voltak elhelyezték, a vizhez és takarmanyhoz
alland6 hozzaférést biztositva, standard megvilagitasi programmal, (06.00-18.00 h) és 20 °C

hémérsékleten.
4.1.3. A Kkisérleti csoportok kialakitasa és kezelés

A plakképzddés indukalasara 0,5% (m/m) koleszterint tartalmazd, nagy zsirtartalmu, aterogén
takarmanyt kaptak az allatok napi 120 g/nap mennyiségben. 20 hetes vad tipust és NOX4
génkititott (NOX4-KO) bak nyulakat (n=5) hasznaltunk a kisérleti csoportok kialakitasahoz
(n=5). Egy aterogén kiegészitést nem tartalmazo6 takarmannyal taplalt, vad tipusu, Un. kontroll
csoportot is kialakitottunk (n=5). Négy napig 50% normal és 50% kiegészitett koleszterin
tartalmu takarmanyt kaptak, majd 10 hétig kizarolag 120 g/nap 0,5% koleszterin kiegészitett
aterogén takarmanyt fogyasztottak. A kisérlethez bakokat hasznaltunk, mivel altalaban kisebb
¢s stabilabb koleszterinszintjiik van, mint a ndstényeknek. Tovabbi vizsgélatok soran érdekes
lehet Osszehasonlitani a két nem eltéréseit. Egyetlen allatot sem zartunk ki a statisztikai
értékelés soran. A 10 hetes diéta alatt nem tapasztaltunk eltérést a csoportok kozott sem a
takarmanyfelvételben, sem pedig a sulygyarapodasban, a kezdeti carcass-tomeg nem tért el
szignifikansan.

4.1.4. Az etetett takarmany paraméterei

A kiegészitett koleszterint tartalmazo, valamint a kontroll csoportnak adagolt takarmanyok

bemérése megtortént az Allattenyésztési Teljesitményvizsgalé Kft. Takarmanyvizsgélati
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Laboratoriumaban, illetve a munkatarsak tovabbitottak nedves kémiai mérésre ellendrzés
céljabol a Mezdlabor Kft. szamara (1., illetve 2. melléklet). A vizsgalatok soran NIR, illetve
Weende-i-analizis (nedves kémiai) modszereit alkalmaztak.

Az eredményekbdl egyértelmiien kitlinik, hogy nem lathato szignifikéns eltérés a két
mérési eredmény kozott, tehat a NIR mérési mddszer pontos eredménnyel szolgal granulalt
nyul takarmény esetén. Pontossidga mellett masik elénye a gyorsasag, ugyanis ezekhez az
eredményekhez 24 6ran beliil hozzafértem.

Ki sziikséges emelni emellett, hogy a kétféle takarmany egyes téplaloanyag
paramétereiben sem taldlhatd  statisztikailag  kimutathaté eltérés. Azonban a
vérparaméterekben mégis voltak kimutathat6 valtozasok, amelybdl 1j tudomanyos hipotézisek
is sziilettek.

A vizsgalati jegyzOkonyvek a mellékletek fejezetben részletesen attekinthetok.

4.1.5. Mintavétel modszere

Vérmintékat vettiink az aterogén diéta megkezdése el6tt (0. id6pont) és végén (10. hét), illetve
az etetési iddszak félidejében (5. héten). A mintdkat centrifugdlds és plazma, illetve
vorosvértest hemolizatum frakciokra szétvalasztva -20 C-on taroltuk felhasznalasig.

A mintavételezés a fiilartériabol tortént EDTA-s csovekbe. A biokémiai
paraméterekhez mintankként 3ml vér keriilt levételre. A génexpresszios vizsgalatokhoz 3ml
teljes vért vettink Tempus Blood RNA Tube (Catalog nr.:4342792) csovekbe a gyartd

utasitasainak megfelelden, -20 C-on taroltuk tovabbi felhasznalasig.
4.2. Biokémiai vizsgalatok

4.2.1. A redukalt glutation koncentracio meghatarozasa

A GSH-koncentraciot szérumbol mértikk (Sedlak & Lindsay, 1968) moddszerének
megfeleléen. A reakcio alapjat az képezi, hogy a glutation szabad SH-csoportja szines
komplexet képez szulfhidrid-reaktiv vegyiiletekkel. A mintdkban talalhat6 fehérjéket 10%
(w/v) triklérecetsav oldattal kicsaptuk, majd ezt kdvetéen a csapadékot centrifugalassal
(10.000 g, 3 min) gyiijtottiikk Ossze az Eppendorf csé aljan. A tovabbiakban a feliiluszoval
dolgoztunk tovabb. Az 5,5-ditiobis-(2-nitro-benzoesav) (Sigma, St. Louis) reagens szines
(sarga) komplexet képez a feliiluszéban 1évé nem-fehérje szulfhidrid csoportokkal. A
szinintenzitds aranyos a GSH koncentracidval, igy fotometridsan mérhetd. A
komplexképzddéshez sziikséges lugos kdzeg trisz-hidroximetil-aminometan (Sigma, St.Louis)
puffer hasznalataval keriilt beallitdsra. A koncentraciot 412 nm-es hulldmhosszon torténd

abszorbancia mérésével hataroztuk meg.
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4.2.2. A glutation-peroxidaz aktivitas meghatarozasa

A GPx-koncentraciot szérumbodl hatdroztuk meg. A modszer alapja, hogy a reaktiv
oxigéngyokok jelenlétében a redukalt glutation az enzim kozremiikodésével glutation-
diszulfidda (GSSG) oxidalodik. A vizsgalati rendszerben a koszubtratok GSH (Sigma, St.
Louis) és kumol-hiperoxid (Merck, Darmstadt), egy szerves peroxid voltak. Az erzimreakcio
végbemenetléhez sziikséges 1d6 10 perc, melyet 10%-0os TCA végzett fehérjekicsapassal
allitottunk le (Carlo Erba, Rodano). A GSH-fogyasat az 5,5-dithiobis-(2-nitro-benzoesav) -val
(Sigma, St. Louis) képzett komplexének fényelnyelésével hatiroztuk meg 412 nm
hulldmhosszon spektrofotométerrel. Az enzimaktivitdst a mintdk fehérjetartalmara
vonatkoztatva adtuk meg és egységben fejeztiik ki, amely 1 nmol redukalt glutation
oxidaciogjat jelenti percenként a hasznalt rendszerben, 25 °C-on (Matikovics, 1988).

