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A magyarorszagi haldlozasok tobb mint fele sziv-érrendszeri betegségeknek
tulajdonithatd, masodik helyen pedig a daganatos megbetegedések allnak. A nuklearis
orvostan moddszerei lehetové teszik, hogy korjelzési, gydgyitd és kovetési célbdl
radioizotdpokkal jelzett vegyiletek felhasznalasaval adatokat nyerjlink az egyes sziv-és
érrendszeri betegségekrol és a daganatok kialakulasardl. Kimutattuk, hogy a vérbdl eldallitott
és jelzett lipoprotein szarmazékok alkalmasak a lipoprotein anyagcserezavar, az
érelmeszesedéses elvaltozasok vizsgalatara. Radioaktiv lipoprotein  készitményeink
felhasznalhatdk lehetnek a daganatok méretének és az attéteknek a megallapitasahoz, mivel
egyes rakos megbetegedésekben a daganatos sejtek LDL kotohely szamanak slir(isége az
egészséges sejtek kotohely slirliségének akar 40 - 50 szeresét is elérheti, ami jo lehetdséget
ad a szcintigrafias kimutatasukhoz. A kéros szabad gyokos reakciok szamos betegségben
szerepet jatszanak. A szabad gyokok altal kivaltott lipid peroxidacié mértékét és toxicitasat a
lipoproteinek ,nativ’ vagy oxidaciés allapota nagymértékben befolyasolja. Eredményeink
szerint e valtozasok az LDL szerkezetében oda vezetnek, hogy az LDL molekulat az 616 sejtek
gyokfogd koétohelyei felismerik. Az un. lipid infiltraciés” elmélet az "atheroma” képzOdést a
vérbol bedramld lipidek (lipoproteinek ) és az érfal kozotti bonyolult kdlcsénhatas
kovetkezményének tekinti. Az oxidalt LDL jelentGs szerepet jatszik az érelmeszesedés
kialakulasaban és bioldgiai jelzOnek tekinthet6. Az oxidacid egyarant érintheti a részecske
apoprotein részét (igy fragmentalt fehérjék keletkeznek), valamint a zsirsavlancok acilgyokeit
illetve a részecske koleszterintartalmat. A lipid peroxidacios lancreakcid beinduldasa soran
el6szor a szervezet sajat antioxidans készlete meril ki és ezutan képzddnek a mérgezd
aldehidek. Az oxidacid miatt mddosult lipoproteinek kizardlag a gyokfogd kotohelyeken at
jutnak be a sejtekbe. Az érintett érszakasz keresztmetszetének a beszlikiilése a karosodas
szovodményeként tobb szakaszban megy végbe. Az elvaltozas sulyossagaval aranyosan
egyre tobb LDL- eredet(i koleszterin-észter rakddik le. A karosodas legfontosabb szereplGi a
makrofagokbdl szarmazd habossejtek. Kiilonds figyelmet érdemelnek a modositott LDL
szarmazékok (az oxidalt, glikolizalt, acetilalt, malonaldehiddel konjugalt) elemzése.
Kisérleteinkben izotopokkal jelzett lipoprotein alegységeket allitottunk el6, és a radioaktiv
készitményeket nyomijelzOként felhasznaltuk allatkisérletes modellekben a plakkok és
daganatok kimutatasara, valamint a keringd vér mononuklearis sejtjeinek in vitro LDL
fagocitdzis vizsgalatara. Kimutattuk, hogy a lipoprotein alegységekkel szemben képzodo
ellenanyagok radioaktiv jelzése az érelmeszesedéses elvaltozasok kimutatasara és korjelzd,
készletek kifejlesztésére alkalmas. Az érelmeszesedés korfejlédésében, megfigyeléseink szerint
a magas vér-koleszterin szint mellett, epesavhiany esetén, a bélbdl a keringésbe kertilo
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lipopoliszaharid endotoxinok az érfalban, a helyhez kotétt faldsejtekben citokinek termelését

valtjak ki, melyek a helyi elinditoi lehetnek az érelmeszesedésnek.

