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Az isémids szivbetegségek gyakorisdgdnak novekedése a legtobb fejlett ipari
orszag egészségligyi vezetését arra 0sztonOzte, hogy nagy tomegl népesség
vizsgdlata alapjdn Osszefiiggést keressen a téapldlkozasi szokdsok és a
vérlipidértékek, valamint az isémids szivbetegség gyakorisdga kozott. Tobb
nemzeti és nemzetkozi vizsgélat alapjan dltaldnosan elfogadottak az aldbbi tények

[1].

1. A lakossdg szérum-koleszterinszintje és az is€mids szivbetegség gyakorisaga
kozott szignifikdns pozitiv korrelacio figyelhetd meg, azaz, minél nagyobb
adott populdcié koleszterinszintje, anndl nagyobb az isémids szivbetegség
el6forduldasanak gyakorisdga.

2. A szérum koleszterinszintje egyenesen ardnyos a taplalék zsirtartalmédnak
telitett zsirsav mennyiségével.

3. A telitett zsirsav-tartalom emelkedése noveli az isémids szivbetegség
el6forduldsanak és a haldlozas gyakorisagat.

4. A haldlozds gyakorisaga Osszefiigg a napi koleszterin-bevitellel, minél
nagyobb a koleszterin felvétele, anndl nagyobb az isémids szivbetegség-
haldlozas.

Fentiek alapjan nyilvanvalonak latszik, hogy a vér koleszterinszintje
egyenesen ardnyos €s linedris Osszefiiggésben van a tapldlék telitett zsirsav-
tartalmaval, koleszterintartalmdval, Aattételesen az Osszenergia bevitellel, a
zsirtartalommal stb.

A legujabb kutatasok szerint az oxiddlt LDL (low density lipoprotein - kis
slrliségi lipoprotein, a tovdbbiakban: LDL) kulcsszerepet jatszik az
arterosclerosis (érelmeszesedés) kialakulasaban (kozvetve pedig az isémids
szivbetegség 1étrejottében), mivel szdmos ma elfogadott elméletbe beilleszthetd,
fontos lancszemet képez. Eszerint az arterosclerosis folyamata ugy zajlik, hogy
elsd 1épésként oxidalt LDL keletkezik a plazmdban spontdn mddon [2,3], amely
az érfalba juthat, s ez odavonzza a macrophagokat (nagy faldsejtek) ¢és
migratiogatlé hatdsdval kivandorlasukat is megakaddlyozza. A macrophagok csak
Un. scavenger - (utcaseprd) receptoruk segitségével képesek fagocitalni az oxidalt
LDL-t, amelynek kovetkezménye az oxiddlt LDL intracelluldris felszaporodasa
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(foam cells = habos sejtek kialakuldsa), tovabbd e sejtek mds nativ LDL-
partikulumokat is oxiddlnak (az atherosclerosis lipidelmélete itt kapcsolodik). Az
oxidalt LDL aktivdlja a trombocitdkat és ez a fokozott trombusképz&dés irdnydba
hat (az atherosclerosis trombogén elmélete itt kapcsolddik). Nagy mennyiségi
oxidalt LDL felszaporoddsa az érfalban az LDL cytotoxikus hatdsa révén az
endothel kdrosoddsdhoz vezet, amely az atherosclerosis, "response to injury"
elméletének kezdd 1épése.