4.2.3. A malondialdehid mennyiségének mérése

A malondialdehid olyan metastabil végtermék, mely a tobbszorosen telitetlen zsirsavak
peroxidacidja soran keletkezik. A modszer alapjat képezi, hogy az MDA 2-tiobarbitursavval
(Sigma, St. Louis) savanyu kozegben és magas homérsékleten sargas-vords szinli komplexet
képez. Ennek abszorpcios maximuma 535 nm-en mérhetd spektrofotometriasan. A rendszer
megfeleld pH-értékének bedllitdsat 10%-0s TCA-val végeztiik (Carlo Erba, Rodano). A
centrifugalast (10000g, 3 perc) kovetden, az abszorbancia mérése a feliilluszobol reagens
vakkal szemben 535 nm hullamhosszon tortént. Standardként 1,1,3,3-tetra-etoxi-propan
(Fluka, Buchs) keriilt alkalmazasra (Placer és mtsai., 1966); Matkovics, 1988).

4.2.4. Az osszKkoleszterin koncentraciéo meghatarozasa

A Diagnosticum Zrt. altal forgalmazott reagenskészlettel (No. 47061) hataroztuk meg a
nm-en tortént. A koleszterinészter-hidrolaz hidrolizalja a koleszterin észtereket, az igy
1étrejovo szabad koleszterin a koleszterin-oxidaz koleszteronnd alakitja at. A mérés soran
hidrogén-peroxid keletkezik (H202). A hidrogén-peroxid, a fenol és a 4-aminoantipirin
indikatorreakcidja soran peroxidaz enzim segitségével egy vords kinon szarmazék képzodik.
A megjelend szin intenzitdsa 505 nm-en mérve aranyos a koleszterin koncentracidval.

4.2.5. A HDL-szint meghatarozasa

A CliniChem Kft. altal forgalmazott reagenskészlettel (No. 47661) hataroztuk meg a szérum

crer

lipoprotein hozzakotédik a szérumban a HDL-en kiviil megtalalhatdo sszes lipoproteinhez

(LDL-hez, VLDL-hez és kilomikronokhoz). A 2. reagensben megtalalhaté koleszterin-
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észteraz és koleszterin-oxidaz csak HDL-C-vel tud reagalni. Az enzimmel tortént reakciok
hatdsara a HDL-C-bdl keletkezett hidrogén-peroxid peroxidaz jelenlétében egy oxidativ
kondenzacids reakcié eredményeként az N-etil-N-(2-hidroxi-3-szulfopropil) -3,5-dumetoxi-
4fluoralaninnal ¢és 4-amino-antipirinnel egy kék szinli komplexet képez, amelynek
abszorbancidja 593 nm-kdzeli hullamhosszon mérhetd.

4.2.6. Az LDL-szint meghatarozasa

A CliniChem Kft. altal forgalmazott reagenskészlettel (No. 47791) hataroztuk meg a szérum
elegyitik, a benne 1év0 maszkirozé anyag az LDL-hez ko6tddik és megvédi az enzimreakciotol.
A koleszterin-észteraz és a koleszterin-oxidaz reagal a nem-LDL-lipoproteinekkel. Az
enzimreakciok révén a nem-LDL-koleszterinbdl képz6dé H202-t elbontja az 1. reagensben
1évo kataldz. A 2. reagens hozzdadagolasaval a maszkiroz6 anyag levalik az LDL-rdl és a
katalazt inaktivalja a natriumazid. Ebben a masodik 1épésben a CHE ¢s a CO kizardlag csak
LDL-C-vel reagalhat. Az enzimreakcidé soran az LDL-C-bdl keletkezett H202 hidrogén-
peroxid peroxidaz jelenlétében oxidativ kondenzaciot kozvetit az N-(2-hidroxi-3-szulfipropil)
-3,5-dimetoxianilin és a 4-aminoantripin kozott és egy szines komplex keletkezik. A kék
szini komplex abszorpcidja 600 nm-koriili értéken mérheté és ardnyos az LDL
koncentracioval.

4.2.7. A triglicerid koncentracié meghatarozasa

A Diagnosticum Zrt. altal forgalmazott reagenskészlettel (No. 47163) hataroztuk meg a
lipoprotein-lipaz glicerinre és zsirsavakra bontja (Bucolo, 1973), majd a glicerin-kinaz (GK) -
adenozin-trifoszfat (ATP) és Mg 2+ ionok jelenlétében — foszforilalja azt, amelynek
eredményeként glicerin-3-foszfat. képzddik. Ez molekularis oxigén jelenlétében a glicerin-3-
3foszfat-oxiddz (GPO) révén oxidalédik. Fenol szdrmazék és 4-aminoantipirin indikéator
reagaltatasaval a reakcid soran felszabaduld H202 peroxiddz enzim jelenlétében szines

terméket eredményez, amely 505 nm-en mérhetd.
4.3. Génexpresszios vizsgalatok

4.3.1. RNS izolalas
Az RNS izolélast az Applied Biosystems™ Tempus™ Spin RNA Isolation Kit-tel végeztiik, a

gyartd utasitdsainak megfelelden, azt pontosan kovetve. A modszer [épései roviden
Osszefoglalva. A Tempus csébe levett mintakat PBS-sel 12 ml-re egészitettiik ki, majd

