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Il. Irodalmi attekintés
2.1 Az atherosclerosis

2.1.1 Az atherosclerosis populacids incidenciaja

Az atherosclerosis népbetegség mind a fejlett, mind a fejlodé tarsadalmakban és a vezetd
halélozasi okok kozott szerepel vilagszerte. A WHO jelentése szerint tobb mint 17,9 millio vj,
illetve mint tarsbetegség jelenik meg ¢és, az Gsszes halalozasok mintegy 32%-ért felelds.

(https://www.who.int/health-topics/cardiovascular-diseases#tab=tab_1).

A mai értelemben vett atherosclerosis incidenciaja a tarsadalmi fejlettséggel exponencialisan
emelkedett az elmult 50-60 év soran. A novekvo gazdasag és az ebbdl fakado joléti tarsadalmak
kialakulasaval egyidében a lakossag nagyrésze potencialis betegcsoportta valt [1]. A nyugati
tipust étrend, viselkedés- és magatartdsformak megvaltozasa Ggymint az étkezési szokasok,
dohanyzas vagy fizikai aktivitas csokkenése magaval hozta az elhizéas, a cukorbetegség, a
magasvérnyomas €és metabolikus szindromak populédcids szinten magasabb aranyat (1.kép). A
felsorolt betegségek mind tarsbetegségei, vagy korai rizikofaktorai az atherosclerosis
kialakulasanak. A kornyezeti faktorok mar oOnmagukban is elegendéek a betegség

progressziojahoz, am genetikai tényezok is kozrejatszanak a kialakulasban [2].
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1. kép : Az atherosclerosis rizikofaktorai, sematikus abra (sajat szerkesztés)



Az atherosclerosis nem csak felnéttkorban megjelend betegség, mar a gyermek és a fiatal
feln6tt populaciot is érinti [3]. A csecsemd és kisgyermek (29 nap-9 év), fiatal gyerek (9-19
¢év), valamint a fiatal feln6tt (19-25 év) populacié tagjainak elézetes radiologial vizsgalata és
atherosclerosis gyanuja alapjan bevalogatott betegek 20-50 %-aban bizonyithato volt a korkép
jelenléte [4]. Habar az atherosclerosis ritka halalozasi ok a gyermekeknél vagy fiatal
felnéttkorban, de az eredmények arra utalnak, hogy az idésebb felnétteknél a stroke-hoz
kapcsolodo érelvaltozasok mar gyermekkorban is jelen vannak, és ezen érelvaltozasok
eléfordulasa az életkor elérehaladtaval fokozodik [5]. Ezért a kockazati tényezok csokkentését

minél hamarabb meg kell kezdeni [6].

2.1.2 Az atherosclerosis torténete, felfedezése

Az atherosclerosis esetén nem 1) keletli korképrdl beszéliink. Mar 4000 évvel ezel6tt é16
emberek mumifikalt maradvanyiban is felfedeztek érelvaltozasokat [7]. A vizsgalt alanyok
34%-a mutatott elvaltozast, melyet kiilonboz6, 6si kulturakban (egyiptomi, perui, stb.) is
azonositottak. A pathofiziologia rendellenességek érintették az aorta régiot, a csipd/femuralis
artéridkat, a térdhajlati- és sipcsont artéridkat, valamint a nyaki artéridkat is, melyek

eléfordulasa napjainkban szintén a leggyakoribb elvaltozasok kozé tartoznak [8].

Az atherosclerosis pontos mechanizmusa még nem teljesen ismert, am a korai 1ézidk
megjelenése és a kezdeti stadiumok allapota alatamasztja a ,,lipid hipotézis” jelentéségét [9].
Az ezzel kapcsolatos elsé kisérletes megfigyeléseket a 20. szazad elején egy orosz kutato,
Alexander Ignatowski irta le [10]. A tojassargajaval etetett nyulak boncolasa soran
elvaltozasokat fedezett fel az érrendszerben. Késdbb egy szintén orosz kisérletes patologus,
Nikolai N. Anichkov hasonlo kisérletet végzett, csak novényi olajjal egészitette ki a nyulak
étrendjét [11]. Megfigyelései azonosak voltak Ignatowski eredményeivel. Ezen megfigyelések
voltak az alapjai a mai human populédciot értintd hiperkoleszterinémidval Osszekapcsolt

atherosclerosis kutatasoknak [12].