Mindezek ismeretében az arteriosclerosis kialakuldsanak tanulmanyozasa
céljabol fontos lenne az oxidalt LDL plazmaszintjének nyomonkovetése, de
kimutattdk, hogy a vérben keringd oxiddlt LDL nem 4ll ardnyban
atherogenitdsdval (érelmeszesedést kivaltd képességével). Az oxidalt LDL
mennyisége a maj metabolikus kapacitasanak fiiggvénye (a beadott oxidilt LDL-t
a maj percek alatt képes - scavenger-receptorai révén - felvenni a keringésbdl),
ezért az oxidilt LDL plazmaszintjének mérése nem informativ az atherogenitds
szempontjabol. Ilyen méréssel csupan az egyensulyi dllapotot tiikr6znénk, mely a
méj aktivitasa €s az LDL spontdn oxiddlodasa kozott fenndll. Kisérleteink sordn
tehat nem statikus, az oxidalt LDL plazmaszintjét tiikr6z8, hanem dinamikus, az
oxidaci6 sebességét, mértékét mutatd mérésekre kellett torekedniink. Ennek sordn
az adott egyén LDL-jét standardizalt mddszerrel oxidaltuk, majd az oxidéaciot
kiilonb6zd id6pontokban ledllitva a keletkezett oxidalt LDL mennyiségét mértiik.

Az oxidédlt LDL mérésére az irodalom koriilbeliil 30 kiilonb6zd modszert
emlit. Ha ezek koziil taldlnank egy olyan alkalmas eljarast, amellyel az oxidaciora
hajlamos LDL-lel rendelkez6 egyéneket ki lehetne sziirni, elvileg lehetdség nyilna
arra, hogy hatdsos gyogyszerekkel, ill. készitményekkel mindjart az
arteriosclerotikus folyamat kezdd 1épésnél, az oxid4ciondl avatkozzunk be s ezzel
az érelmeszesedést taldn hatdsosan lehetne megeldzi.

Elképzelhetd, hogy azon egyénekben, akik oxididlodasra "hajlamosabb”, azaz
az 1d6 fliggvényében gyorsabban és nagyobb mértékben oxiddlodé LDL-lel
rendelkeznek, az arteriosclerosis is sulyosabb mértéket Olt vagy gyorsabban
progredial azonos koriilmények kozott. Ezen egyének gydgyszeres kezelése ma
mar megoldhaté lenne: az er6sen antioxiddns probucollal vagy enyhébb esetben
C- illetve E-vitaminnal a legdjabb kutatdsok szerint sok esetben szignifikdnsan
lassitani lehet az LDL oxidicidjat és ezzel az érfali folyamat progredialdsat,
rosszabbodasat [4,5].

Vizsgalati anyag és modszerek

.y

1. A mérendd oxidalt LDL eldallitasa human plazmabél

A vérmintdk harom, kiilonb6z8 véradotdl szarmaztak, amely plazmaval
minden egyes mérés kapcsan a kovetkez6 1épéseket kellett megtenniink, hogy az
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oxidacio standard laboratoriumi koriilmények kozt folyhasson:

A plazmat el&szor ultracentrifugdltuk VTi 50-es vertikélis rotorban, 45000-es

fordulatszammal, 15 °C-on, 3,5 Ordn at, majd a nyert LDL-t dializaltuk

pH=7,4-es fiziologias soval szemben, 4 °C-on, 48 Oran at, 12 oranként cserélve

a puffert.

- Egy-egy frakciéhoz 10 umol aszkorbinsavat tettiink.

- A 0 perces minta kivétele utan a mintét 2,5 umolos CuCly oldattal oxiddltuk.

- Adott idSpontokban mintdt vettiink, melynek tovabbi oxidicigjat BHT-vel
(butil-hidroxi-toluol) gétoltuk.

- Az igy kapott mintdkkal végeztiik valamennyi mérésiinket.

Az oxidalt LDL mérésére az irodalomban mintegy 30 kiilonféle eljaras
szerepel. A kovetkezd szempontok szerint valasztottunk ki harmat a lehetséges
modszerek koziil:

- legyen megbizhatd, specifikus, pontos és érzékeny;
- legyen kis anyagigényd, olcso;
- legyen egyszerd eszkozokkel is elvégezhetd.

2. A gélelektroforézis

A gélelektroforézis az LDL azon tulajdonsdgan alapul, hogy oxidacidja
sordn negativ toltések szaporodnak fel benne, igy elektroforetikus mobilitdsa az
oxidacié mértékével ardnyos.