vortexszel alaposan Osszekevertiik €s centrifugaltuk (30 perc, 4°C-on 3000 g). A feliiliszé
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ledntését kovetden az RNS-t reszuszpendaltuk 400 pl “RNA purification resuspension
solution” oldattal. RNaz mentes csdbe helyeztilk az RNS megkdtésére alkalmas oszlopokat,
melynek membranjat 100 pl “Wash solution 17 oldattal nedvesitettiilk. A 400 pl mintat az
oszlopra pipettaztuk, majd centrifugaltuk (30 masodperc (mp)) 13.000 rpm, minden tovabbi
centrifugdlds ezen a fordulaton torténik. Az atfolyt oldatot kiontottiik, majd az oszlopot
visszahelyeztiik a csébe. 500 pl “Wash solution 1 oldattal mostuk az oszlopot, centrifugéaljuk
(30 mp, maximum sebesség), majd az atfolyt oldatot ledntjiik. 500 ul “Wash solution 2”
oldatot pipettaztunk az oszlopra, majd centrifugaltuk (60 mp), az atfolyt oldatot ledntottiik.
Ezt kovetden DNaz kezelés kovetkezik (Qiagen, RNase free DNase Set, 1D:79254), 10 pl
DN-az és 70 ul RDD puffert mintanként 6ssze kell mérni, majd felvissziik az oszlopra és 15
percig szobahOmérsékleten inkubaljuk. Ezt kovetden 500 pl Wash solution 2 oldattal kétszer
mostuk az oszlopot, majd megszaritottuk a membrant centrifugalassal (1 perc) €és 1) csObe
helyeztiik at, majd 80 pul Rndz mentes vizet vittlink fel az oszlopra. Ezt kdvetéen inkubaljuk 2
percig 70°C-on, majd centrifugaltuk (30mp), majd a feliiluszot visszapipettaztuk a membranra

crer

NanoDrop késziilékkel. A mintékat felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

4.3.2. ¢DNS atiras reverz transzkripcio altal

A tisztitott teljes mRNS-t stabil szerkezetli komplementer cDNS-sé irjuk at. Ez a folyamat a
reverz transzkripcio. Az mRNS érési fazisa végén 3’ végre keriild poly-A farok egy két-
haromszaz bazishosszisagu adenin telitett szakasz, ehhez kapcsolodik a timinben gazdag
primeriink (Oligo(dT), igy a reverz transzkriptdz enzim elvégzi az mRNS atirdsat
komplementer szalla. Az atirashoz az Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse
Transcription with RNase Inhibitor Kit-jét hasznaltuk (Cat.4374966), végig jégen tarolva a
mintakat és a mixeket. A reakcioban 400 ng RNS-t irtunk at 20ul végtérfogatban. A mintakat
25°C-on, 10 percig anelléltattuk, majd 37°C-on 120 percig inkubaltuk, végil 85°C-on 5

percig tartott az enzim inaktivacidja. A tovabbi felhasznalashoz 10x-es higitast végeztiink.
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4.3.3. Primerek

Az online elérhetd Primer3 software segitségével tortént a primerek tervezése nyul referencia

szekvenciak alapjan.

Primerek szekvenciaja (1. tablazat):

Gén Forward Reverse

GAPDH ATCTCGCTCCTGGAAGATGG CAAAGTGGATGTTG TCGCCA
KEAP GTTCCTCTCCGGGTAGTAGC CCTCAACCGCCTGCTCTAT

NFE2L2 GCTCATCCCGTAACATGCTG AAGTGGCTGCTCAGAATTGC
TGFB CTGATCAGGTGCAGGAGGAG CTCCGACTTGTAGGCCTTCA
GPX AGTTTGGGCATCAGGAGAACG GAAGAGCATGAAGTTGGGCTC
CAT ACTCGCGAACCGAAACTCTC AGGACATCGGGTTTCTGCG
SOD2 CAC ATC AACCACACCATTTTC | TATAACTCT GCTGCACCCC
TLR4 CCATGGCCTTCCTTTCCTAC AGAAGGGAATGTTGTCAGGGA
IL1B CTTGTCAGTCGTTGTGG CTC TGCTACCTGCATCACACTCA

1. téblazat Primerek szekvenciaja
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4.3.4. A qPCR modszere

A gPCR segitségével a fluoreszcens jeldlésnek koszonhetden a templat amplifikacioja valos
idében megmérhet6. Az amplifikacios gorbén nyomon kovethetjiik ezt a folyamatot, ugyanis
ahogy az amplikon mennyisége nd, a fluoreszcencia erdssége is ugy névekedik minden PCR-
ciklus utan elvégzett mérés alkalmaval. Egy kiiszobérték van meghatarozva, amelyet atlépve
mar értelmezhetd a fluoreszcens jel erdssége a hattéren. Azt a ciklusszdmot, aminél a jel atlépi
ezt a kiiszobértéket Ct értéknek nevezziik. Minél kisebb a Ct érték, annal magasabb a kezdeti
templat koncentracio. Leggyakrabban a Taq-man probat, esetleg SYBR Green-t alkalmaznak
a qPCR kivitelezéséhez. A qPCR-t szamos teriileten alkalmazzak, példaul diagnosztikai
célokra, génexpresszids vizsgalatokra, genetikai tesztekhez.

Kisérletiinkben SYBR Green PCR Master Mix-et haszndltunk a qPCR soran. A
kvantitativ PCR soran 60 ciklusos amplifikaciot végeztiink, amelynek a ciklus-programja a
kovetkezd 1, Preinkubacio — 90°C — 900 sec; 2, Denaturacio — 95°C — 15 sec; 3, Primer
tapadasa — 62°C -20 sec; 4, Lanchosszabbitas — 72°C — 15 sec

4.4, Statisztikai modszerek

A statisztikai kiértékelést Past statisztikai programmal végeztem, majd az adatokat Excel
tablazatba gyjtottem Ossze, rendszereztem és taroltam. A diagramokat Excel programban
készitettem el.

A biokémiai paraméterek vizsgalatahoz Kruskal-Wallis tesztet futtattam, hogy
megallapitsam, hogy van-e statisztikailag szignifikans kiilonbség a harom etetést tekintve
eltérd csoport kozott. A nemparametrikus probara sziikség volt a mintak kis elemszama miatt.
A csoportok egymassal torténd Osszehasonlitdsat Dunn’s post hoc teszttel végeztem. Két
szempont alapjan tortént az dsszehasonlitas. Az egyik az id6: dsszehasonlitottam az 0, 5 €s 10
hetes idépontokon beliil a kiilonb6zd csoportok értékeit, igy megkapva a csoportok kozotti
kiilonbségeket. A masik szempont az volt, hogy eltéréd iddpontokban hasonlitsam Ossze a
csoportokat dnmagukkal, igy hozzajutva ahhoz, hogy csoporton beliil hogyan alakultak az
értekek az 1d6 mulasaval.