2.1.3 Az atherosclerosis biologia hattere

Ma mar bizonyitott, hogy bizonyos plazma lipoproteinek, mint az alacsony stirliségii lipoprotein
(LDL) vagy a lipoprotein kis a (Lpa), tartosan magas szintje, proatherogén hatasuak, mig a
magas siriiségil lipoprotein (HDL) antiatherogén védelmi funkciot tolthet be [9]. Az irodalmi
adatok szerint a korkép iniciacios 1épése az érfalban a lipoproteinek és sejtek kozotti interakciok

1étrejotte, melynek soran az érfal rezidens sejtjei ugy, mint az endothelialis sejtek, a



simaizomsejtek, illetve a vérarambol infiltralddd monicitak (késébb makrofagok és hizosejtek)
magas lipoproteinre adott egyiittes valasza inditja el a plakk-képz6dés folyamatat [13]. Az érfal
belsejét boritd endothelialis sejtek a megemelkedett lipoprotein szintekre valaszként adhézios
molekuldkat (MCP-1, VCAM-1, ICAM-1, SELE) szekretalnak, amelyekkel monocita
migraciot valtanak ki [14]. A monocitadk a szubintimalis infiltraciot kdvetden az adott
szignaloknak megfeleléen differencidlédnak. Feladatuk a feldusult lipidek eliminélésa, de az
intima alatti pH ¢és egyéb faktorok hatdsara modosult lipideket nem képesek elbontani. Az igy
Osszegylilt makrofag sejtek 0sszetomoriilnek és tigynevezett ,,habossejt” képzodés folyamata

figyelhetd meg (2.kép) . A habossejtek nagyméretli, az esetek tilnyomd tobbségében tobb sejt

crcr
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2. kép: Az atherosclerosis folyamata

(Mani és mktrs. 2013, PMID: 23582095)



2.1.4 A Mockenberg-féle klasszifikacio

Minden fent emlitett elvaltozast, fliggetleniil mérett6l és szervi elhelyezkedéstol,
altalanossagban arteriosclerosisnak neveziink, viszont patologiai szemszogbdl nézve fontos
szétvalasztani bizonyos csoportokat [16]. A Mdckenberg-féle osztalyozas (4. kép) szerint ezek

az elvaltozasok mind morfologiaban, mind kiterjedésben kiilonboznek.

Arteriosclerosisnak (3. kép, a-panel) nevezi a kor elérehaladtaval az érfal kozépsé rétegében
(tunica media) mészlerakodasokkal megjelend elvaltozast. Arteriolosclerosisnak (3.kép, b-
panel) a 200 um-nél kisebb artériak és arteriolak elvaltozasait tekinti. Ilyen elvaltozasok az erek
rugalmassaganak elvesztése, megnyuldsa ¢és a lumindlis sziikiilet kialakulasa. Az
atherosclerosis (3.kép, c-panel) tulajdonképpen megfelel az arteriolosclerosis leirasanak, de az
artéridknal atheromatozus plakkok megjelenésével is jar. Hétkoznapi értelemben, mig az
arteriolosclerosis csak mikroszkop alatt detektalhato elvaltozas, addig az atherosclerosis akar

szabad szemmel is felismerheto.

S
S SRR ey

3. kép: Mockengerg-féle osztalyozas érmetszeteken

(Watanebe és mktrs. 2022 , PMID: 35076127)

A betegség karakterizalas szempontjabdl fontos tudni, hogy nem egy szisztémas korképrol
beszéliink, hanem inkabb lokalis elvaltozasrol. Vannak fogékonyabb (hasi, kiilsé mellkasi,

koronaria, nyaki, agyi és vese) és kevésbé fogékony (belsé mellkasi, m4j és radialis) artériak
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[17]. Az arra hajlamos erek sem egyenletes és diffiz médon mutatjak az elvaltozasokat sokszor
egy adott éren beliil sem. Annak, hogy milyen fokt és milyen gyorsasagi az elvaltozas mértéke,
szamos hemodinamikai tényezd, a nyiroerdk jelenléte és mas permeabilitasi tényezdk
egyiittesen hatarozzak meg [18]. Az viszont egyértelmii, hogy a korai fazisban diffiz lokalis
intima megvastagodas torténik és kialakul a ,, fatty streak” allapot (4.kép).

Adherence and Adherence
Smooth-muscle  Foam-cell T-cell aggregation of and entry
migration formation activation platelets of leukocytes

4. kép: A . fatty streak” allapot (Tuttolomondo és mktrs. 2012, PMID: 22390643)

2.1.5 A plakkok jellemzése

Az emberi szervezetben tobb évtizedet vesz igénybe a 1éziok fibrozus plakkoka alakulasa, de
ha ez bekovetkezik, exponencialis felgyorsul az atherosclerosis folyamata [19]. Ekkor jelenik
meg az instabil fibrotikus sapka, a lipid- és a nekrotikus magok egyiittese, amit mar komplikalt
1ézionak hivunk. A hisztologiai jellemzok alapjan igen valtozatosak a 1€ziok tulajdonsagai. Egy
aortan beliil a korai és az elérehaladott elvaltozasok egyarant jelen vannak. Az American Heart
Association (AHA) egy 6 tagl osztalyba sorolta a 1ézidkat [20] (5.kép). Az ugynevezett
klinikailag csendes osztalyba az I-1V-ig tartozd 1€zidk tartoznak, a klinikailag kifejez6ddébe
pedig a V-I1V-os 1éziok. A klinikailag csendes 1éziok jellemzdje, hogy a plakk progresszié mar
beindult, de még szisztémas panaszokat nem okoznak az ér funkcidjaban. A klinikailag

kifejezddo 1ézidk azonban észlelhetd tiinetekkel jarnak a lumen sziikiilése kovetkeztében [21].
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5. kép: Az atherosclerotikus 1éziok sematikus abrazolasa (Koenig és mktrs. 2007, PMID:
17082488)

Fontos megjegyezni, hogy a VI.-os 1ézidk a legveszélyesebbek és halalhoz is vezetnek. Itt mar
a plakk ruptaralt lehet, emellett hemorragias és trombotikus is. A ruptaralt plakkok a
repedéseiken keresztiil még nagyobb monocita infiltraciot okozhatnak, igy hozzajarulnak
tovabbi plakk novekedéshez [22]. A trombotikus plakkok a fibrozus sapka levalasaval
érelzarddast okozhatnak, ami a gyakorlatban miokardialis infarktushoz és sok esetben halalhoz

is vezet [23].