Lipoproteinek eloallitasa

Lipoproteinek elvalasztasat ,szekvencidlis-flotaciés” és ,preparativ sliriséggradiens” sav
centrifugalasi modszerrel végeztiik. A preparativ szogrotorra alkalmazott sirliséggradiens
centrifugalasi modszer rovid id6 alatt ( 2 6ran belll) lehet6vé tette a f6 lipoprotein osztalyok
(VLDL, LDL, HDL) hidratalt s(ir(iségi értékeik szerinti, jol ismételhetd elvalasztasat és igy a
lipoproteinek kémiai 0sszetételének a vizsgalatat. A preparativ cs6ben az élettani sdoldat ala
rétegzett, KBr-dal beadllitott s(rlségli szérum ,gradiense” a forgatds alatt a térer6
fliggvényében folytonossa valt. Az egyes lipoprotein osztalyok s(ir(iségi értékiiknek megfeleld
olddszer slirliségli helyre csapodtak ki és savokban elkiloniltek, majd a forgatas utan a
csObol frakcidszedéssel elvalaszthatdk voltak. A VLDL sav a cso tetejénél, az LDL sav a cs6
felsd felénél, a HDL sav a cso alsdé harmadaban, a szérumfehérjék a cs6 aljan helyezkedtek
el. A cs6ben savokban elkdlondlt ( VLDL, LDL, HDL) lipoproteineket frakcidszedéssel
elvalasztottuk. Az elvalasztott lipoproteineket féligatereszté hartyan keresztil dializaltuk. A
sboldatoktdl megtisztitott lipoprotein oldatokat aszeptikusan sz(irtiik és a lipoproteineket
fagyasztva szaritottuk. A mennyiségeket fehérje és koleszterin tartalom alapjan hataroztuk
meg. Az ultracentrifugds moddszer megismételhetGségét igazold Osszehasonlitd vizsgalatok
szerint az elvalasztott lipoproteinek elektroforetikus mozgékonysag, elektronmikroszkopos
kép, apolipoprotein dsszetétel, koleszterin és triglicerid tartalom alapjan tulajdonsagaikban

azonosak voltak.

Lipoproteinek vizsgalata:

Analitikai, preparativ ultracentrifugas és polianionos kicsapasi modszereket (polietilénglikol,
dextran-szulfat, foszforwolframsav, heparin) egyittesen alkalmaztuk a nativ és oxidalt
lipoprotein alegységek vizsgalatara. A lipoprotein alosztalyok fizikokémiai tulajdonsagai
tlikrozodtek a heterogén makromolekuldk szerkezetében, a lipoprotein anyagcsere jellegében
és az oxidativ érzékenységikben. A lipoprotein osztalyok (VLDL,LDL,HDL) vizsgalatara
kidolgozott analitikai ultracentrifugalis mddszerek elvégezhetok voltak kdzvetlendl a teljes
szérumbdl vagy plazmabdl, preparativ centrifugalassal elvalasztott valamint kicsapott és
visszaoldott lipoprotein alegységekbdl.

A lipoproteinek Schlieren ,flotacidés” eloszlasgorbéinek felvétele sirlséggradiens nem-
egyensulyi centrifugalassal tortént. A gradienst az analitikai celldban a forgatas soran

képeztiik: adott slir(iségértékre bedllitott mintat élettani sodoldat ala rétegezve. A
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megismételhet6 slrliséggradiens alapjan az LDL flotacidja a teljes fordulatszam elérése

utan (50.000 ford/perc) kialakult. Az ultracentrifuga optikajaval a 80. percben készitett
fényképek kiértékelése soran a Schlieren felvételek ‘integralt’ gorbéit nem ’linearis
regresszids’ eljarassal Gauss gorbék oOsszegévé alakitottuk at és a gorbék adatait
»deconvoluciés algoritmussal” becsultiik. A Gauss gorbék alapjan volt meghatarozhatd a
lipoproteinek mennyisége és heterogenitasanak a mértéke. Az analitikai rotorra kidolgozott
ultracentrifugalis mddszerekkel alapjan a kilénbdzé kérképekben képz6dd érelmeszesedést
okozd lipoprotein alegységek kimutatasa és kisérletesen elGallitott lipoprotein szarmazékok
vizsgalatai is elvégezhetdek voltak. Az ultracentrifugds mddszerrel megallapithatd volt a
lipoprotein ,eloszlasprofilok” alapjan a kiilonb6z6 tipust hiperlipoprotinémiakban képz6do
lipoprotein alegységek jelenléte. A lipoprotein eloszlasprofilok egyidejlileg Schlieren
refraktometrids és ultraibolya abszorpcios optikai rendszerrel is vizsgalhatdk voltak.