A génexpressziés eredmények statisztikai értékeléséhez Mann—Whitney-probat
hasznaltam, szintén nemparametrikus tesztet az emlitett ok miatt. Ebben az esetben egyrészt
Osszehasonlitottam a NOX4 génkilitott allatok csoportjat a vadtipussal 0, valamint 10 hetes
idépontokban. Masrészt pedig Osszehasonlitottam a NOX4 génkilitdtt csoportot, valamint a

vadtipust onmagaval 0 és 10 hetes id6pontok kozott.
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V. Eredmények

5.1. Biokémiai paraméterek

A Koleszterin koncentracié (3. abra) mindharom csoportban hasonléan alakult a kisérlet
kezdetekor €s a kontroll csoportban ez nem is valtozik a kisérlet teljes ideje alatt. A kisérlet 5.
hetén a vad tipusu koleszterin-kiegészitést tartalmazoé takarmannyal etetett allatokban a
kontroll csoporthoz viszonyitva szignifikdnsan nagyobb szérum koleszterintartalom volt
mérhetd (p=0,000711). Ez az emelkedett érték a vad tipusu csoportban megmarad az etetési
periddus végéig (az eltérés a kiindulési értékhez képest itt is szignifikans (p=0,0186)). Ez
egyben szignifikansan (p=0,03251) nagyobb a kontroll értéknél.

A NOX4-KO kisérleti csoport esetében a koleszterin koncentracid valtozasanak
dinamikdja ettdl eltérd. A 10. hét végére itt szignifikdns emelkedést latunk (p=0,000407),
azonban a kisérlet félidejében a koleszterin koncentracié emelkedése még nem szamottevd. A
10. héten, a NOX4-KO egyedek szérum koleszterin koncentracidja szamottevéen meghaladja

a kontroll csoport értékeit (p=0,003197).

Koleszterin koncentracio (mmol/I)

i

0,00 e T

0. hét s.hét || 10.het

[l vowexo P vadtipus (wt) [l kontroll

3. 4abra A koleszterin koncentracio alakulasa a kisérlet soran

A HDL esetében (4. abra) a koleszterinszint valtozasdhoz hasonlé mintazatot
figyeltink meg. A kisérlet kezdetén nincs szignifikans eltérés a csoportok kozott. A

koleszterinetetés soran a HDL szintje mindkét etetett csoportban nd, azonban a NOX4-KO
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csoport esetében az 5. héten mérsékelt emelkedés figyelheté meg (mely nem tekinthetd
szignifikansnak), szemben a vad tipusu etetett csoporttal, ahol az emelkedés mértéke
szignifikans mar az 5. héten (p=0,01738) ¢és a magas HDL szint megmarad a 10. hétre is. A
NOX4-KO csoport esetében a 10. hétre az emelkedés mértéke kozelit a vad tipusban mért
értekhez, de az emelkedés mértéke elmarad attdl, igy a 10. héten az etetett csoportok kozott
(NOX4-KO és wt) szignifikans kiilonbség van (p=0,01485). A nem etetett kontroll csoportban
a HDL értéke nem valtozik szignifikansan €s eltér az etetett csoportoktdl (p=0,009925). A
kontroll csoport esetében nem volt szignifikans valtozas a kisérlet id6tartama alatt.

A HDL esetében 0 hetes korban nem talalhat6 szignifikans eltérés a csoportok kozott,
illetve a kontroll csoportban a kisérlet teljes ideje alatt hasonlo értékeket mértiink. A kisérleti
idOszak 5. hetében lathatd, hogy a vad tipusban jelentésen megemelkedett a HDL-tartalom,
amely mind a NOX4-KO (p=0,04311), mind a kontroll (p=0,005349) csoporthoz viszonyitva
szignifikansnak bizonyult. A 10. héten a vad tipusu allatokban a koncentracid tovéabbra is
szignifikansan (p=0,009925) nagyobb a kontrollnal, azonban ekkor mar a NOX4-KO csoport
értéke is szamottevbéen (p=0,01485) meghaladja azt.

Megvizsgalva a kiillonboz6 idépontokban mért értékeket a NOX4-KO nyulakban a
koncentraci6 novekedése a 0. és 10. hét kozott bizonyult szamottevének (p=0,0009077). A
vad tipus esetében ezzel szemben mar az 5. hétre szignifikdnsan nagyobb (p=0,01738) a HDL
koncentréacio, amely a kisérlet végére valamelyest mérséklddik és igy az eltérés sem a 0. sem

az 5. heti értékekhez viszonyitva nem szamottevo.

HDL koncentracié (mmaol/I)
3,00
2,50 '
2,00 _1_
1,50
1,00
0,50 ﬁ
0,00 e i i . — . | J_
0.hét || 5.hét 10. hét
B noxao I vadtipus (wt) [l kontroll

4. abra A HDL koncentracio alakulasa a kisérlet soran

Hasonloéan a koleszterin és a HDL koncentracidhoz, az LDL koncentracié (5. abra)
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esetében sincs eltérés a csoportok kozott a kisérlet indulasakor és a kontroll csoportban kozel
azonos ¢értéket mértlink minden mintavétel alkalmaval. A kisérlet 5. hetén mindkét emelt
koleszterin-tartalmt takarmanyt fogyasztd csoportban nagyobb LDL koncentraciot mértiink a
kontrollhoz viszonyitva, azonban ez csak a vad tipus esetében bizonyult szignifikansnak
(p=0,0007014). A 10. héten mar mindkét kisérleti csoport LDL koncentracidja szamottevden
meghaladja a kontroll értéket (NOX4-KO p=0,01485, vad tipus p=0,009925).

Mind a NOX4-KO, mind a vad tipusu nyulakban szignifikansan nétt az LDL
koncentracio a koleszterin-terhelés hatasara az 5. hétre (az eldbbi csoportnal p=0,02454, az
utobbindl p=0,009467). Az 5. és 10. hét kozott bar a NOX4-KO csoportban némiképp nétt,
mig a vad tipusu csoportban valamelyest visszaesett a szérum LDL-tartalom, 0sszességében
ebben az id6szakban szdmottevd valtozas a csoportokon belil nem tortént. Az egyes

crer

emelkedett, azonban csak a NOX4-KO csoport esetében szignifikans (p=0,00234) az eltérés.