A hemorragias plakkok a plakk belsejében 1évé hemoglobin, lipid és mas anyagok sejttel
torténd interakcidja soran egy ongerjesztd folyamat révén a tunica media oldalrél simaizomsejt
migraciot, koros sejt- €s érburjanzast és egyéb karos folyamatokat indit be [24]. A megvaltozott
belsd pH és nyomaskiilonbségek roncsoljak az éretlen, betiiremkedd ereket, és az azokbol
felszabadulo vorosvértestek (VVT) lizisét okozva sejtreaktiv folyamatokat indit el. Az
eliminalé funkcioval rendelkezé makrofagok peroxidokat, kiilonbozd lizald enzimeket és
matrix metalloproteinazokat expresszalnak a plakk belsejébe, amelyek az egész, igy sériilt

szerkezeti strukturat tovabb gyengitik [25, 26].
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2.2 A vorosvértest (VVT)

2.2.1 A VVT altalanos jellemzo

Az emberi szervezetben legnagyobb mennyiségben eléfordulo sejttipus a VVT. A keringésben
masodpercenként 2 millié Ujonnan képzodott VVT 1ép be a csontveldbdl és koriilbeliil
ugyanennyi tavozik a retikulo-endothelidlis rendszeren keresztiil. Fiziologids koriilmények
kozott mikroliterenként 4-5 millié6 VVT van jelen a teljes vérben. Elettartalmuk 110-120 nap
normal allapotban keringésben és a természetes eloregedés soran alkotd elemeik (vas,
sejtalkotok fehérjéi) recirkulaciora keriilnek [27]. A fiatal VVT-k intracellularis foszfatidil-
szerin, illetve foszfatidil-etanol-amin szignallal rendelkeznek, melyek az Oregedés soran a
sejtfelszinre keriilnek, igy az eloregedett sejtek egy fagocitdzis szignallal jeldlve eliminaciora
keriilnek [28]. Sziiletéskor mar meglévd készlettel és eldalakokkal rendelkeziink, igy a
képzodés allanddan biztositott fiziologids koriilmények kozott. A sziiletés utan 5 évig a

voroscsontveld biztositja a VVT szintézist, majd a laposcsontok veszik at ezt a szerepet.

2.2.2 AVVT felépitése

A VVT-k kiilonleges helyet foglalnak el a sejtek kozott, mivel felépitésiik igencsak eltérd a
tobbi sejttdl. Nem rendelkeznek sejtmaggal, riboszomakkal és mitokondriummal. Bér a legtobb
eukariota sejt életben maradasahoz ezek a sejtszervecskék nélkiilozhetetlenek, a VVT-K szamos
elénnyel rendelkeznek ezen sejtszervek hianya kovetkeztében [29]. A sejtmag hianya nagyobb
sejtteriilet szabaditott fel, ezzel aranyosan magasabb Hb tarolasi kapacitast értek el, igy tobb
oxigént képesek szallitani és az élettartamuk is megnétt. A felsorolt sejtszervecskék hianyaban
rugalmasabb sejtmorfologiaval rendelkeznek, igy a kapillarisokban is akadaly nélkiil tudnak
mozogni [30]. A VVT-k energiatermelése mitokondriumok hianyaban kozvetlen glikolizis
utjan zajlik a citoszolban, ahovéa szamtalan uniporter tipusu gliikdz transzporter biztositja a

szubszratot az energiasziikséglet biztositasahoz [31].

2.2.3 AVVT képzddése

Mivel a VVT sejtmaggal nem rendelkezik, igy osztodasra képtelen. Az eritropoézis, azaz a
VVT képzédés, a csontveldben talalhatd vérszigeteken torténik [32]. A differenciacios
folyamat igen hosszu, koriilbeliil 1 hét, és jol szabalyozott modon torténik. Az érés folyaman
szimultan két folyamat torténik: a sejtmag fejlédése és a plazmaérés. Amennyiben mar nincs
sziikség a sejtmagra, a VVT aktingylirlijével megszoritja 6nmagat és két részre osztodik : az

egyik rész a magfrakcionak felel meg, amely DNSben gazdag, a masik pedig a mar
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funkcidjanak megfeleléen mikodé VVT [33]. A plazmaérés soran a citoszolban megjelenik az
oxigént szallito Hb. A VVT képzddésnek a szoveti hipoxia az elsédleges ingere. Hipoxia
hatasara a vese az eritropoietin nevezetli polipetidet szekretalja, mely a kozvetlen csontvel6i
indukalja. Ennck els6 1épése a vérszigetetekben a proeritroblaszta torténé érés, melyek
makroblasztokka alakulnak, majd a normoblaszt fazisban beépiil a Hb. Az ezt kovetd érési
fazisok soran kialakul a végleges eritrocita forma, melyek kis id0 elteltével aktiv VVT-vé érnek
[34]. Az érés helyén megfigyelhetd makrofagok tamogatd szereppel birnak. Egyrészt az érés
soran kilok6do sejtmagokat eliminaljak, masrészt pedig biztositjak a hemet az aktiv Hb

szintézishez.

