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Bevezeto

A sziv-és érrendszeri betegségek (CVD) vilagszerte jelentds halalokok. Az utobbi idék
egész genomot érintd tanulmanyai (GWA) a vér lipidszintjének valtozasaival kapcsolatos
genetikai polimorfizmusokat tartak fel. Manapsag specialis figyelem iranyul a metabolikus
kovetkezményekre, igy a triglicerid (TG) szint emelkedésekre, amelyek sziv-és érrendszeri
betegségeket, metabolikus szindromat vagy cerebrovascularis betegségeket, kiilondsképpen a
sztrokot okozhatnak.

Mig a CVD hatterében all6 pontos okok nem ismertek, szamos tanulmany allapitotta meg,
hogy a TG metabolizmus miatti emelkedett triglicerid (TG) szintek a CVD fiiggetlen kockazati
tényez6i. Tehat, azoknak a kutatasoknak, amelyek a TG szint moédositd faktoraira —
kiilondsképpen a genetikai hajlamositd variansokra — irdnyulnak, klinikai jelentdsége lehet.
Ezek kozé a faktorok kozé tartoznak tobbek kozott az ANGPTL3, a CILP2, a TRIB1, az
MLXIPL, a GALNT2, a GCKR ¢és az APOAS5 gének. Kivalo példaként emlithetd, hogy az
APOAG5 polimorfizmusok funkcionalis szerepét mar széleskoriien vizsgaltak. Ezek koziil tobb
volt kapcsolatos az emelkedett TG szintekkel és az ischemias sztrok és kardio- vagy
cerebrovaszkularis betegségek, vagy a metabolikus szindroma magasabb kockdzataival. Az
utobbi idében mas, TG modositd polimorfizmusok keriiltek a fokuszba, amelyeknek szintén
szerepiik lehet kiilonboz6 betegségek kialakulasaban. Ezek egyes variansait megemelkedett,
mas variansait csokkent triglicerid szintekkel kapcsolatban emlitik. Bizonyos TG-k emelkedett
szintjeinek magasabb kockazata lehet szamos érrendszeri betegségre nézve, SOt szignifikans
Osszefliggést irtak le a TG-emelkedés és a polimorfizmusok kozott.

Az intracellularis zsirsavakat foként a mitokondriumokban katabolizaltak. A hosszulanca
zsirsavakat a karnitin-acil-transzferaz rendszer szallitja a mitokondrialis matrix térbe, és a
végén zsirsav-acil-CoA-t hoz létre, amelyet a mitokondrialis béta-oxidacios rendszer acetil-
CoA-va alakit. A szabad zsirsavak az ATP szintézis elésegitése mellett komoly stresszt
okoznak kiilonb6z6 szovetekben, és elsegithetik a cellularis stressz kialakulasat is. A zsirsavak
jelentés mértékben ndvelik a mitokondriumokban az intracellularis reaktiv oxigén species
(ROS) termelést. A palmitat altal kivaltott oxidativ stressz noveli az endoplazmatikus
retikulumbol (ER) szarmazé Ca?" szintet, amely ndveli a mitokondridlis ROS termelését.
Emelkedett Ca?* és ROS mitokondrialis permeabilitasi atmenetet indukalhat, ami eldsegiti a
mitokondrialis apoptozist. Ez az 06rdogi lipotoxicitasi ut p-sejt-halalhoz  vezet,

inzulinrezisztenciat és diabéteszt okoz.



A mitokondrialis membran potencialt (AY) csokkenté agensek (UCP-1, szétkapcsold
molekulak) és antioxidansok (szuperoxid-dismutaz, N-acetil-cisztein, liponsav) meg tudjak
akadalyozni a gliikkoz-indukalta PKC aktivaciot, amely diabetikus sz6vodményekhez vezet.

Ezek a megfigyelések mas adatokkal egyiitt mutatjak, hogy mennyire fontos a
mitokondrialis reaktiv oxigén species termelés a diabétesz kialakulasaban. Sajnos a human
vizsgalatokban az antioxidans terapia sikertelen olyan Osszetevok esetében, amelyek kivald
védelmet biztositanak a sejtkultiraban és allatokon végzett vizsgalatokban. Ezért nagyon
elényos lenne olyan molekuldkat talalni, amelyek nem antioxidansok olyan értelemben, hogy
nem reagalnanak az ROS-sal, de mitokondrialis respiracios komplexeken keresztiil meg tudjak
akadalyozni vagy jelentés mértékben csokkenthetik a mitokondrialis ROS termelést.

A BGP-15-nek, amely O-(3- piperidino-2-hidroxi-1-propil)- piridin-3-karbonsav-
amidoxim-monohidroklorid, szamos citoprotektiv hatasa van. Mindazonaltal, maig nem
sikeriilt a BGP-15-re semmilyen tiszta intracellularis célpontot azonositani. A betegség
modellekben a BGP-15 megakadalyozta a sejthalalt, csokkentette az oxidativ stresszt (lipid
peroxidacio és protein oxidacio), aktivalta a hésokk fehérje (HSP) expressziot. Emellett a BGP-
15 gyengitette a gyulladasos reakciokat, a DNS-torések kialakulasat és a poli-ADP-riboz
polimeraz (PARP) aktivacidjat, eldsegitette a mitokondrialis energiatermelést. Ezeken a
folyamatokon keresztiil a BGP-15 csokkentette a mitokondriumbol apoptézist indukalo faktor
gatolta a p38 mitogén-aktivalt fehérje (MAP) kinaz activaciojat. Korabbi vizsgalatok/kutatasok
igazoltdk, hogy a human II fazissal kapcsolatos tanulmanyok szerint a BGP-15
inzulinérzékenyitd az olanzapin-indukalta inzulin rezisztenciaban és a diabétesz okozta inzulin
rezisztenciaban. Korabban felvetddott, hogy ez kapcsolatos lehet a BGP-15-nak a HSP-re
gyakorolt co-inducer hatasaval, de nincsenek adatok a BGP-15 kozvetlen hatasara a hdsokk
transzkripcios faktorra (HSF1).