LDL koncentracio (mmol/I)

12,00
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5. abra Az LDL koncentraci6 alakulasa a kisérlet soran.

A kontroll egyedekben mért triglicerid koncentracié (6. dbra) a 0. napon statisztikailag
szignifikans mértékben eltér a NOX4 génkiiitott nyulak értékeitdl (p=0,02334), és a vad
tipustol (p=0,003283). 5 hetes korban az eltérés még szembetlindbb. Elsdsorban a vad tipus €s
a kontroll csoport kozott figyelhetiink meg erds szignifikans kiilonbséget (p=0,0007014). A
kontroll és a NOX4-KO értékek kozotti kiilonbség ugyan nétt a kiinduldsi értékhez
viszonyitva, azonban ez statisztikailag nem igazolhato. A kezelés 10. hetében, bar a csoportok
kozotti eltérések kevésbé markansak, de a 0. mintavételhez hasonldoan mégis szignifikansan

nagyobb mind a NOX génkiiitott (p=0,02334), mind a vad tipusu (p=0,003283) csoportban a
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TG-koncentréci6 a kontrollhoz viszonyitva.

Az etetési idészak 10 hetében a NOX4-KO és a vad tipusu csoportban egyarant
jelentdsen nott a triglicerid koncentracio. A novekedés eldbbi csoportban lassubb dinamikat
mutat, ezért csak a 0. — 10. mintavétel kozott bizonyult szignifikansnak (p=0,002361). A vad
tipusti nyulakban azonban a valtozas gyorsabban zajlik, ezért az eltérés mar a 0 és 5. hét
idépontjai  kozott statisztikailag igazolhaté (p=0,008107), a tovabbiakban pedig mar
visszaesés figyelhetd meg, amely azonban nem szédmottevd. A kontroll csoportban egyik

idépontban sem volt statisztikailag szignifikans eltérés.

TG koncentracié (mmol/l)
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6. abra Triglicerid koncentracié alakulasa a kisérlet soran

A malondialdehid koncentraci6 (7. é&bra) esetében, a vad tipusu egyedekben
szignifikdnsan nagyobb értéket mértiink a kisérlet indulasakor, mint a NOX4-KO (p=0,02973)
kontroll (p=0,004875) nyulak szérumaban. 5 héttel az etetés megkezdését kovetéen a NOX4-
KO csoportban volt a legnagyobb az MDA koncentracio, amely a kontroll csoport értékével
Osszehasonlitva statisztikailag is igazolhato eltérést jelentett (p=0,00194). A 10. héten a
NOX4-KO egyedekben tovabbra is nagy MDA koncentracid volt mérhetd, mig a vad tipusu és
a kontroll egyedek értékei hasonloan alakultak, és elmaradtak a génkilitott nyilak értékeitdl.
Az eltérés a vad tipus és a NOX4-KO csoportok kozott statisztikailag is igazolhatdo mértéki
volt (p=0,03251).

Az egyes kisérleti csoportokban vizsgalva a malondialdehid koncentracio véltozasait
megallapithatd, hogy a NOX4-KO nyulak esetében statisztikailag igazolhatdé mértékben nott
az 5. hétre (p=0,04771), majd ezen a szinten stabilizalédott 10 hetes etetési id0szak végéig.

Mindez azt is jelenti, hogy a kiindulési és a 10. héten mért MDA koncentraci6 szignifikansan
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(p=0,0008893) eltért egymastol. A vad tipus esetében az MDA koncentracié folyamatosan
csokken, azonban a nagy egyedi variancia miatt a valtozdsok statisztikailag nem
szamottevdek. A kontroll, koleszterin-kiegészitést nem fogyasztod csoportban a 0. 5. hét kozott
(p=0,004678) statisztikailag igazolhato eltérés figyelheté meg, a 0. és 10. hét, ill. az 5. és 10.

hét kozott azonban nem latunk eltérést.

MDA (umol/ml)
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7. 4bra Az MDA koncentracid alakulasa a vérszérumban

A redukalt glutation (8. &bra) esetében nem volt szignifikans eltérés a kisérlet kezdetén a
vizsgalati csoportok kozott. Az emelt koleszterin-tartalmi takarmany etetésének 5. hetén
azonban a vad tipus szignifikdnsan eltért a kontroll csoporttol (p=0,001184) és ez az eltérés a
10. hétig meg is maradt (p=0,000711).

A NOX4-KO nyulak esetében 5. hétre statisztikailag szignifikans (p=0,03389)
csokkenés kovetkezett be, amely a 10. hétre ugyan nem szignifikansan, de tovabb csokkent. A
vad tipusban a redukalt glutation koncentracié az 5. hétre hasonloképpen statisztikailag
szignifikansan csokkent, ezt kovetden azonban kozel azonos szinten maradt. A kontroll
csoport mintaiban a vizsgalt idészakban a GSH-koncentracié ugyan mutatott némi ingadozast

ez statisztikailag nem igazolhato.
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GSH koncentracié (umol/g feh.)
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8. dbra A GSH koncentracio alakulasa a vérszérumban

A kisérlet kezdetén a glutation-peroxidaz aktivitas (9. dbra) a kontroll csoportban volt
a legnagyobb, amely a vad tipus egyedeiben mért értékhez viszonyitva szignifikans eltérést
jelentett (p=0,01465). A kisérlet 5. hetében az eltérések hasonld, markédnsabb mintazatot
adtak. Ekkor mindkét koleszterin-kiegészitést fogyasztd csoportban szdmottevéen kisebb volt
a kontroll értéknél. A vad tipus és kontroll csoport ekkor is szignifikansan eltért egymastol
(p=0,000711). A 10. héten a NOX4-KO nyul csoport (p=0,02334), valamint a vad tipus
(p=0,003283) esetében is szignifikansan kisebb a GPx aktivitasa a kontroll egyedekben mért
értékhez viszonyitva.