Radioaktiv kdrjelz6 készitmények

Radioaktiv LDL készitmények nyomijelzOként felhasznalhatdk, pl. az LDL anyagcsere és
eloszlas vizsgdlatdhoz. 99mTc-mal jelzett LDL allatkisérletben lehetdvé tette a plakkok
kimutatasat. Az oxidalt LDL-nek nagyobb affinitdsa volt a monocita makrofagokhoz a
karosodott teriileten, igy a jelzett anyagok szarmazékai feldUsultak benniik és alkalmassa
véltak a plakkok ,non-invaziv” kimutataséra. Allatkisérletekben érelmeszesedésre fogékony
fajpan (nyul), technéciummal jelzett 10 mCi aktivitdsu nativ és oxidalt LDL vagy VLDL
készitmények intravénas beadasa utan a radioaktiv eloszlas a szervekben gamma kameraval
vizsgalhatd volt. A 99mTc 140 KeV-es monochromatikus gammasugarzas szervezetben
torténd eloszlasa jol kimutathatd volt gamma kameraval. Alapkovetelmény volt, hogy a

lipoprotein makromolekulak megtartsak eredeti fizikokémiai, bioldgiai tulajdonsagaikat .

Eredeti és oxidalt LDL 99m Tc-vel jelzett szarmazékainak eldallitasa
Eredeti és oxidalt LDL-nek 99mTc-vel jelzett vegyiletét a technécium atomok Na-dithionittal
torténd redukcidjaval allitottuk el6, és Sephadex G-50-es oszlopkromatografiaval tisztitottuk

és a Tc-mal jelzett LDL-t elvalasztottuk a szabad Tc-tol.

Az alabbi lipoprotein készitményeket allitottuk el6:

Kis S(r(iség(i Lipoprotein, (Low Density Lipoprotein , LDL )

Nagy Sdrliség( Lipoprotein,( High Density Lipoprotein, HDL)

Nagyon Kis Sir{ség( Lipoprotein, (Very Low Density Lipoprotein ,VLDL )



LIPOPROTEIN A Lp(a)

A kilonboz6 lipoproteinek elvalasztasat emberi plazmabdl, illetve szérumbdl preparativ
ultracentrifugaldssal, a homogenitdas meghatarozasat analitikai ultracentrifugalassal, agaréz
gél elektroforézissel végeztik el.

A lipoprotein alegységeket liofilizalt alakban is eléallitottuk.

Oxidalt LDL jelzése 99mTc izotoppal in vivo és in vitro korjelzési célra

Allatkisérletes vizsgalatok nyulakban az érelmeszesedéses teriiletek kimutatasara:
Allatkisérletekben érelmeszesedést kivaltd tap hatasara (koleszterinetetés) kifejlédé plakkok és
szerveloszlas vizsgalatdra a radioaktiv lipoprotein készitményeket hasznaltunk fel intravénas
beadas utan gamma kameraval készitett szcintigrammok alapjan.

Szcintigrafias vizsgalatok alapjan meg tudtuk hatdrozni az érelmeszesedéses teriiletek
Az érelmeszesedéses terliletek szOvettani vizsgalata soran zsir-festési eljarassal és
elektronmikroszkdpos kép alapjan azonosithatok voltak a lipid szarmazékok. Sejtfeltaras utan
az érbdl élettani sdoldattal a lipoproteineket kivontunk és preparativ ultracentrifugalassal az
LDL flotacids savban elhelyezked6 anyagokat elvalasztottuk. Az érelmeszesedéses teriiletekbdl
kivont és preparativ ultracentrifugalassal elvalasztott lipoproteineket tovabb vizsgalatuk annak
megallapitasara, hogy az érben lerakddott lipoproteinek mennyire egyeznek meg az LDL
flotacids tulajdonsagaval. Ezek a vizsgalatok elvégezhetok voltak nemcsak az kisérletes
hiperlipidémiaban nyul aortabdl izolalt lipoproteinekkel, hanem az athidald (by pass) mitéten
atesett betegek koszorus ereibdl kivont lipoproteinekkel is.

Az altalunk kidolgozott analitikai ultracentrifugas mddszer lehetOséget adott a lipoproteinek
kozvetlen vizsgdlatara. A lipoproteinek jelzése 99mTc-vel és visszaadasa a kisérleti allatokba
lehetové tette a lipoproteinek szerveloszlasi és érlerakddasi vizsgalatat. Az érbdl szerves
olddszerrel késziilt kivonatok koleszterin, triglicerid, foszfolipid tartalma kolorimetrias
enzimatikus mddszerekkel meghatarozhatdk voltak. Ezek az értékek dsszevethetok egészséges
érbol kivont mennyiségekkel és a lerakddas mértékére lehet kovetkeztetni. Az allatkisérletes
modelliink lehet6séget adott a lipoproteinekhez kotott béta sugarzasu izotopok hatasanak
vizsgalatara is. Ez a modell alkalmasnak latszik a lipoprotein makromolekuldhoz, mint hordoz6
vivéanyaghoz kapcsolt gydgyszerek hatdsanak és mikroszomas gyogyszertechnoldgiai

eljarasok értékmérésére.
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Erelmeszesedést kivalto tap alkalmazasaval el6idézheté hiperlipoproteinemia és

érelmeszesedéses teriiletek vizsgalata patkany (érelmeszesedésre nem érzékeny

faj !) esetében.