Korabbi publikaciok Kimutattak, hogy ROS (beleértve a mitokondrialis ROS termelést) jon
létre a diabéteszben, és inzulin rezisztencia kialakulasdhoz vezet. Ezért feltételezték, hogy a
BGP-15 mérsékli a mitokondrialis ROS termelést azaltal, hogy kapcsolodik a Complex I-hez
vagy a Complex Ill-hoz, ezaltal megakadalyozza a mitokondrialis ROS termeléshez vezetd
ordogi ciklus kialakulasat, valamint a diabéteszes re-programozasra jellemz6 abnormalis

aktivaciok kialakulasat, mint szamos kindz-kaszkad és a defektiv Glut4 sejtfelszinre torténéd
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A kutatas célkitiizésel

PhD képzésem idején kiilonbozo profilu kutatasi projektekben vettem részt, amelyek a
sejtekre, in vitro modellekre, allatokra, human mintdkra iranyultak. Disszertaciomban két 0,
egymassal szoros kapcsolatban all6 fokuszt ismertetek €s elemzek.

Az elsé teriilet olyan human kutatasokat foglal magaba, amelyek foként a roma populacid
mintdjaban a trigliceridmoddositd gének lehetséges funkcionalis szerepeire iranyulnak. Ez a
kutatas magaba foglalta a TG szintet befolyasolo APOAS5 polimorfizmusokat roma mintakban,
melyek hajlamosito faktorként ismertek. Ismert, hogy a roma lakossag korében nagyon elterjedt
a megemelkedett TG szint. Feltételezve, hogy a genetikai hattér szintén szerepet jatszik a
kardiovaszkularis betegségek iranti hajlamositottsagban, a szakirodalomban szamos genetikai
polimorfizmust vizsgaltak, melyek szerepet jatszanak a lipid metabolizmusban és a metabolikus
szindroma ¢és kardio/cerebrovaszkularis betegségek kialakulasdban. A kdvetkezo
polimorfizmusokat vizsgaltuk: ANGPTL3 gén rs12130333, CILP2 gén rs16996148, TRIB1
gén rs17321515, MLXIPL gén rs17145738 és rs3812316, GALNT2 gén rs4846914, GCKR gén
rs1260326 és rs780094, valamint APOAS gén rs662799, rs2266788, rs207560 és rs3135506. A
mintékat lényegében a PCR-RFLP modszerrel genotipizaltuk. A fokuszban 1évo varidnsok
terapias beavatkozasok célpontjai lehetnek. Gyakran alkalmaztunk kontrollként biobankunkban
gyljtott mintadkat, néhany kisérletben dsszehasonlitdsokat is végeztiink nagy nyilvanos biobank
¢és adatbank eredményekkel. Ezekben a kisérletekben gyakran hasznaltunk nemzetkdzileg
elismert biobankokat, valamennyi kisérletben betartottuk a human kisérletekre vonatkozo
Helsinki Nyilatkozatot, és beszereztiik az megfeleld etikai bizottsag engedélyét.

A disszertacié masodik része — a mitokondrialis stabilitasi kisérletek — egy hosszu tavu,
meglehetésen komplex mitokondrialis kisérletsorozat részét képezte. A mitokondriumoknak az
oxidativ stresszel kapcsolatban fontos szerepe van betegségek kialakulasaban ¢és
progresszidjaban. A mitokondrialis reaktiv oxigén specieszek (ROS) kritikusak lehetnek fontos
betegségek kialakulasaban, igy azoknak a molekulaknak, amelyek csokkenteni tudjak a
mitokondrialis ROS képzddést, azoknak fontos farmakologiai szerepiik lehet betegségekben
bekovetkezd sejthalal elleni védelemben. Ezért vizsgaltuk meg a BGP-15 hatasat a
mitokondrialis ROS termelésre, a ROS indukalta membranpotencial valtozasira és a
mitokondrialis sejthalalra oxidativ stresszben illetve LPS-indukalta gyulladasos modellben. A

vizsgalatok részleteit az “Anyagok ¢s modszerek” pont tartalmazza.



Anyagok és modszerek

A vizsgalt populacid: A kutatdsban hasznalt magyar és a roma populacié az Orvosi Genetikai

Intézet Biobankjanak részét képezi, amely része a Magyar Nemzeti Biobank Halozatnak

(www.biobanks.hu), valamint az Europai Biobank és Biomolekularis Forrasok Kutatasi

Infrastruktirajanak  (European Biobanking and Biomolecular Resources Research

Infrastructure, BBMRI) (http://bbmri.eu/bbmri/). A mintanagysag meghatarozasa az SNP
prevalencia el6zetes elemzésén alapult. A kutatas soran 6sszesen 363 roma és 404 magyar

mintat vizsgaltunk.

Genetikai megkozelitések: A DNS-extrakcidohoz a vért 10 ml EDTA-t tartalmazd csovekbe

periferialis vénabol vettiik, a DNS-t pedig rutin laboratériumi moédszerekkel vontuk ki
fehérvérsejtekbdl. A DNS-amplifikaciot standard PCR modszerekkel végeztiik, majd RFLP

.....

Biokémiai anyagok és mddszerek:
WRL-68 (HelLa szarmazék), H9c2 (patkanysziv myoblast) és U-251 MG (human malignus
glioblastoma) sejteket hasznaltunk a vizsgalathoz. A felhasznalt Wistar patkanyokat

felaldoztuk, majukat eltavolitottuk, ¢és a mdajhomogenizatumokbol differencialis
centrifugalassal mitokondriumokat izolaltunk, a standard protokollban leirtaknak megfeleléen.
Az izolalt patkanymaj-mitokondriumokban a membranpotencialt (AW) R123 fluoreszcenciaval
hataroztunk meg a mitokondriumokbol vald felszabaditaskor torténé méréssel. A
szétkapcsolast 50 uM 2.,4-dinitro-fenol alkalmazasaval indukaltuk. Valtoztatasokat a AW-ben
BGP-15 hozzaadasaval indukaltunk. A szétkapcsolast 50 uM  2,4-dinitrophenol
felhasznalasaval indukaltuk. A megtisztitott feliiliszo egy részét liofilizaltuk és 0,1% -0s vizes
hangyasavoldatban (0.1%) felvettiik. A mintak egy részét a HPLC-MS rendszerbe injekcioztuk.
A folyadékkromatografias elvalasztast Kinetex alkalmazasaval végeztiik. Az adatelemzést a
Thermo Xcalibur software segitségével végeztiik. Az ion-intenzitasokat egy BGP-15
kalibracios gorbéhez igazitva hataroztuk meg.