A NOX4-KO nyulak esetében a glutation-peroxiddz aktivitds statisztikailag
szignifikansan csokkent a 0. és 5. hét kozott (p=0,04771), majd a 10. hét kdzel azonos szinten
maradt. A vad tipus esetében hasonld szignifikans valtozast lathatunk az etetési idészak elsd
felében (p=0,01051), amely az aktivitas csokkenése a kisérlet végére mérséklddik. A kontroll

csoport esetében az enzimaktivitas nem valtozik szignifikdns mértékben a kisérlet ideje alatt.
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GPx aktivitas (E/g feh.)
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9. abra Glutation-peroxidaz aktivitas alakuldsa a kisérlet soran

5.2. Génexpresszio vizsgalata

A housekeeping gének koziil (10. abra) a GAPDH-t tekintve sem a NOX4-KO sem pedig a
vad tipus értékei kozott nem talalhato statisztikailag szignifikans eltérés. A HPRT értékeiben
ezzel szemben az figyelhetd meg, hogy a vad tipus, valamint a NOX4-KO nyulak esetében is
szignifikans az eltérés a 0 és 10. heti id6pontok kozott. Emiatt a GAPDH-t vélasztottuk a

relativ expresszio kifejezésére, mivel az ,,stabilabb” pontot feltételez.

Housekeeping gének

;-H.I.i

[wrohet | | NOX4 0.hét | [wr10hét | [ noxa 10.nét |

8

B

1

10. abra A housekeeping gének expresszioja

A TLR4 esetében (11. abra) azt lehet megfigyelni, hogy 0 hetes idépontban a NOX4 és
a vad tipus kozott statisztikailag szignifikans eltérés van (p=0,019964), amely a 10. heti
idépontra kiegyenlitédik. Emellett az is lathato, hogy a 0. és 10. idépont kozott szintén
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statisztikailag szignifikans csokkenés van (p=0,029401).

TLR4 gén expressziGjanak véltozdsa

1.,

o hét | Noxa o.hét | |WT10hét | |NOX4 10.hét |

11. abra A TLR4 gén expresszidja

Az IL1B esetében (12. abra) az figyelhetd meg, hogy statisztikailag szignifikdnsan
novekszik a NOX4 génkilitott nyulak 0. és 10. idépont kozotti expresszio.

IL1B gén expresszidjanak véltozasa
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12. abra Az IL1B gén expresszidja
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Az NFE2L2-t megfigyelve (13. abra) az lathato, hogy mind a NOX4 génkiiitott nyulak
esetében (p=0,011925), mind pedig a NOX4 génkiiitott nyulak esetében (p=0,030383)

statisztikailag szignifikans csokkenés kovetkezett be.
NFE2L2 gén expresszidjanak valtozdsa

- W"I’Ohet | | NOXa 0.hét | |WT10het | | NOXa 10.hét |

13. dbra Az NFE2L2 gén expresszidja
A KEAP génexpresszigjat tekintve (14. abra) megfigyelhetjiik, hogy a 0 és 10. idépont

kozott van statisztikailag igazolhat6 csokkenés a vad tipus csoportban (p=0,030383). A tobbi

paramétert 6sszehasonlitva nem lehet latni statisztikai eltérést.

KEAP gén expresszidjanak valtozdsa

00 +
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14. abra A KEAP gén expresszioja
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A CAT génexpresszios szintjei esetében (15. abra) nem lathato statisztikailag

szignifikans kiilonbség.

CAT gén expresszidjanak valtozdsa

080 1
060 -
040 +
0,20
000 -

WT 0.hét | NOX4 0.hét | (WT10hét | | NOxa 10.hét

15. dbra A CAT gén expresszidja

Nincsen statisztikailag értékelhetd kiilonbség a SOD2 esetében (16. abra) az egyes
csoportok és idépontok kozott.

SOD2 gén expresszidjdnak valtozdsa

wrohét | | NOX4 0.hét | [WT10hét | . | NoXa 10.hét |

16. abra A SOD2 gén expresszidja
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A GPX tekintetében (17. abra) nem figyelhetiink meg

eltérést.

400

350

00

GPX gén expresszidjanak valtozdsa

WT 0.hét

| [woxaonet|  [wrionet | [noxaionét |

statisztikailag

EWTI
WNONA-KO L
WTIL
N L

igazolhato

17. dbra A GPX gén expresszidja
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V1. DiszKkusszid, Gj tudomanyos eredmények

6.1. A szérum zsir osszetételének valtozasai

A kontroll, azaz hozzaadott koleszterint nem tartalmazd keveréktakarmannyal -etetett
csoportban nem lathatd statisztikailag szignifikdns valtozas a 10 hetes periddusban sem az
Osszes koleszterin, sem a HDL, LDL, illetve triglicerid szint vonatkozasaban.

A Kkisérleti csoportokban a koleszterin és a HDL koncentracio a kisérlet ideje alatt
jelentés valtozast mutat. Mindkét paraméter, mindkét csoportban emelkedik az etetési
idészakban. Azonban fontos szempont, hogy a valtozasok dinamikaja a két csoport esetén
eltér6. Mig a vad tipusu allatokban a koleszterin és a HDL koncentracio is szignifikdnsan
megnd mar az 5. hétre és ezen a szinten stabilizalodik, addig a NOX4-KO csoportban a
koncentracid6 novekedése mindkét paraméter setében lassubb folyamat, igy szignifikans
eltérést csak a 10. héten mutat. Az LDL koncentracié esetében a két csoportban hasonlo
mérték és hasonlo iitemil novekedést tapasztaltunk.

A fentiek alapjan a NOX4-KO genotipus esetében, feltételezzilk a NOX4 hiany
érelmeszesedést fokozd (mértékében és/vagy kifejlodésének gyorsasdgaban) hatasat.

A NOX4-KO genotipus esetében a HDL szint emelkedése elmarad a vad tipustol,
ennek magyardzatdra két lehetséges, de egy iranyba mutato hipotézist dllitottunk fel.

Az elsd hipotézisiink szerint feltételezziik, hogy a NOX4 gén hianya csokkenti a
koleszterin fehérjéhez kapcsolodasat, azaz a HDL-képzodést és ennek kovetkeztében a
periféria koleszterin mentesitése gyengébb hatasfoku, amely hozzajarulhat az ateroszkler6zis
kialakulasdhoz.

A masodik hipotézisiink szerint a vérben keringd HDL nagyobb mértékben iiriil a
szervezetbdl és ezért tapasztaljuk az alacsonyabb szérum HDL szintet a NOX4-KO allatok
esetében.