2.2.4 A hemoglobin (Hb) jellemzése

A keringésbe keriil6 érett VVT-K feladata az oxigén szallitasa a tiid6 feldl a szervek iranyaba,
valamint a szén-dioxid szallitasa a szovetek fel6l a vérkeringésen keresztiil a tiidéhoz. Az
oxigén megkotéséért a VVT Hb-ja felelds. A Hb koriilbeliil a VVT-nek kortilbeliil 30%-at
képezi [35]. Felépitését tekintve négy, jol korbe hatarolt alegységbdl épiil fel: mindegyik
alegység egy globularis fehérjeszakaszbol és egy hem prosztetikus csoportbol all (6. kép). A
vas-protoporfirin IX, azaz a hem, szerkezetét tekintve egy Fe?* kozpontd négytagi
heterociklikus gytir(ibdl 4ll. Az Fe?* négy ponton a pirol gytiriik nitrogén atomjaihoz és a globin
hisztidin imidazol gyliriijének egy nitrogénjéhez kapcsolddik. Az oxigén reverzibilis kotodése

a hatodik koordinacios helyen torténik.

Hemoglobin
Vas
Hem
&
. ) -"
. T = 8
’“ _/ T/ c:g._./ \_-_,
. 4 ’ ‘> R N
v e i
- (e
s R \_ NG -_/
. > » = // \ | >
PO STEpRaR ey
r‘/JI N B
| 1
| 1
i /,L»._
Vorosvértest Hemoglobin Hem csoport

6. kép: A VVT, a Hb és a hem szerkezete (sajat szerkesztés)
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2.2.5 A hemolizis

A hemolizis, azaz a VVT szétesése, fiziologias koriilmények kozott is mindennaposan
el6forduld folyamat. A keringésben torténd hemolizis koriilbelil 1-2 %-ban még normal
értéknek tekintheté. Ebben az esetben a haptoglobin, mint akut fazis fehérje, megkoti a Hb-t,
mely igy a keringésben 1évé makrofagok CD163 receptorahoz kotédik, és endocitozist
kovetden lebontasra kertil [36, 37].

A hemolizis soran felszabaduld toxikus, szabad hem megkotésében tobb fehérje is szerepet
jatszik. Ilyen a hemopexin, mely a hem megkotését kovetden a CD91 receptoron keresztiil
felvételre keriil a makrofagokba, melyek eliminaljak a hemopexin altal megk6tott hemet [38].
Hemkoto fehérje még az albumin, mely nem specifikusan koti a hemet, valamint az alfa-1-
mikroglobulin is szerepet jatszik a detoxikalasban [39] (7. kép). Jelentds hemolizis soran a fenti,
endogén Hb/hemkdtd fehérjék kapacitasa kimeriil, igy a szabad Hb/hem komplex patologias
folyamatokat indit be.

— Antioxidants

Red blood cells Hemoglobin \ Heme \ "

) A1M

5 // \ ™ Albumin

Haptoglobin Hemopexin Heme oxygenase

a

7. kép: Hemoglobin és hem eliminécio

(Olsson és mktrs, 2012, PMID: 22324321)

2.2.6 Hemolizis asszocialt betegségek

A VVT nem szabalyos lizise soran szamos hemolitikus és hemorragias folyamattal jaro
megbetegedés alakulhat ki [40]. Beszélhetiink intra- és extravaszkularis hemolizisr6l, melyek

leggyakrabban kiilonb6z6 gyogyszerek mellékhatasaként, mechanikai okok miatt, valamint
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infekcio soran alakulnak ki [41, 42]. Az o6roklott hemolitikus allapotok leggyakrabban a
hemofiliaval tarsult hemorragias allapotok. A szerzett hemolitikus allapotoknal pedig az
plakkban bekovetkez6 hemorragia, illetve az idegrendszert érintd subarachnoidialis hemorragia

populacids szinten is szamottevo [43, 44].