AY AY

A WRL-68 sejtek életképességét a kiilonbozo kezelések utan szulfo-rodamin B (SRB) proba
segitségével teszteltik. A fényelnyeléseket, és fluorescencia értékeket a GloMax Multi
Detection System (Promega, USA) segitségével hataroztuk meg. A96 lyuku plate-eken a
fényelnyelés értékeket korrigaltuk az tires lyukak értékeivel. Az intracellularis ROS-t



(peroxinitrit, OH és vas + hidrogén-peroxid (H202)) két kiilonbozé kozelitéssel hataroztuk meg,
mint pl. fluoreszcens mikroszkopiaval és ROS indukalta fluoreszcencia intenzitas plate-reader
segitségével torténd kvantitativ meghatarozasaval. A ROS komponensesek mitokondrialis
termelését a DHR123 (1 uM) Rodaminl23-ma (R123) torténé oxidacidjaval végeztik, és
fluoreszcens spektrométerrel mértiikk. A BGP-15 antioxidans kapacitasait a DHR123-nak R123-
ma torténd kémiai oxidéaciojaval hatdroztuk meg. Az mERFP-expresszalo plazmidot a citokrom
¢ oxidaz célzott mitokondrialis szignal szekvenciajanak (COX8A) gén segitségével iranyitottuk
a mitokondriumba. Az amplifikalt szekvenciat azutan pDsRed-Monomer-N1 emlés expresszid
plazmidba tettiik a Xhol és Hindlll restrikcios helyek kozott, a sejtek transzfektalasa utan a
voros fluoreszcencia jelezte a mitokondriumokat. AW-t a AY specifikus fluoreszcens proba
segitségével mértiik. Spot RT3 kameraval felszerelt Nikon Eclipse Ti-U fluoreszcens
mikroszkopot 40X epifluoreszcens illuminacios objektivvel szereltiink fel. A festék aspecifikus
adszorpcidjanak vizsgalataira TMRM probat alkalmaztunk, a fluoreszcenciajelet Gjra mértiik,
miutan hozzaadtunk karbonil-cianid-4- (trifluor-metoxi) -fenilhidrazon (FCCP) szétkapcsold
agenst. A AY értékét meghatarozasara TMRM festéket hasznaltunk, és a fluoreszcencenciajel
FCCP- kezelés el6tti és utani kiilonbsége alapjan végeztiik.

A sejthalal detektalasa annexin V-FITC/PI kett6s festési folyamat utan a GloMax Multi
Detection rendszerrel tortént. Utana zold fluoreszcencias jelet (annexin V-FITC) mértiink a
GloMax Multi Detection rendszerrel (a gerjesztési hullamhossz 490 nm, az emisszios
hullamhossz 518 nm volt). A voros fluoreszcencia jelet (PI) 525 nm-nél idéztiik el6, és az

eloidézett kibocsatast 617 nm-en mértik.

Statisztikai elemzés: A statisztikai elemzést SPSS 18.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) program
segitségével végeztiik. Valamennyi bemutatott klinikai adat atlagot + SEM értékeket jelent. Az
adatok statisztikai elemzése céljabol a PASW statisztika 20 software csomagot (SPSS Inc.,

Chicago IL) hasznaltunk.

Eredmények
GCKR, MLXIPL, ANGPTL3, CILP2, GALNT2, TRIB1 and APOA5: A polimorfizmusok

Osszes allél-eloszlasa és allélfrekvencidja mind a roma, mind a magyar egyénekben Hardy—
Weinberg equilibriumban voltak. A romak és magyarok 6sszehasonlitasakor mindkét MLXIPL
varians esetén, valaminta GALNT?2 rs4846914 és az ANGPTL3 rs1213033 polimorfizmusokat
tekintve szignifikans eltéréseket talaltunk az allélfrekvenciak szintjén. Az MLXIPL
rs17145738 és rs3812316 variansaiban a C allélok gyakrabban jelentek meg a roma
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populacidéban, mint a magyarban. Az ANGPTL3 gén rs1213033 és a GALNT2 gén rs4846914
variansai alacsonyabb allélfrekvenciakat mutattak a roma populacioban, mint a magyaroknal.
Nem tudtunk 6sszefiiggést kimutatni a szérum triglicerid szintek és a hordozé minor allélek és
nem-hordozok kozott sem a roma, sem a magyar mintakban. Az APOAS gén rs662799
polimorfizmusnal azt talaltuk, hogy a G allél frekvenciaja kozel haromszor olyan magas volt a
roma populacioban, mint a magyar mintaban (p=0.0001) és kozel kétszer magasabb, mint az
eurdpai populacioban (1000 Genomes; p=0.006.) Az rs207560 eredményei azt mutatjak, hogy
a T allél gyakorisaga a roma mintaban majdnem kétszer olyan magas volt, mint a magyar
populacioban (p=0.018). Az rs3135506 adatai azt mutatjak, hogy a G allél gyakorisaga a roma
mintdban tobb mint kétszer olyan magas volt, mint a magyar populacioban (p=0.001);
mindazonaltal, nincs szignifikans eltérés az eurdpai populaciotol (1000 Genomes; p=0.066).
Az rs2266788 varianst is elemeztiik, ahol nem taldltunk kiilonbséget a magyar és az eurdpai
populacioé G allél gyakorisagai kozott (1000 genom, HapMap), a roma alanyokhoz viszonyitva
(p=0.473; 0.062; 0.375).