A két lehetséges hipotézis tesztelése tovabbi vizsgalatokat igényel, melyek soran az
érben keletkezd plakkok Osszetételének, illetve a plakkosodds mértékének, tovabba a maj

anyagcseré¢jének vizsgalata tovabb arnyalhatja az eredményeinket.

6.2. Az oxidalt LDL altal indukalt TLR4 altal kozvetitett oxidativ

valtozasok

A TLR4 altal medialt ROS képzddést a receptor-ligand kolesonhatas valtja ki (Miller, 2005),
ami egészséges allat szervezetében. Tehat ahol hianyzik, vagy nagyon alacsony a TLR4

kiilonboz6 ligandjainak a koncentracioja, abban az esetben nem indukalodik a folyamat.

39



Vizsgélataink alapjan a TLR4 expresszidjanak szintje szignifikdnsan alacsonyabb a
NOX4-KO csoport esetében (a kisérlet kezdetekor). TLR4 altal indukalt ROS termelés egyik
forrasa a NOX enzimek altal termelt ROS, aminek szintje feltételezhetéen alacsonyabb a
NOX4 gén kiiitésének kovetkeztében. A ROS szint emelkedése ugyanakkor negativan
szabalyozza a TLR4 expresszidjat, tehat ha egy rendszerben alacsonyabb a ROS szintje, akkor
azt varjuk, hogy a TLR4 expresszioja csokken. Vizsgéalataink soran ennek éppen az
ellenkezG6jét tapasztaltuk a ,kezeletlen” NOX4-KO csoport viszonylataban. A ROS szint
tényleges eltéréseinek, valtozasdnak vizsgalata lényeges informécidt hordoz, ezért ennek
vizsgélat fontos lehet a tovabbi vizsgalatok tervezésekor.

A koleszterin-kiegészités soran n6 a keringésben mind az Gsszes koleszterin, mind az
LDL mennyisége, ezt a vizsgalataink soran is igy tapasztaltuk. Tudjuk azt is, hogy az LDL-
bdl a szervezetben keletkezik oxidalt LDL (oxLDL), ami a TLR4/CD14 komplexen keresztiil
szignaltranszdukcids utakat aktival, melynek kovetkeztében oxidativ burst jelentkezik, azaz
nagy mennyiségii ROS képzddése torténik az érintett sejtekben (18. dbran kék szinnel jeldlve)
(Peluso, 2012).

A ROS szint emelkedése a TLR4 receptor expressziojanak csokkenését idézi eld (18.
abra), ezt a korabban mar leirt Osszefliggést, a mi adataink is alatamasztjak. A TLR4
expresszidjanak csokkenése eredményeink alapjan kifejezettebb a vad tipusi csoportban,
aminek magyardzata a NOX4 hiany miatti alacsonyabb ROS képzddés lehet (18. dbran sarga
szinnel jeldlve).

Ezzel parhuzamosan a kezdeti TLR4 altal medialt indukcio kovetkeztében a citokinek
expresszidja fokozdodik, ennek a folyamatnak/aktivacionak az egyik markere az IL1-beta,
melynek novekedését megfigyeltik a 10 hetes kezelés végére -parhuzamosan a TLR4
expresszios szintjének csokkenésével- mind a NOX4-KO mind a WT csoportokban.
Ugyanakkor csak a NOX4-KO csoport esetében volt szignifikans az IL1-beta szint
emelkedése. Ennek a némileg kifejezettebb emelkedésnek a hatterében feltételezéseink szerint
a NOX4 génkiiités kovetkeztében fennalld alacsonyabb ROS képzddés és az ezzel dsszefiiggo

alacsonyabb TLR4 aktivitas allhat (18. abran piros szinnel jeldlve).
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18. abra Az oxidalt LDL altal indukalt TLR4 altal kozvetitett oxidativ valtozasok

6.3. Az antioxidans rendszer aktivalodasa

A glutation-redox rendszer jellemzésénél a vad tipusban és a kontrollban a valtozas
ugyan olyan tendenciat mutat. Egyértelmtien latszik, hogy 5. és 10. hétig fokozatosan csokken
a GSH és GPx aktivitds. Amely teljesen ésszerli valtozas, hiszen a GSH szubsztratja a
glutation-peroxidaznak. Ezzel szemben az MDA koncentracio kézel alland6 vagy névekszik
az idovel. Ezt okozhatja az, hogy a koleszterin bevitel elindit egy gyors oxigén gyok
képzddést, amire aktivalodik a glutation-redox rendszer, de az 5. hétre mar ez a rendszer
feltételezéseink szerint kimeriilhet. Ezért az 0j kisérletek beallitasakor szem el6tt fogjuk
tartani, hogy gyakoribb mintavételre van sziikség a kezdeti stadiumban. Mivel a vad és NOX4
hasonlé dinamikaval rendelkezett, ezért azt feltételezziik, hogy a génkiiités a glutation-redox
rendszert nem érinti.

A védelmi vonal azonban kimertil, erre utal, hogy a kontroll csoport esetében a kezelés
teljes hossza sordn a kiindulési szint kozeli értékeket mértiink a GSH és GPx esetében. A 0.
héten mért eredmények esetében nincsen eltérés, igy a valtozas reprezentativnak nevezhetd.
Terveink szerint az oxidativ gyokok mennyiségét is mérjiik a kovetkez6 kezelések soran az
oxidativ stressz pontosabb igazolasa érdekében.

A ndvekvo LDL szintre mindkét csoport egyedeinek vérparaméterei (NOX4-KO, vad
tipus) ugy reagaltak, hogy csokkend tendenciat kovetett a legtobb gén expresszidja. A

lehetséges ok a tapasztalat hatterében (a névekvé LDL szintre reagalva) az allhat, hogy a
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NOX4 génkititése esetén a KO allatokban mindig alacsonyabb a ROS termelés, amely negativ
feedback-el csokkenti a kaszkadrendszerben résztvevd tobbi tag expressziojat is. Azonban a
vad tipusndl csokkend génexpresszios értékek magyarazatanak feltarasahoz tovabbi
vizsgalatok lefolytatasa sziikséges.