A futtatd kddat Verondl pufferrel toltottik fel. Ugyanezen pufferrel
készitettiik el az agar6z gélt. Ezutan mintegy 3% - 4 oOran at futtattuk a
toluidinkékkel kevert mintakat 135 V-os fesziiltséggel. Az erGsen negativ toltésd
toluidinkék a futds sebességének indikdtordul szolgalt, valamint a relativ
mobilitds kiszdmitdsdhoz volt rd sziikség, mint viszonyitdsi alap. Ezt kovetSen az
LDL fehérjéket 10 %-os triklor-ecetsavval kicsaptuk, hogy a tovébbi diffuziot
gatoljuk, s az LDL lipid-alkotéelemeit a gél szaradasa utidn Fat Red festékkel
tettiik ldthatova.

3. A jodometria

A jodometrids moddszer azon a kémiai reakcion alapul, hogy a
lipidperoxidok, melyek az oxiddcid sordn keletkeznek, a jodid ionokat jodin (13)
molekulakka képesek atalakitani, s a jodin fotometralhaté 365 nm-n. A mdédszer
tehét a lipidperoxidok mérésén alapul [6].

A jodometridhoz egyszerd, a kereskedelemben is forgalomban 1évé Kkittet
(Merck) haszndltunk, ami jelentGsen leegyszerGsitette és meggyorsitotta a
laboratériumi munkdat. Miutdn 100 ul mintdhoz 1 ml reagenst adtunk, 30 percig az
eléirasnak megfelelden 20 °C-on sotétben taroltuk, ezutan keriilt sor a reagenssel
mint vakkal szembeni fotometrdldsra 365 nm-en. A kalibraciét hidrogénperoxid
oldattal vettiik fel.

Egy-egy mintdbol mindig tobb mérést végeztiink, s ezek szamitani atlaga
adta a végso eredményt.
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4. A TBARS-médszer

A TBARS a tiobarbitursav reaktiv termékek angol betiszava. Az LDL
oxidacidja sordn nem csak a fehérje, hanem a lipid alkotérészek is atalakulnak,
melynek sordn a zsirsavak fragmentdlédnak és rovid szénldncd aldehidek, 4-
hidroxi-nonénal, malondialdehid (MDA) stb. keletkeznek.

Az MDA és a tiobarbitursav kémiai reakcidjanak végtermékei a
tiobarbitursav reaktiv termékek, amelyek fotometralhatok [7].

Reagensként 10 %-os perkldérsavat hasznéltunk 2-tiobarbitursavval telitve.
0,5 ml oxidalt LDL tartalmd mintdhoz 4,5 ml reagenst tettiink, majd 100 °C-os
vizfiirdGbe helyeztiik 20 percig. Hités utidn 3000 g-vel 5 perc centrifugdlas
kovetkezett. Vakkal (0,5 ml viz + 4,5 ml reagens) szemben 532 nm-en
fotometraltuk.

Vizsgalati eredmények

A probamérésektdl eltekintve hdrom, kiilonb6zd véradotol szarmazo LDL-
mintat vizsgaltunk meg és hasonlitottunk 0Ossze. Mindharom gorbe azonos
tendencidt mutatott, részleteikben azonban eltértek egymadstol. Ez a tény jol
korreldl az irodalomban is emlitett megéllapitdssal, mely szerint minden egyes
LDL-mintanak sajat jellemzd karaktere van az oxiddcidra valé hajlamot illetGen.
A hirom minta koziil egynek az eredményeit elemezziik a kdovetkezdkben, amely
tendencidjdban a masik kettt is jellemzi. Az el6bb emlitett harom kivélasztott
eljardssal a kovetkez6 eredményeket kaptuk az oxiddcié iddébeli lefolydsat
vizsgalva:

Az LDL relativ elektroforetikus mobilitdsa 36 ordn 4t folyamatosan ndtt,
majd 36 6ra utdn az emelkedés iiteme lelassult (1. dbra).
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1. abra: Az LDL elektroforetikus mobilitasa az oxidacié idGtartamanak
fliggvényében

A lipid-peroxid koncentraciét vizsgédlva azt tapasztaltuk, hogy a
koncentracié-emelkedés csak 24 6ra elteltével volt lathatd (2. abra).
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2. abra: Az LPO koncentracio fliggése az oxidacio idGtartamatol

A TBARS koncentracié az oxidacio6 els6 24 ordjaban folyamatosan nd, a 24
- 28 6rds id6tartam alatt a novekedés lelassul, majd csokken (3. 4bra).
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3. abra: A TBARS koncentraci6 fiiggése az oxidacio idGtartamatol

A TBARS koncentraci6 és az elektroforetikus mobilitds korrelacidanalizise
lathatd a 4. abran. Tomor karikakkal az elsé 24 dras, iires korokkel a 24 6ra utani
mérési eredmények szerepelnek. A korrelacid az els6é 24 6rds mintdkat figyelembe
véve igen szoros, mig ha a 24 O6ra utdni mintdkat is figyelembe vessziik, a
korrelacié mértéke joval kisebb.

Kovetkeztetések

A gélelektroforézis pontos, megbizhaté és kis anyagigényl moddszernek
bizonyult, de kivitelezése viszonylag hosszadalmas és koriilményes, ezért
szlrésre csak korlatozottan alkalmazhato.

A jodometria egyszerl, konnyen elsajatithato és gyorsan elvégezhetd, de az
LDL oxiddlédasanak idébeli lefolydsat kisérleteink sordn nem tiikrozte mindig
elég pontosan.
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4. abra: Az LDL elektroforetikus mobilitdsa és a TBARS koncentricio
Osszefiliggése

A TBARS mddszer szintén viszonylag egyszerd és gyorsan elvégezhetd,
valamint kozepes anyagigényd. Tovabbi elénye, hogy pontossidga megkozeliti az
elektroforézisét az elsd 24 ordban. A 4. dbrdn lathato, hogy a gélelektroforézissel
és a TBARS médszerrel kapott eredmények j61 korreldlnak egymassal (r2 = 0,97)
az els6 24 oOrdban. A jodometria viszont csak 24 O6ra eltelte utdn mutatott
oxid4ciot jelzd valtozast, ami taldn azzal magyarazhatd, hogy ez a modszer olyan
tulajdonsagat méri az LDL-nek, amelynek véltozasa joval lassubb.

Célkitizésiink egy szilrésre alkalmas mddszer kivdlasztdsa volt. A felsorolt
szempontoknak ugyan egyik médszer sem felelt meg tokéletesen, de a TBARS-
modszerr6l megéllapithatd, hogy kielégiti a kovetelményeket azzal a
megszoritassal, hogy csak az els6 24 6ra eredményeit vessziik figyelembe. Ehhez
azt kell megjegyezni, hogy az irodalomban nem tartjdk elég specifikusnak és
sztochiometrikusnak ahhoz, hogy pontos oxidédlt LDL-szintmérést lehessen vele
meghatdrozni, 4m méréseinkbdl kideriilt, hogy az oxiddciés folyamat idébeli
lefolyasat mégis jol tiikrozi. Ezért tovdbbi méréseinket a gélelektrofézisnél
gyorsabban elvégezhetd, de tendencidjdban e megbizhaté moddszerrel azonos
eredményt adé TBARS mddszerrel fogjuk végezni.