Mindkét populacioban a plazma trigliceridszintek szignifikdnsan emelkedettebbek voltak
a kockazati allélek hordozoiban mindegyik SNP esetében, amikor dsszehasonlitottuk azokat a
nem-hordozokkal. Mindkét tanulmanyozott csoportban szignifikansan magasabb TG szinteket
talaltunk az rs207560, rs3135506 és r1s2266788 variansok heterozigota hordozodiban,
Osszehasonlitva a nem-hordozokkal. A roma alanyokban az rs662799 varians homozigdta
hordoz6i esetében magasabbak a TG-szintek, mint a nem-hordozok esetében. Magyaroknal
nem talaltunk kiilonbséget a TG szintek tekintetében a homo- vagy heterozigota hordozok és
nem-hordozok kozott. A koleszterol szintek Gsszehasonlitasa nem mutatott kiilonbséget.

Mindkét vizsgalt csoportban elemeztilk a négy APOAS varians kozotti kapcsolatokat.
Erds korrelaciot talaltunk az rs662799, rs207560 és rs2266788 variansok kozott.
Mindazonaltal, az rs3135506 varians nem mutatott szignifikans korrelaciot mas APOAS
varianssal se a roma, se a magyar mintaban. Szignifikans korrelaciot talaltunk az APOAS
valamennyi variansa és a TG kozott. Egyik populacioban sem figyeltiink meg szignifikans
korrelaciot az allél variansok és a koleszterol szintek kozott. A magyar populacioban a
kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansag vizsgalat mérsékelt asszociaciot mutatott az rs2266788 és
az rs3135506 variansok kozott, illetve az rs207560 és az rs3135506 kozott. A roma
populacidban erbs korrelaciot talaltunk az rs207560 és az rs3135506 variansok kozott. Hét
haplotipust azonositottunk mindegyik populdcioban. Ezek koziil hat haplotipus —az APOA5*1,
az APOA5*2, az APOA5*3, az APOAS*4, az APOAS*5 ¢és a ht7 — jelent meg a leggyakrabban

mindkét populacidban. Szignifikans kiilonbségeket talaltunk a roma és a magyar populacio
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kozott az APOAS*2, APOA5*4, APOAS*5 és ht7 haplotipusok jelenlétében. Azonban nem
azonositottunk eltéréseket a két populacidé kozott az APOAS*1 és APOAS*3 haplotipusok
jelenlétében. A romakban nem észleltiink ht5 haplotipust, a magyar populacioban pedig ht4
haplotipust.

BGP15: Azt tapasztaltuk, hogy a BGP-15 delokalizalt pozitiv toltéssel rendelkezik, ezért
alkalmas a membran potencial-fiiggd felvételének meghatarozasara. A BGP-15 felvételét
mértilk az energetizalt és szétkapcsolt mitokondriumokban. Az tledék extramitokondrialis
térfogatot gliikkoz-6-foszfat felhasznalasaval hataroztuk meg, amely anyag nem képes athatolni
a mitokondrialis bels6 membrant. Amikor 50 pM BGP-15 jelenlétében 10 percen at inkubaltuk
a mitokondriumokat, az energetizalt mitokondriumok a gyogyszernek tobb mint 85 szazalékat
felvették, ami azt sugallja, hogy a BGP-15 nagy része membranpotencial-fiiggé modon keriilt
felvételre. Dinitrofenollal torténd teljes szétkapcsolas szignifikansan csokkentette a BGP-15
felvételt. Azonban azt tapasztaltuk, hogy még a szétkapcsolt mitokondriumok is tobb BGP-15-
Ot kotottek meg, mint az a mennyiség, amely megfelelne az iiledék extramitokondrialis
térfogatnak, jelezve, hogy a BGP-15 interakcioba Iépett a mitokondrialis fehérjékkel és/vagy a
lipidekkel. Ezt az eredményt fiziologiai feltételekre extrapolalva, valdszintisithet, hogy a
BGP-15 t6bb, mint 90%-a a mitokondriumban halmozddott fel, ami felveti annak lehetdségét,
hogy a BGP-15 mitokondrialis mechanizmusok révén védi a sejteket.

Mivel a mitokondriumok enyhe szétkapcsolasa kedvezo lehet az inzulin rezisztenciaban,
izolalt patkdnymadj mitokondriumban vizsgaltuk a BGP-15 hatasat a AY-re, egy A¥-szenzitiv
festék (R123) felhasznalasaval. Amikor csupan BGP-15-6t hasznaltunk, a kezelés eredménye
koncentracio-fliggd csokkenés volt a AW-ben millimolaris koncentraciokban. A BGP-15
szubmillimolaris koncentracidinak a hatdsa a A¥-re a kimutatasi hatar alatt volt, ami azt
jelentheti, hogy a kutatas soran alkalmazott 50 uM-os koncentracional a gyogyszer alig
okozhatott mitokondrialis depolarizaciot.

Sejtkultara feltételek kozott JC-1, sejt-permedbilis  fluoreszcens mitokondrialis
membranpotencial-fiiggd festék alkalmazasaval elemeztiik a BGP-15 hatasat A¥-re. A JC-1
vords fluoreszcencidt bocsat ki magasan energetizalt mitokondriumban, mig a depolarizalt
mitkondriumok zold fluoreszcenciat bocsatanak ki (monomer festék). WRL-68 sejteket
kezeltiink JC-1 festékkel, ami utan fluoreszcens mikroszkopiat végeztiink. A kontroll és BGP-
15-tel kezelt sejtekben a fluoreszcens mikroszkopia erds voros fluoreszcenciat és gyenge zold
fluoreszcenciat mutatott, ami a mitokondriumokban magas AW-re utal. H20O, hozzaadasa a

sejtekhez eldsegiti a mitokondriumok depolarizacidjat, aminek eredménye a gyengébb vords
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fluoreszcencia és az erésebb zold fluoreszcencia. Amikor a BGP-15 mellett H.O»-t adtunk a
sejtekhez, a mitokondriumok depolarizacidja gyengébb lett.