A katalaz esetében a vad tipust csoportndl az expresszid novekvo tendenciat kovet, a
NOX4-KO csoport értéke csokkent. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a kataldz aktivitdsanak
novekedése sziikséges volt a novekvd ROS termelés miatt, amely a NOX4 génkiiités hatasara
igazolhatdan csokken.

Az NFE2L2 és a KEAP1 két kulcsfontossagu fehérje, amelyek részt vesznek a sejtek
oxidativ stresszre adott véalaszdban. Fiziologias koriilmények kozott a KEAP1 az NFE2L2-
hoz kotddik. Amikor azonban a sejtek oxidativ stressznek vannak kitéve, a KEAP1 oxidalodik
¢s disszocial az NFE2L2-16], lehetdvé téve az NRF2 szamara, hogy bejusson a sejtmagba ¢€s
aktivalja az antioxidans védelemben és méregtelenitésben részt vevé géneket. Koztikk a
kataldzt, a szuperoxid dizmutdzt, a glutation peroxidazt, melyek expresszidjadban nem
tapasztaltunk eltérést/valtozast a vizsgalataink sordn. A génexpresszid mértéke azonos volt a
koleszterin-kiegészités kezdetén és a 10 hetes etetési periodus végén. Azonban ez nem zarja
ki azt a lehetdségét, hogy a kezelés kovetkeztében valtozott a gének expresszidja.

Erdekes lehet az is, hogy a valtozas milyen dinamika mentén torténik. Ennek
részletesebb elemzése tovabbi vizsgalatok targya. Koztes idOpontban, az 5. héten tortént
mintavétel. Ezen mintak feldolgozasa még folyamatban van. Azonban valosziniileg sziikség
lesz tovabbi koztes idOpontokban torténd mintavételekre, ha az antioxidans enzimek
expresszios valtozasanak pontosabb mintdzatat és a NOX4 enzim hidnyanak kovetkezményeit
alaposabban fel szeretnénk tarni az érelmeszesedés e nyulmodelljében.

Erdekes eredmény, hogy a kisérleti modelliinkben megfigyeltik az NFE2L2 és a
KEAP1 expresszigjanak csokkenését a kiindulasi értékekhez képest a 10 hetes
koleszterinetetés végére. Ezt a jelenséget mar korabban is leirtdk, miszerint a hosszan tartd
oxidativ stressz mind az NFE2L2, mind a KEAP1 expresszidjanak csokkenésé¢hez vezethet.

Ez feltehetden azért kovetkezik be, mert az elhizod6 oxidativ stressz magukat a
fehérjéket is karosithatja. Beleértve a fehérjék oxidacidjat és a degradaciot, ami a szintek
csokkenéséhez vezet. Ezen kiviil epigenetikai valtozasokhoz (példaul DNS metilacio, hiszton
modosulasok) vezethet (Bhat, 2018; B. Zhang, 2016). Ez érintheti az NFE2L2-t és a KEAP1-
Zhang, 2022) ahol leirjak, hogy az epigenetikai modositasok befolyasolhatjak a transzkripcios

faktorok hozzaférhetéségét a promoter régiohoz. fgy végsé soron gatoljak a génexpressziot,

42



ami csokkent aktivitashoz vezet. Emiatt a hosszan tartd, vagy sulyos oxidativ stressz mindkét
fehérje expresszidjanak csokkenéséhez vezethet, maguknak a fehérjéknek a karosodasa és az
epigenetikai valtozasok miatt. Ennek vizsgalata, az epigenetikai mintazat valtozasainak leirasa

¢s 0sszehasonlitasa szintén terveink kozott szerepel.
6.4. Tovabbi javaslatok

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a vér sejtes elemeiben tipusonként eltéré az antioxidans
aktivitds szintje. A neutrofil granulocitdkban példaul magasabb a szuperoxid-dizmutaz és
katalaz transzkriptumok szintje, mint a monocitakban vagy makrofagokban. Azonban a SOD
fehérje szintje hasonld, mig a katalaz aktivitisa magasabb a neutrofilekben. A GPX
expresszidja és aktivitdsa és a GSH-tartalom magasabb a monocitdkban, mint a neutrofil
granulocitakban (Pietarinen-Runtti, 2000).

Vizsgélataink sordn a vér Osszes sejtes elemébdl preparalt mintdn végeztik az
elemzéseinket, igy a vér kiilonbozd sejtpopuldcidinak dsszeadott értékeit mérjiik, a tényleges
valtozas akar ellentétes is lehet az eltéré fehérvérsejtpopulaciok kozott. A kiilonbozo
fehérvérsejtpopulaciok szortirozasa a sejtfelszini markereik alapjan az un. flow citometria
modszerével lehetdvé teszi, hogy az egyes populacidkat egymastol elkiilonitve vizsgaljuk.

A NOX4-rdl egyes vizsgalatok alapjan feltételezik, hogy az érelmeszesedéssel
Osszefiiggésben ateroprotektiv tulajdonsdgokkal is rendelkezik. A szuperoxid helyett egy
masik ROS-prekurzort, hidrogén-peroxidot szabadit fel, ami nem Iép kolcsonhatasba a
nitrogénoxiddal. Ennek kovetkeztében a NOX4 nem fokozza a peroxinitrit keletkezését (Di
Marco, 2016; Schroder, 2012).

Az ¢ér simaizomsejtek (VSMC) proliferacidja kozponti szerepet tolt be az
érelmeszesedés kialakuldsaban ennek gatlasa, tehat érvédd hatasu. A NOX4 altal felszabadulo
hidrogén-peroxid képes csokkenteni a VSMC proliferacios aranyat, igy gatolja az érrendszeri
remodellinget és a gyulladast, valamint képes fenntartani az eNOS és a heme-oxigenaz-1
expresszidjat érrendszeri stresszhelyzetben (Fulton, 2016). Ezzel szemben szivhipertrofias és
ischaemias stroke ragcsalomodellben a NOX4 karos hatasat mutattak ki (Nishimura, 2016). A
hidrogén-peroxid, valamint mas ROS-ok egyszerre hathatnak védd és karositd hatisuként,

ami fligghet a sejttipustol, a ROS mennyiségétdl és szubcellularis elhelyezkedésétol.
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