2 honapos tapetetés utan a érelmeszesedéses elvaltozasokat vizsgaltuk.

Azt tapasztaltuk, hogy patkanyok és a nyulak kdzott a lipoproteinek anyagcseréjében jelentds
kulonbségek vannak. Patkanyokban hatékony tisztitd rendszer” miikddik a lipoprotein
maradvanyok (chylomicron,VLDL) eltavolitasara. Ezek a maradvanyok legnagyobb mértékben
a kisérletes hiperlipoproteinémiaban, koleszterin etetés hatasara képzodnek. Megallapitottuk,
hogy nagyobb koleszterinterhelés utan a patkanyokban is elGidézhetd érelmeszesedéses

elvaltozas.

Beiiltetett daganatok vizsgalata.

(csupasz, szortelen egerekben)

A jelzett 'ligandumok’ daganat szévetekben torténd dusulasat szbrtelen egér ,xenograftokban”
vizsgaltuk. Ot hetes, 17 — 20 gramm él8sulyu, szértelen egerek hatbdre ald emberi daganat
sejtszuszpenzié (emberi eredet(i osteosarcoma, vastagbél adenokarcindma, gyomor
adenokarcinéma) 107/0,1 ml-ét oltottuk. A daganat beliltetés utan 3 héttel az egerek hatbdre
alatt 0,2 —0,5 mg tomegd, jo vérellatasu, sok osztddd sejtet, vérzéses- ill. elhalt terlileteket
nem, vagy alig tartalmazé daganatszovet fejlédott ki.

A szbrtelen egereket 15-30 MBq / 20 — 100 ul jelzett ligandummal intravénasan oltottuk. Az
oltds utan 10, 30 perccel, 1, 2, 4, 24 oraval, idopontonként 3-3 allatot oltink le a
vizsgalatokhoz. Az allatokbdl a kovetkez6 mintakat gydjtottik: farok, vér, izom, csont, sziv,
pajzsmirigy, tido, maj, lép, vese, gyomor, vékony- és vastagbél, daganat. A vértelenitett
szervek sUlyat és aktivitdsat mértiik, majd a beadott doézist , teljes szerv/és grammszerv
értékeket szamoltuk ki.

A szortelen egereket ketamin-HCl altatdsban oltottuk, 50-150 MBq / 50 — 500 ul jelzett
ligandummal. Sorozatos felvételsorozatot készitlink a 0 —30 perc kodzétt 30x1 min id6vel,
majd egésztest felvételeket az befecskendezés utan 30 perccel, 1, 2, 4, 24 oraval. Az
adatokat mennyiségileg (ROI-technika, id6-aktivitds gorbék) értékeltik. A statikus
felvételeken jol lathatd daganathalmozddas idOpontjaiban mikro SPECT-technikaval
rétegfelvételeket is készitettlink.

A ,standard bioassay” vizsgalat soran a beadas utan kiilonb6z6 idGpontokban eltavolitott
teljes daganatszovet formalinos oldatba keriil. A félbe metszett daganatok egyik felébdl HE
festés utan szovettani feldolgozas, a masik felébdl autoradiografias felvétel késziilt.



Lipoprotein hordoz6 makromolekulahoz kapcsolt vegyiiletek vizsgalata daganatos
csupasz egereken:

Az LDL-r0l ismeretes, hogy a daganatgatld, gyulladascsokkentd gyogyszerek f6 szallitdja a
véraramban. Gydgyszerek liposzdmas vegyliletei is a véraramban a lipoproteinekhez kétodnek
és jutnak el a célsejtekhez. Megallapitottuk, hogy a csupasz egérbe (ltetett daganatos sejtek
és az attétek terjedésének, illetve gatldsanak vizsgalatara alkalmas modell az altalunk
modositott és jelzett lipoproteinek pl. 99mTc-vel jelzett oxidalt-LDL. Jelzett lipoproteinekkel
megallapithatd volt, hogy kb. 20-40 ezer oxidalt-LDL kotShely talalhato a faldsejteken.