Korabbi kutatdsok szerint a mitokondridlis membran rendszerek destabilizacidja
hozzajarul a mitokondridlis ROS termeléshez, és a BGP-15 oxidativ stressz alatt védi a
mitokondrialis membran rendszereket, ezért feltételeztiik, hogy a mitokondrialis ROS termelést
is befolyasolja. E lehetéség kutatasara a WRL-68 sejteket mERFP-vel transzfektaltuk, és a
nem-fluoreszcens DHR 123 oxidaciojanak eredményeképpen a zolden fluoreszkaldé R123-at
fluoreszcens mikroszkdppal mértiik. A BGP-15 hozzaadasa csokkentette a HoO2 indukalta zold
fluoreszcenciat.

Mikroszkopia helyett 1-50 pM koncentracié mellett, sejtkultura feltételek mellett a
kvantitativ, plate-reader modszerrel elemeztik a BGP-15 hatasat a ROS-indukalta ROS-
termelésre. WRL-68 sejtekben a BGP-15-nek koncentracio-fiiggd gatld hatasa volt az ROS-
indukalta ROS-termelésre, ami még az 1 pM-0S koncentracional is szignifikans volt. Annak
bizonyitasara, hogy ezek a megfigyelések alkalmazhatoak mas sejtvonalakra is, ugyanezt a
rendszert hasznalva elemeztiik a BGP-15 hatasat H.Oz-indukalta ROS termelésre H9c2
kardiomiocitakban. A BGP-15 koncentraciofiiggé modon  csokkentette a  H9c2
kardiomiocitakban a ROS-indukalta ROS termelést.

Meg akartuk vizsgalni, hogy a BGP-15 tudja-e csokkenteni a mitokondrialis szuperoxid
termelését. WRL-68 és H9¢2 sejtekben DHR123 helyett MitoSOX mitokondriumba iranyitott
redox fluoreszcens festéket hasznalva hataroztuk meg a H202-indukalta szuperoxid termelést.
Az eredmények lényegében Osszehasonlithatoak voltak azokkal, amelyeket a DHR123-mal
végzett kutatasok soran nyertiink. Ezeket a kisérleteket megismételtilk mitokondriumba
iranyitott MitoTEMPO antioxidans jelenlétében. A MitoTEMPO valamennyi csoportban
csokkentette a H2Oo-indukalta ROS termelést, jelezve a BGP-érzékeny ROS-termelés
mitokondrialis lokalizacidjat. Ezek az adatok bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a BGP-15
csokkentette a mitokondrialis szuperoxid termelést mind a WRL-68 sejtekben, mind a H9c2
kardiomiocitakban.

Hogy egyértelmli bizonyitékot szolgaltassunk a BGP-15- nek a ROS-indukalta ROS
termelésére gyakorolt gatldo hatasatol fiiggd mitokondrialis mechanizmusokra, Percoll
gradiensen tisztitott mitokondriumokat hasznaltunk. Meghataroztuk a BGP-15 hatasat a
DHR123 oxidaciojara glutamat és malat mint subsztratok jelenlétében, antimycin A
hozzaadasaval, amely egy komplex Il inhibitor. Ezek az adatok mutatjak a komplex I és a
komplex III kozotti szabadgyok képzést a 1égzési lanchan. Azt talaltuk, hogy a BGP-15

hozzaadasa 10 - 50 pM koncentracié mellett ~50%-0S gatld hatast gyakorolt a mitokondrialis
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ROS termelésre. Ezek az eredmények azt sejtetik, hogy a BGP-15 hataspontja a 1égzési lanc
komplex I és a komplex III kdzott van.

Bizonyitottuk azt is, hogy a BGP-15 csokkenti a mitokondrialis ROS termelést szukcinat
mint szubsztrat és CN mint citokrom-oxidaz inhibitor jelenlétében, bar joval kisebb mértékben.
Ez azt sejteti, hogy a BGP-15 a ROS-termelést tobbnyire a komplex I-en és a komplex il
citokrom b részén keresztiil befolyasolta. Ezek az adatok mutatjak, hogy a BGP-nek sajatos
gatlo hatdsa van a mitokondrialis ROS-termelésre a 1égzési lanc komplex I és a komplex III
citokrom b régiojanal, ami nem egy direkt antioxidans hatas.

Mivel a BGP-15 védelmet nyjt a ROS-termelés csokkentése mellett a HoO2-indukalta
mitokondrialis karosodas ellen, elemeztiik hatasait a H2O»-indukalta sejthalalra. Azt talaltuk,
hogy a korabban emlitett védo hatdsaival 6sszhangban, a BGP-15 koncentracié-fiiggd modon
novelte a sejttalélést. A BGP-15 citoprotektiv hatdsanak hatterében 4ll6 mechanizmusok
tovabbi vizsgalata érdekében az apoptozis és a nekrozis aranyat annexin V-konjugalt
fluoreszcein-izotiocianat és PI (propidium- jodid) festés segitségével hataroztuk meg.
Megallapitottuk, hogy ilyen feltételek mellett a H2O2-indukalta sejthalal elsdsorban nekrotikus
jellegii volt, és a sejteknek csupan mintegy 10%-a halt el apoptozis kovetkeztében. A BGP-15
szignifikansan csokkentette mind az apoptotikus, mind a nekrotikus sejthalalt, ami valosziniileg
a mitokondrialis védelem eredménye volt.

A mitokondriumok fontos szerepet jatszanak az LPS indukalta jelatviteli folyamatokban.
Elemeztik a BGP-15 hat4sat az LPS-indukalta mitokondrialis depolarizdciéra az U-251
malignus glioma (MG) sejtvonalban. A mitokondrialis depolarizaciot eredményeink szerint 1
ug/mL LPS 1 6ran at torténd hozzaadasaval indukaltuk, és JC-1 festéssel és fluoreszcens
mikroszkopiaval hataroztuk meg. Csupan BGP-15 hozzdadasa nem befolyasolta a AW-t, de
szignifikdnsan gyengitette az LPS-indukalta mitokondrialis depolarizaciot az U-251 MG
human malignus glioblastoma sejtekben. Azonos eredményeket kaptunk, amikor a AW-t
TMRM alkalmazasaval, egy masik membranpotencial-érzékeny fluoreszcens festék ¢és
kvantitativ, plate reader-alapa modszerrel értékeltiik. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a BGP-
15 egy Ujszerli mitokondridlis mechanizmus révén szerepet jatszhat a gyulladasos
folyamatokban.