2.2.7 A hemoxigenéz-1/Ferritin rendszer fontossaga

Jelent6s intravaszkularis vérzés soran a szabad hem a kornyezo sejtekbe felvételre kertil [45].
A hem erésen lipofil, konnyedén mozog akar aktivan, akar passzivan a sejtmembranon
keresztiil. A hem sejten beliili lebontasat a hemoxigenaz-1 (HO-1) katalizalja [46-48]. A hem
lebontasa oxigén igényes, melynek soran a lebontott hembdl vas, szén-monoxid és biliverdin
keletkezik ekvimolaris mennyiségben [49]. A felgyiilemlett vasat a szabadgyok-képz6dés
elkertilése érdekében a sejt vagy a ferritin molekula vasmagjaba helyezi inaktiv formaban, vagy
pedig ferroportin transzportereken keresztiil az extracellularis térbe szallitja [50, 51]. Genetikai
vagy funkcionalis HO-1 hiany kovetkeztében fokozott citotoxitas alakulhat ki, mely akar
apoptozist indukalhat [52]. Az intracellularis hem befolyasolhatja a sejtosztodast, a

lipidmetabolizmust, valamint sejtszinten szamos funkcionalis zavart is okozhat (8.kép).

HEMOGLOBIN
HEME
LDL OXIDATION - ER STRESS
NATURAL
COMPOUNDS
kO
ROS INFLAMMATION VASCULAR

CELL DEATH CALCIFICATION
8. kép: A HO-1 rendszer szerepe a vaszkuldris patofizioldgidban

(Gall és mktrs, 2019, PMID: 31357546)



2.3 Endoplazmatikus retikulum (ER) Stressz

2.3.1 Az ER jellemz6i

Az eukaridta sejtek egyik legkiilonlegesebb sajatossaga a citoszolon beliili, membrannal elzart
terek jelenléte. Ez az ugynevezett kompertmentalizacid lehetdvé teszi az egyidébe torténd
molekularis folyamatok megvaldsulasat. Ezen citoplazmatikus membranterek nagyrészét az ER
teszi ki, mely a szekretalt- és a transzmembranfehérjék szintéziséért felelds, valamint a fehérjék

érésének folyamata is itt torténik.

A durva felszinti- (DER) és sima felszinl- (SER) ER-ben kiilonb6z6 fehérjék szintézise és érése
jatszodik le. A DER és az azon elhelyezkedd riboszomak a nagy mennyiségben sziikséges,
altalanos fehérjék eldallitasaért felelosek, melyek a szintézist kdvetden a Golgi apparatusba
keriilnek. A SER hasonld felépitési a DER-hez, am riboszomak nem kapcsolodnak a
citoplazmatikus felszinéhez. A sejten beliili teljes fehérjeszintézis kis szazalékat végzi és inkabb
specifikus szteroid termeld sejtekben, illetve a majban van jelen jelentés szamban, ahol a

detoxifikacios fehérjék szintézisét végzi [53, 54].

2.3.2 Az ER stressz jelensége

A fiziologias szintet meghalado fehérjeszekrécio, illetve az ER fehérje hajtogatasi hibai az ER
lumenjében a nem-, vagy hibasan feltekeredett fehérjék akkumuldlodéasat okozza, amit ER
stressznek neveziink [55]. Az ER-re jellemzdje a szigorian szabalyozott egyensulyi allapot: ha
az ujonnan szintetizalt, rosszul hajtogatott vagy hajtogatas nélkiili fehérjék mennyisége
tilhaladja az ER hajtogatasi kapacitasat, aktivalodnak az ER stressz szignalutvonalai [56]. ER

stresszhez vezet az ER kalcium haztartasanak valtozasa és az oxidativ stressz is [57].

2.3.3 Az UPR feladata

Az ER stressz jellemz6 folyamata az ugynevezett Unfolded Protein Response (UPR), amely
egy evolucidsan erdsen konzervalt jelatviteli kaszkad. Az eukariota sejtekben az UPR feladata
a fehérjék megfeleld hajtogatasanak biztositasa, az ER funkciok fenntartasa, az ER stressz karos
hatasaival szembeni védelem, tovabba az ER homeosztazisanak fenntartasa [58, 59]. Ha a

stressz mértéke enyhébb vagy rovidebb idejii, és a stressz mértéke nem ér el egy kiiszobértéket,
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a sejt tulélését elsegitve csupan a hibas fehérjék javitasat vagy lebontasat végz6 UPR
aktivalodik . Ha az ER stressz mértéke fokozott vagy hosszabb ideig all fent, az UPR
automatikusan aktivalodik az apoptotikus kaszkaddal egyiitt, mely sejthalalhoz vezet [60, 61]

(9.kép).

e

IRE1 PERK ATF6

(adaptive UP@ (harmful UPR)

o X2
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Cadaptation) ( toxicity )

9.kép: Az UPR folyamata (Zhang és mktrs, 2018, PMID: 29393386)