A vizsgédlati eredményeknél emlitettiik azt a megfigyelést, hogy standard
laboratoriumi koriilmények kozott, vagyis altalunk beallitott kdrnyezetben, mas-
més plazmdbdél (més-més egyéntSl) szarmazé LDL-molekuldk kiilonb6z6
mértékben oxidéalodtak az 1dS fiiggvényében. Ez a megfigyelés egybevag irodalmi
adatokkal is [8]. Ennek a megfigyelésnek magyardzata lehet az a feltételezés,
hogy az LDL-molekuldk oxidaciora valé hajlama nem csupdn az adott egyénre
jellemz6 mikro- és makrokornyezet fiiggvénye, hanem valamilyen molekularis
adottsdg 1is szerepet jatszik. Ennek a kutatdsa részét képezi kovetkezd
kisérleteinknek.
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Az oxidalt LDL mérési modszereinek
osszehasonlité vizsgalata

Molndr J. és Sdardy M.

Az oxidalt LDL mérési moddszerei koziil harmat hasonlitottunk Ossze. Az
oxidalt LDL kulcsszerepet jatszik az atherosclerosis kialakulasdban. Ezért fontos
mennyiségének mérése. Jollehet sokféle modszert kozoltek mér az irodalomban,
ezek koziil azonban egyik sem 4ltaldnosan elfogadott. Célunk egy lehetSleg
egyszerd és megbizhaté eljards kivdlasztdsa volt késGbbi kisérleteink szamdra. A
hiarom mddszerrel, a gélelektroforézissel, a jodometridval €s a TBARS szintjének
mérésével tendencidjdban azonos, részleteiben azonban eltér6 eredményeket
kaptunk. Ennek valészind oka az, hogy ezen eljardsok az oxidalt LDL mdés-mas
tulajdonsagat szamszerGsitik. Az elsé 24 d6rdban az elektroforézis és a TBARS
mérés igen jO korrelaciot mutatott, de a jodometridval csak késGbb sikertilt
novekedést kimutatni. Késdbbi vizsgalataink szdmdra a TBARS mérését tartjuk a
legjobbnak.
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Assessment of measuring methods of
oxidized LDL

Molndr J. and Sdrdy M.

Oxidized LDL plays a key role in atherosclerosis, therefore it is important to
measure its quantity. Though a number of different measuring methods are
described in the literature, none is generally accepted. Our aim was to select a
possibly simple and reliable procedure for the further experiments. The results of
the three investigated methods (gelectropheresis, jodometry and measuring of the
TBARS-level) indicated a similar tendency, yet in detail rather different
characteristics could be found. The most likely explanation for this may be that
these procedures represent different properties of oxidized LDL. The results of
the gelectrophhoresis and the TBARS-method revealed a close correlation in the
first 24 hours, but the quantity of oxidized LDL measured by jodometry increased
only later. Finally the TBARS-method was preferred for our further
investigations.

Vergleichende Priifung der MeBBmethoden
fur oxidiertes LDL

Molndr, J. und Sdrdy, M.

Oxidiertes LDL spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung von
Atherosklerose, deshalb ist es wichtig, die Menge des oxidierten LDL exakt zu
ermitteln. Obwohl in der Literatur mehrere Mefmethoden beschrieben werden,
gibt es noch keine allgemein anerkannte Methode dafiir. Das Ziel unserer
Untersuchungen war, ein moglichst einfaches und zuverldssiges Verfahren fiir die
weiteren Experimente auszuwihlen. Mit den von uns gepriiften drei Methoden,
der Gelelektrophorese, der Jodometrie und der Messung der TBARS-
Konzentration wurden in der Tendenz dhnliche, im Detail jodoch unterschiedliche
Resultate ermittelt. Die Erkldrung dafiir ist wahrscheinlich, dal mit diesen
Verfahren je eine andere Eigenschaft des oxidierten LDL erfal3it wird. In den
ersten 24 Stunden stimmten die Ergebnisse der Elektroforese und der TBARS-
Methode sehr gut iiberein, aber mit der Jodometrie konnte erst danach die
erwartete Zunahme nachgewiesen werden. Fiir unsere weiteren Versuche wurde
schlieflich die TBARS-Methode ausgewahlt.
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