A mitokondrialis depolarizaci6 és az ROS-termelés kozotti kapcsolat miatt megmértiik
az U-251 MG sejtekben az LPS-indukalta ROS-termelést. Nagyon alacsony fluoreszcencia
intenzitasokat detektaltunk a kezeletlen és a BGP-15-tel kezelt sejtekben, de az LPS hozzaadasa
jelentés mértékben indukalta az ROS-termelést. A BGP-15 csokkentette az LPS-indukalta

ROS-termelést majdnem a kontroll szintre. Hasonldéan a H20O»-indukalta ROS-termeléshez meg
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akartuk hatarozni az LPS-indukalta ROS sejten beliili lokalizacidjat. Ezért megismételtiik az
el6z0 kisérletet gy, hogy MitoSOX-ot hasznaltunk DHR123 helyett és a mikroszkop helyett
plate reader-t. Az eredmények Osszehasonlithatoak voltak azokkal, amelyeket DHR123-mal
nyertiink. Megismételtiik a kisérletet MitoTEMPO jelenlétében. A MitoTEMPO megsziintette
az LPS-indukalta ROS-termelést, jelezve a BGP-szenzitiv ROS-termelés mitokondrialis
lokalizacigjat. Ezek az adatok bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a BGP-15 csokkentette az

LPS-indukalta mitokondrialis szuperoxid termelést.

Diszkusszio
GCKR, MLXIPL, ANGPTL3, CILP2, GALNT2, TRIB1 and APOAS5:

A szérum TG és teljes koleszterin lehetséges szerepét szamos betegség kialakuldsaban,
beleértve a kardio- és cerebrovaszkularis betegségeket, a metabolikus szindromakat és a
diabetes mellitust, mélyrehatdan kutatjak vilagszerte. Azt elmult évtizedben tanulmanyok sora
mutatta be a triglicerid szintekre hatdé genetikai polimorfizmusokat, mint pl. GCKR, és
intenzivebben tanulmanyoztak az APOA5 variansokat. GWAS tanulmanyokban
hipertrigliceridémaval kapcsolatosan vizsgaltdk a GCKR gén funkciondlis varidnsainak
lehetséges hatasait is.

Az rs780094 ¢és rs1260326 variansokat tanulmanyozzék a legelterjedtebben, utobbi
indirekt modon befolyasolja a triglicerid szinteket, szerepet jatszik éhgyomri vércukorszint
zavarban és a II. tipust diabetes mellitus lehetséges kockazati tényezdje. Kapcsolatot figyeltek
meg a majzsirok felhalmozodaséaval, valamint a magas VLDL és triglicerid szintekkel.

Szamos tanulmany allapitotta meg, hogy az ANGPTL3-nak hatdsa van a lipid
metabolizmusra, a protein kozvetetten gatolja a lipoprotein és mas endotelialis lipazok
aktivitasat. Az ANGPTL3 gén funkcidvesztéses mutacioi teljes ANGPTL3 hidnyt okoznak, ami
magas asszociacios ratat mutat a recessziv hipolipidémiaval.

GWAS tanulmanyok igazoltak, hogy a plazma TG-szintek valtozasai és az MLXIPL
lokusz ko6zott korrelaciok vannak. Az MLXIPL lokuszban megfigyelték az rs17145738 és
rs3812316 variansok major alléljai TG-szint emelkedésének hatasat is.

Az utobbi idok GWAS vizsgalataiban azt talaltak, hogy a GALNT2 gén rs4846914
intronikus variansanak minor G-allélje asszocial a plazma emelkedett TG koncentracidival.
Igazoltak az MLXIPL rs17145738 és GCKR rs780094 variansok esetén az emelkedett TG

szintek €és genotipusok kozotti asszocidciot, de GALNT2 rs4846914 vonatkozasaban nem.

12



Kapcsolatot talaltak a diszlipidémia és az rs16996148 (kozeli CILP2), rs17321515 (kozeli
TRIB1), rs12130333 (kdzeli ANGPTL3) variansok kozott. Ezek a lokuszok korrelaltak a sziv-
és érrendszeri betegségek megjelenésével is.

A CILP2 gén-fehérje kapcsolat a lipid metabolizmussal még nem kellden ismert. De
egyik GWAS tanulmanyban az rs16996148 varians TG-szint csokkentd szerepét kaukazusi
egyének elemzésével megerdsitették.

A human TRIB1 elGsegiti a proteoszomfiiggd fehérjelebontast. Egy azsiai malaj
populacioban a TRIB1 lokusz (rs17321515-tel) szomszédos varians szignifikans korrelaciot
mutatott a megemelkedett 6sszkoleszterollal és LDL-koleszterollal, mely magasabb kockazatot
jelent koszortér betegségre és CVD-re.

A mi jelen kutatdsi eredményeink aldtdmasztjdk a kordbbi eredményeket: a roma és
magyar egyének Osszehasonlitasakor az allél gyakorisdgok szignifikdns eltérést mutattak
mindkét MLXIPL variansban, a GALNT2 rs4846914 ¢és ANGPTL3 rs1213033
polimorfizmusokban. A roma és magyar populaciot vizsgalva, nem tudtunk szignifikéns
kapcsolatot igazolni a triglicerid szintek és minor allél hordozok kozott, a nem-hordozokkal
Osszehasonlitasban.