2.3.4 ER stressz asszocialt megbetegedések

A koros ER stressznek szerepe van szamos megbetegedésben (10. kép). Ilyenek példaul
bizonyos metabolikus korképek, mint a hepatikus szteatdzis [62] és a hiperlipidémia [63, 64],
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melyek IRE1 és ATF6 asszocialtak. Daganatos megbetegedéseknél az emelkedett szintli UPR
aktivacio jelenléte is allhat az elvaltozas hattérben, mivel a fokozott UPR miikodése eldsegiti a
daganatos sejtek adaptéacios €s talélési mechanizmusat. Kiilonb6z6 biopszias mintdkbol (agy,
mell, limfoma, mieloma multiplex) fokozott mennyiségli XPB1s expressziot allapitottak meg,
mely a talélési rata csokkenésével és a rossz prognodzissal korrelalt [65-68]. Az ER funkcid
megvaltozasa gyakori szamos neurodegenerativ betegségben is, példaul Alzheimer-korban,
Huntington-korban, Parkinson-korban, prionokkal kapcsolatos rendellenességekben, valamint
amiotrofias lateralis szklerozisban. Ezek a megbetegségek Osszefiiggésben allnak az UPR-el,
am az aggregadtumok nagyrésze a citoszolban akkumulalodik és nem pedig az ER lumenében

[69, 70]. (11. kép).
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10. kép: ER stressz asszocialt megbetegedések (Hetz és mktrs,2020, PMID: 32457508)
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2.3.5 UPR utvonalak biokémiai hattere

ER stressz soran adaptiv szignalizacios Utvonalak aktivalodnak, igy a fehérje-hajtogatési
képesség javul és az ER terhelése csokken [71]. Ennek szabalyozasaban harom, az ER
membranjaban elhelyezkedd szenzorfehérje vesz részt: hasnyalmirigy ER kindzszerti ER kinaz
(PERK), inozitolt igényl6 enzim 1 (IRE1), aktivalo transzkripcios faktor-6 (ATF6) [72, 73]
(11.kép). Normal koriilmények kozott ezekhez a fehérjékhez a gliikkdz szabalyozott fehérje 78/
immunglobulin kotott fehérje (Grp78/BiP) kapcsolodik, €s inaktiv allapotban tartja azokat. Ha
a rosszul vagy hidnyosan hajtogatott fehérjék mennyiségének megndvekszik, a Grp78 levalik a
stresszkaszkadot aktivalo fehérjékrdl, melyet a stressz szignalGtvonalak aktivacioja kovet.
Ennek az az oka, hogy a Grp78/BiP , mint dajkafehérje nagyobb affinitassal kotédik ezekhez a

hibas fehérjékhez, mint a szenzorproteinekhez [74].

2.3.5.1 PERK utvonal

A szenzorproteinek aktivacioja bonyolult, 6nalléan és szimultan is aktivalédhatnak. A PERK
homomultimerizacio és autofoszforilacio altal aktivalodik, ezutan foszforilalja az eukaridta
transzlacid iniciacios faktor-2 o-alegységét (elF2a), ami az altalanos fehérjeszintézis
leallasahoz, illetve szelektiven stresszfehérjék, mint az aktivalo transzkripcios faktor 4 (ATF4)
UPR azon elemeit, melyek részt vesznek a fehérjék hajtogatasaban, a redox homeosztazisban,
autofagiat aktivalnak, szabalyozzdk az aminosavak metabolizmusat, valamint sejthalalt
indukalhatnak [76]. Hosszan tarté és fokozott ER stressz hatdsara az allandosult ATF4
apoptotikus folyamatokban szerepet jatsz6 fehérjék, mint példdul a C/EBP homolog fehérje
(CHOP) expresszidjat indukalja. A CHOP-ot alapvetéen mindharom ER-stressz

szenzorprotein képes aktivalni, de elsédlegesen a PERK-en keresztiil aktivalodik [75].

2.3.5.2 IRE1 utvonal

Az IRE1 utvonal aktivacidja sordan az IRE1 oligomerizalodik és autofoszforilalodik, majd egy
eddig ismeretlen hasitasi mechanizmussal az X-boxhoz k6t6d6 fehérje 1 (XBP-1)-et aktivalja,
melynek aktiv formdja az XBP-1s. Az XBP-1s szimultan aktivalja az ER dajkafehérjéit és az
ER-hoz kotott degradacios (ERAD) proteinek expressziojat, melyeknek feladata a hibasan

hajtogatott fehérjék lebontdsa. A kinaz funkcidval is rendelkezd IRE-1 képes foszforilalni a c-
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Jun N-terminalis kinazt (JNK), igy az ER-fiiggd apoptozist is beindithatja [77]. Az IRE1
aktivaciojat elsdsorban a Grp78 IREL-rél torténd levaldsa szabalyozza, am irodalmi adatok
alapjan bizonyos masodlagos utvonalak is az IRE1 aktivaciojahoz vezethetnek, ilyen példaul

az IRE1 kozvetlen kotddése a rosszul hajtogatott fehérjékhez [78].

2.3.5.3 ATF-6 utvonal

Az ATF-6 fehérje az ER-ben inaktiv formaban van jelen [79]. Stresszt kovetéen az aktivacios
folyamat soran az ER-bOl a Golgi apparatusba transzportalodik, és ott egy intramembran
proteolizissel hasitasra keriil. Az ATF-6 citoszolikus fragmentje, ami egy leucin zippzar-szer(i
transzkripcids faktor, transzlokalodik a sejtmagba és aktivalja azon chaperonok és enzimek
expressziojat, melyek fokozzak az ER fehérje hajtogatd képességét, tigy, mint a Grp78, Grp94,
és kalretikulin [80].