Nyulak immunizalasa eredeti és modositott lipoprotein alegységekkel:

Ismert, hogy ellenanyagok mutathatok ki az oxidalt LDL-el szemben, bizonyos
hiperlipoproteinemias betegek vérsavdjaban

Az emberi nativ és a modositott LDL is jo antigén tulajdonsagokkal rendelkezik. A nyulak
megfeleld immunizaldsaval magas titer( immunszérumokat tudtunk termelni. A
makromolekula antigenitdsa nem csak a fehérjéhez kotott, hanem a ,lipidmagvaknak” is
szerepe van az immunvalasz kialakuldsaban. Magasabb titer(i ellenanyag kinyerése
érdekében Freud adjuvanssal kevert lipoprotein eleggyel immunizaltuk a nyulakat. Harom
honapos immunizalads soran 3-4 alkalommal megismételt lipoprotein antigén beadasaval

magas ellenanyag titer(i vérsavot nyertink.

In vitro sejtkotodési vizsgalatok

A jelzett ligandum daganatsejtekhez valo kotodésének vizsgalata

Az in vitro sejtkétodés vizsgalatahoz a kdvetkezd daganatrsejtvonalakat hasznaltuk:

MKN-45 (emberi gyomor adenokarcindma), HT-29 (emberi kolon adenokarcindma), LS-180
(emberi kolorektalis adenokarcindma), DMS-79 (emberi kissejtes tlidékarcinoma), ZR-75-1

(emberi emldkarcindma), CMT-8 (kutya emldkarcindma), Saos-2 (emberi oszteoszarkéma).

A felsorolt daganatokbdl tapfolyadékkal legalabb 8, kiilonb6z6 sejtmennyiséget tartalmazo
elegyet készitettlink. A jelzett ligandum azonos molaris mennyiségét 15-30 MBq / 10 ul
fajlagos radioaktiv koncentracioban mértiik a sejtszuszpenzidkhoz, majd 1 6ras, 37°C-on
folyamatos keverés mellett torténd inkubalas utan 600 g-vel 5 percig torténd centrifugalassal
a sejtfazist a felliliszotol szétvalasztottuk. A két fazis aktivitasanak mérésével meghatarozzuk

a sejthez kot6dé és a szabad ligandumok aranyat, majd a telitési gorbék felvételével
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vizsgaltuk a sejtek ligandum kot6dési sajatsagait. Az in vitro sejtkdtddés soran fajlagos

kotodést mutatd sejtvonalakat a tovabbiakban in vivo vizsgaltuk.

Jelzett LDL falosejtes jellegii felvételének a vizsgalata:

A keringé vér mononukledris és polimorfonukledris sejtjei a kénny(i elvalaszthatdsag miatt
alkalmas kozegei az LDL részecskék endocitdzis vizsgalatanak. A sejtek inkubacids kdzegébdl
a jelzett LDL radioaktivitasanak meghatarozasaval megallapithatd volt az LDL felvételének a
mértéke. Mononuklearisok elvalasztasa Ficoll-Uromiro gradiensen tortént. Kimutattuk, hogy a
normal mononuklearisok (Mo) és polimorfonuklearisok (PMN) a vérkeringésbdl az LDL
~,makromolekularis komplexet” kot6hely kozvetitette endocitézis (RME) révén, illetve az
oxidalt szarmazékokat ,scavenger” mechanizmussal, 5-10-szer gyorsabb mértékben vették
fel.

Az eredmények hasznositasara vonatkozo elképzelés 6sszefoglalasa:

Vizsgalataink alapjan lehet6ség lesz ,autoldg” lipoproteinek korjelzési vagy gydgyaszati
alkalmazasara. Eredményeink hozzajarulhatnak, az érelmeszesedés korfejlodésének jobb
megismerése mellett a lipoprotein készitmények hazai elGallitasdhoz, mivel ilyen
készitmények jelenleg nem kaphatok. A kilfoldi lipoprotein készitményeknek jelenleg szinte
megfizethetetlen az aruk. Masrészt a termékek klinikai alkalmazasanak helytdl és id6tél fiiggo
korlatai vannak — gondoljunk az izotopjelzésekre és lebomlasi idore -, ezért elsdsorban helyi
el6allitds  szilkséges az eredményes felhasznalashoz. Ezeknek a termékeknek a
kifejlesztéséhez lipid- és radioaktiv kutatasi tapasztalatok és miszeres hattér kell. Hazankban
az érelmeszesedéssel és rakos megbetegedésekkel Osszefliggd vizsgalatok szama millios
nagysagrend(i. A betegellatasban a szliréshez és a kezeléshez szamos kiilonleges vizsgalat
elvégzése szilkséges és ehhez kindlnak lehetGséget az altalunk kifejlesztett lipoprotein

készitmények.