Megvizsgaltuk a fobb APOAS polimorfizmusok hatdsat a lipidekre, kiilondsképpen a TG-
szintekre. E vizsgalat eredménye azt mutatta, hogy az rs2266788; rs3135506; rs207560
varidnsok heterozigdta hordozdinak magasabb volt a TG szintje, mint a nem-hordozokéi. Az
1s662799 varians homozigdta hordozdinak a roma alanyokban magasabb a TG szintje, mint a
nem-hordozokéi. A homozigdta és heterozigbta mintdk kombinalasaval szignifikdnsan
emelkedett plazma TG-szinteket talaltunk mind a magyar, mind a roma populacidoban az
APOAS varians kockazati allélok hordozoiban, amikor Osszehasonlitottuk azokat a nem-
hordozokkal. Mind a négy APOAS varians korrelaciot mutatott a TG-szintekkel olyan
kiigazitasi tényezOkkel vagy anélkiil, mint kor és koleszterol szint.

Hajlamositd genetikai variansok korabbi kutatasai feltartak, hogy a romdk genetikailag
egyedi populacio, és a genetikai alkatuk eltérhet mas populaciokétol. Az rs662799-re
szignifikansan eltérd kockazati allél gyakorisdgokat észleltiink a roma és mas tanulméanyozott
populaciok kozott. Azt talaltuk, hogy az rs662799; rs3135506 és rs207560 varidnsok esetében
a kockazatos allél gyakorisagok szignifikdnsan magasabbak voltak a roma, mint a magyar
populécioban.

A leggyakoribb APOAS5 variansok, mint pl. az rs662799, rs207560, rs2266788 és
rs3135506 erds kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansdgban vannak és két jelentds haplotipus
valtozatot (APOA5*2 and *3) hoznak létre. Ez a két haplotipus a vad tipust haplotipussal
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(APOA5*1-3) egyiitt az atlagpopulaci6 mintegy 98%-at alkotja. Ot f6 haplotipust
azonositottunk eddig (APOA5*1-5). Tovabbi lehetséges haplotipusok is ismertek (ht4, 5, 7), de
ezek a populacionak csak kis részét teszik ki. Eltér6é kapcsoltsagot talaltunk az rs207560 és
rs3135506 kozott a roma és magyar populacioban. A roméakban a kapcsoltsag a variansok kézott
erds volt, mig a magyarokban mérsékelt, lehetséges, hogy a két populacioé hatarozottan eltérd
eredete miatt.

Ot haplotipus (APOA5*1, APOA5*2, APOA5*3, APOA5*4 and APOA5*5) a gén
legmélyrehatobban tanulmanyozott haplotipusai. A roma €s magyar populacidban feltart
el6fordulasok 6sszehasonlitasa azt mutatta, hogy az APOA5*2, APOA5*4 ¢s ht7 haplotipusok
szignifikansan dominansak voltak a roma populaciéban, mig az APOAS5*5 haplotipus
gyakoribb volt a magyar populdcidban. Eredményeink azt sugalljak, hogy a roma populécio
esetében magasabb a kockazata hypertrigliceridemianak és az érrendszeri eseményeknek az
APOAJ5 hajlamosito allélok megemelkedett el6fordulasa miatt. Az APOA5*5-tel kapcsolatos
kutatasaink eredményei kozvetve alatamasztjak azt, hogy az APOAS5 varians szerepet jatszik a

romak CVD érzékenységében.

BGP15:

Mint korabban emlitettem, a BGP-15-nek bizonyitott a védohatdsa szamos betegségi
modellben, beleértve az inzulinrezisztencia mellett az iszkémias szivbetegséget, a Duchenne
izomsorvadast, a neuropathiat, a ciszplatinnal kivaltott vesebetegséget, a glivec-indukalta
szivbetegséget és a paracetamol-okozta majbetegséget. Az oxidativ stressz és gyulladasos
folyamatok kulcsszerepet jatszanak a betegség eldrehaladasdban és szamos esetben a
mitokondrialis karosodas jelentds. Ezért sejtkultira modellekben tanulmanyoztuk a BGP-15
hatasat ROS- vagy gyulladasos reakcio altal kivaltott mitokondrialis karosodasra, a BGP-15-
nek a mitokondrialis membran stabilitasara és a ROS-termelésre gyakorolt hatasara fokuszalva,
amelyek kritikusak a mitokondrialisan indukalt jelatvitel, energia-metabolizmus és
mitokondrialis sejthalalozasi Gitvonalak szemszogébdol.

Mostanaban igazoltdk, hogy az enyhe mitokondrialis szétkapcsolasnak véddhatdsa lehet
szamos betegségmodellben, beleértve az inzulinrezisztenciat, hypertrigliceridémiat ¢és
majelzsirosodast, és hogy szabalyozo szerepe lehet az endokrin interakciokban a fibroblaszt
novekedési faktor 21 indukcidja révén és a ndvekedési hormon-/ inzulinszerti novekedési faktor
| tengelyben. Mindazonaltal lattuk, hogy a BGP-15 millimolaris koncentraciéban csak enyhe
szétkapcsolasi hatast gyakorolt. Mivel korabban 50 uM —ban alkalmaztunk BGP-15-6t,

valoszinlitlen, hogy szétkapcsolasi hatdsa szignifikdns szerepet jatszott volna
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mitokondriumokra gyakorolt és citoprotektiv hatasaiban. Mint eredményeink mutattak, a BGP-
15 50 pM-os koncentraciondl nem a mitokondrium szétkapcsolasan keresztiil fejti ki
mitokondrium-véd6 és citoprotektiv hatasait, hanem a ROS-indukalta mitokondrialis
depolarizacio €s a szuperoxid termelés csokkentésén keresztiil védi a respiracids lancot és a
mitokondrialis membran integritast, amely gatolja az apoptozist. Mindezek a folyamatok
zavarjak a cellularis energia metabolizmusat és proapoptotikus jelatvitel felé vezetnek, esetleg
sejthalélt eredményezve. Ezért a BGP-15 membréanpotencial stabilizalo hatdsa a fent emlitett
betegségekben valdsziniileg hozzéjarult védohatasadhoz.