_____________
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11. kép: Az UPR ttvonal szenzorfehérje aktivacidjanak sematikus abréja
(Aghaei és mktrs, 2020, PMID: 33374938)
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2.3.6 Az oxidativ stressz és az UPR kapcsolata

Az oxidativ stressz negativ hatassal lehet az ER funkci6jara, melyet az ER stressz kaszkadok
aktivacioja kovet. Az oxidativ karosodas esetén specifikus szignalizacids utak aktivalodnak,
melyek koziil kozponti szerepet jatszik a magi faktor erithroid 2-h6z kapcesolodo faktor 2 (Nrf2).
Fiziologias koriilmények mellett a citolszolban a Kelch-szertit ECH asszocialt protein-1 (Keap-
1) és az Nrf2 heterodimer formaban vannak jelen. Reaktiv oxigéngyokok jelenlétében a Keap-
1 ledisszocial az Nrf2-r6l, igy a heterodimer szerkezetet megtérve az Nrf2 transzlokalodik a
sejtmagba. A folyamat célja a protektiv detoxifikald €s antioxidans gének transzkripcidjanak

aktivacioja, ugymint a HO-1 és a szuperoxid diszmutaz-1 (SOD-1) [81].

Az antioxidans utvonalak és ER stressz kaszkadok tobb ponton is kdlcsonhatnak egymassal
[82] (12. kép), mint példaul az Nrf2/HO-1 szignalizaciéo a PERK-kel és az IRE1-gyel is [52].
Megfigyelték, hogy az exogén modon adott szén-monoxid (CO) a PERK foszforilacidjan
keresztiil aktivalja az Nrf2 szignaliitvonalat, amely HO-1 expresszidhoz vezet. Emellett a CO a
CHOP expresszidjanak csokkentésével csokkenti az apoptozis mértékét is [83]. Ennek tiikrében
a CO/HO-1 rendszer pozitiv hatassal lehet az ER stresszel tarsult érrendszeri megbetegségek
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12. kép: Az antioxidans utvonalak és az ER stressz kapcsolata

(Masarone és mktrs, 2018, PMID: 29991976)
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Az oxidativ stresszvalaszban fontos szerepet jatszik a BTB és CNC homolog 1 (BACH1)
transzkripcios faktor, mely heterodimerként képes a Nrf2 altal szabalyozott gének, igy a HO-1
aktivalodasat a gatolni. Az Nrf2 magi transzlokalizacidja, amely az oxidativ stresszvalaszt
inicialja, a BACH1 promoterhez vald kotodésével szimultan zajlik, igy egy valds ideji
kompeticid zajlik a két fehérje kozott. Az Nrf2 heterodimert alkotva beinditja a stresszvalasz
kaszkadjat, egyebek kozott a HO-1 expresszidjat is [84] (13. kép). A promoéterhez nem
kapcsolodo BACHI eltavolitasra keriil a sejtmagbol [85]. Az Nrf2 szignalizacio aktivaciojat
kovetden a HO-1 sejtben beliili szintje megemelkedik és a hem lebontas soran szabad vas
keletkezik, ezzel beinditva a ferritin termelését. Korabbi tanulmanyok szerint a hem stressz és
a gyok jelenléte a HO-1/Ferritin rendszer aktivacidja soran keletkez6é nehéz lancu ferritin (H-
ferritin) citoprotektiv fehérjeként funkcional, mivel a ferroxidaz aktivitasa gatolja az oxidans-

medialta citolizist a szabad vas megkotésével [86].

Oxidative stress

13. kép: A BACHI1/Nrf2 kompeticio (Perluigi és mktrs. 2020, PMID: 32839417)
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2.3.7 A plakkon beliili hem forrasa

A plakk progresszié soran a bevérzés €s hemolizis eredményeképp jellemzd pathofiziologia
koriilmények figyelhetéek meg, mint példaul a pH eltérés, enzimatikus folyamatok aktivacidja
¢s nyomas kiilonbségek vannak jelen. Ezen tényezok hatasara a VVT-k szétesnek és a szabadda
vald Hb egy gyors oxidacion megy keresztiil (14. kép). A naiv oxiHb (Fe?") a kdrnyezeti
tényezSk hatdsara metHb-na (Fe*) alakul, mely hem felszabadulassal jar. Ezen oxidacios
folyamat, koszonhetéen az infiltrdlodott monocita/makrofdg sejtek altal termelt erds
oxidansoknak, mint példaul a hidrogén-peroxid, tovabb fokozodik. A metHb-bol atalakult
ferrylHb (Fe*=02") csak pillanatnyi ideig marad meg ebben a formaban, habar ez az idg is elég
ahhoz, hogy fehérje szerkezete erdsen deformalodjon és centrumabdl tovabbi hem
szabadulhasson fel [87]. A keletkez6 trunkalt Hb erésen citotoxikus és a felszabadult nagy
mennyiségli hem is karos a kornyez6é sejtekre nézve [88]. Tézisem kozponti témaja az
atherosclerotikus plakkokban zajlodo pathofiziologiai folyamatok hemmel kapcsolatos

megfigyelései és a rezidens sejteknél az ER stressz jelenlétének bizonyitasa.
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111, Célkituzések

A fiziologias proteosztazis nélkiilozhetetlen a sejtek normal mikodéshez. A normal
proteosztazis fenntartasa az ER-ben az UPR-en keresztiil torténik. Az UPR elsédleges feladata
a nem megfeleléen hajtogatott fehérjék javitasa vagy lebontdsa, valamint a javito

mechanizmusok kapacitdsat meghaladoé stressz esetén a sejthalal folyamatok beinditasa.