A BGP-15 kritikusnak bizonyult az ROS- ¢és LPS-indukélta ROS-termelés
csokkentésében, ami szignifikdns szerepet jatszhat szdmos betegség progresszidjanak a
megakadalyozasaban. Sajnos hagyomanyos, mitokondriumba iranyitott festékekkel nehéz a
ROS-termelés helyét lokalizalni, mivel a festék oxidacioja extramitokondrialis vagy
mitokondrialis ROS segitségével azonos, a mitokondriumokban lokalizalt fluoreszcenciat
eredményez. Ezért MitoSOX-ot alkalmaztunk. Ilyen feltételek kozott a keletkezd
fluoreszcencia feltehetdéen a mitokondrialisan termelt szuperoxid altali festékoxidacio
eredménye. Tovabbd, elnyomtuk a mitokondridlis ROS-t a mitokondriumba irdnyitott
antioxidans MitoTEMPO-val. Valamennyi kutatasi eredmény megerdsitette, hogy a BGP-15
csokkentette a mitokondrialis ROS termelését. Ez a hatas nem lehetett a molekula antioxidans
tulajdonsagéanak a kovetkezménye, mint azt az altalunk kiilonb6zd, sejtmentes ROS-generalo
rendszereken végzett kisérletek feltartak. Hissziik, hogy a BGP-15 legfontosabb céljpontjat a
komplex I-Ill-ra lokalizaltuk, amelyek kritikusak a respiracios lancok altali ROS-termelés
szemsz0gébol. Kiilonbozo feltételek kozott jelentés mennyiségii ROS-t termelhet a hipoxia, a
mitokondrialis hiperpolarizéacio, a respiracios komplexumok gatlasa. A BGP-15 szignifikans
ROS-csokkentd hatdsa jelentds lehet ROS-fliggd folyamatok szabalyozasiban, beleértve a
sejthalalt, MAPK és PARP utvonalakat és transzkripcios faktorok aktivitasat. A BGP-15
nagymértéki dusulasa a mitokondriumokban — kombinalva a komplex I-ben a BGP-15 miatt
jelentésen csokkent mitokondridlis ROS termeléssel — azt sejteti, hogy a BGP-15-nek
kiilonboz6 betegségmodellekben megfigyelt védohatasat valoszinlileg a fent emlitett
mitokondrialis mechanizmusok kozvetitik. Eredményeink szerint a BGP-15 hatasa a jelatviteli
utvonalakra, mint pl. a BGP-15-indukalta JNK- és p38 MAPK-csokkenés vagy a BGP-15-
indukalta Akt-aktivalas, kapcsolatos lehet a csokkent ROS termeléssel. Az LPS komplex
stressz-utvonalakat indukal, beleértve NADPH-oxidazok altali ROS-termelést, a

citoplazmatikus szabad kalciumszint novekedést és a mitokondriumok karosodasat.
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Feltételeztiik, hogy az oxidativ stresszhelyzethez hasonloan, a BGP-15 védelmet nyt;jt az
LPS-indukalta mitokondrialis karosodas ellen, és azt talaltuk, hogy a BGP-15 megakadalyozta
az LPS-indukalta mitokondrialis depolarizaciot és ROS-termelést, mutatva, hogy a BGP-15
meg tudja védeni a mitokondriumokat a komplex gyulladdsos karosodas és a ROS-indukalta
karosodas ellen. Ezek az eredmények a BGP-15 mint kisérleti gydgyszer potencialjat sugalljak,
nemcsak ROS-sal kapcsolatos betegségekben, hanem gyulladasos betegségekben is.

A Kkritikus mechanizmus, amely a BGP-15-nek a mitokondriumokra gyakorolt protektiv
hatasanak a hatterében all, a redukalt ROS-termelésnek tudhatd be, elsGsorban az elso és
harmadik respiraciés komplexeknél. Ezzel a mechanizmussal a BGP-15 szabalyozhat szamos
utvonalat, amelyek fontos szerepet jatszanak a ROS-fiiggd és gyulladasos megbetegedések

progresszidjaban.
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Az eredmények osszefoglalasa

1. Az MLXIPL mindkét variansa, a GALNT2 rs4846914 ¢s az ANGPTL3 rs1213033
polimorfizmusok esetén szignifikans eltéréseket figyeltiink meg a roma és magyar egyének
Osszehasonlitasakor. Ugyanakkor nem volt kapcsolat a trigliceridek szintjei és a minor

allélhordozok kozott a roma és magyar lakossagi mintdkban.

2. A GCKR, CILP2, GALNT2 és TRIB1 lokuszok nem mutattak Osszefiiggést novekedett

trigliceridszinttel egyik vizsgalt populacioban sem.

3. Mindkét populacioban az APOA5 rs662799, rs2266788, rs207560 és rs3135506-ban
emelkedett plazma trigliceridszinteket talaltunk a kockazati allél hordozokban, sszehasonlitva
a nem-hordozokkal. Legkevesebb kétszeres novekedés mutatkozott a  minor

allélfrekvencidikban s romaknal a magyarokhoz képest, kivéve az rs2266788 varianst.

4. A haplotipus-elemzés szignifikans APOAS*2, APOAS5*4 novekedést mutatott a romaknal,
ellentétben a magyarok magasabb APOAS* 5 szintjeivel.

5. Kiilonbozd kapcesoltsagi kiegyensulyozatlansagot tapasztaltunk az rs207560 és rs3135506

variansok kozott a romékban a magyarokhoz viszonyitva.

6. A BGP-15 felhalmozodik a mitokondriumokban és csokkenti a ROS-indukalt mitokondrialis
ROS-termelést.

7. A BGP-15 védohatast fejt ki a ROS altal kivaltott mitokondridlis depolarizacio ellen, és segit

megdrizni a mitokondrium integritast.

8. A BGP-15 enyhiti a mitokondridlis membranpotencial bakterialis lipopoliszacharid (LPS)

altal indukalt 6sszeomlasat és a ROS-termelést LPS-érzékeny sejtekben.

9. A BGP-15-nek nem volt kémiai antioxidans hatasa, de csokkenti a ROS termelést sejteken,
elsésorban a komplex I-ben. Ezért uj mitokondrialis gyogyszerjelolt hasznos lehet a ROS-sal

kapcsolatos és gyulladasos betegségek progressziojanak megel6zésére.
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