Korabbi tanulmanyok felvetették az ER stressz €és a vaszkularis megbetegedések kozotti
kapcsolatot, beleértve az atherosclerosist és az oxidativ stresszt is. Kozvetlen kapcsolatot
talaltak az UPR altal kivaltott ER stressz és az atherosclerotikus rizikofaktorok kozott. A hem
fontos szerepet jatszik a szabadgyokok képzodésében, mely ER stresszhez vezethet. Az oxidalt
Hb formak és szabad hem nagy mennyiségben vannak jelen a bevérzett atherosclerotikus
plakkokban.

Hipotézisiink szerint a plakkokban jelenlévé hem ER stresszt valthat ki, melynek szerepe lehet

crer

plakkokban jelenlévd rezidens sejtek hemmel szembeni ER stressz valaszanak vizsgélatat.
Céljaink az aldbbiak voltak:

I. Primer human aorta simaizomsejt (HAoSMC) és human aorta endothelialis (HAoEC)
sejtkultirdkon vizsgaltuk a hem szerepét az ER stressz folyamataban. Kérdéseink az alabbiak

volta:

* Ha az ER stressz indukélhaté a vizsgalt sejteknél, akkor az ER stressz mely ttvonalai és

milyen mértékben aktivalddnak a hem kezelések soran?

* A hem altal indukalt endoplazmatikus retikulum (HIER) stressz gatolhato-e specifikus

hemkdto fehérjékkel és szabadgyok-gatlo anyagokkal?

* A hem altal indukalt endoplazmatikus retikulum (HIER) stressz gatolhato-e a klasszikus ER

stressz gatloszerekkel?

I1. Masodik 1épésként a hem katabolizmusban koézponti szerepet jatszé HO-1/Ferritin rendszer

szerepét vizsgaljuk a HIER stressz folyamataban.

o A HO-1/Ferritin rendszer hianyaban milyen foku a HIER stressz lefolyasa a rezidens
sejtekben?
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o A HO-1/Ferritin rendszer fokozott aktivacioja soran milyen a HIER stressz lefolyasa a

rezidens sejtekben?

. A hem degradaci6 soran keletkezd intermedier termékek hatassal vannak-e a HIER
stresszre?
. A HO-1 deplécid okozta citotoxitds kivédhetd-e kiilonboz6é sejthalal inhibitorok

alkalmazasaval rendszeriinkben?

III. Harmadik 1épésben pedig ex vivo human szdvettani mintakbol szarmazo transzkriptomikai
¢s immunhisztokémiai vizsgalatokkal tanulmanyozzuk a HIER stressz jelenlétét

atherosclerotikus plakkokban. Ennek soran az alabbiakat tiiztiik ki célul:

e CEA szarmazd6 betegmintdk gytijtése és kivalogatdsa az AHA osztalyozéasa szerint a plakk
progresszi6 csoportjainak reprezentdlasdhoz,

e Megvizsgalni a nem hemorragias és hemorragias plakkokbdl szarmaz6 mintdkban az ER
stressz markerek jelenlétét RNS szinten RNS szekvenalassal,

e Megvizsgalni a nem hemorragias és hemorragias plakkokbol szarmaz6 mintakban az ER

stressz markerek jelenlétét fehérje szinten immunhisztokémia festésekkel.

26



IV. Anyagok és modszerek

4.1 Reagensek

A kisérletekhez hasznalt reagensek - amennyiben mashogy nem keriil jellésre - a Sigma-
Aldrich-t61 (St. Loius, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) keriiltek beszerzésre. A hemin-klorid
torzsoldat (2 mM) sterilre sziirt 20 mM NaOH oldatban késziilt frissen, a kezelések napjan. A
hem-arginat az Orphan Europe Pharmaceutical (Puteaux, Franciaorszag) cégtol keriilt
beszerzésre. Az E.coli-ban termeltetett és ioncserélé kromatografiaval tisztitott human
rekombinans alfa-1-mikroglobulin (A1M) kollaboracids partneriink Bo Akerstrom és Magnus
Gram (Lundi Egyetem, Svédorszag) biztositotta szamunkra. A hemopexin (HPX) pedig Ann
Smith és munkatarsai (Missouri Egyetem, Kansas, Amerikai Egyesiilt Allamok) nagylelkii

hozzéjarulasa volt.

4.2 Sejtkultarak

A human aorta simaizom sejtek (HAoSMC) a Cell Applications-t61 (San Diego, CA, Egyesiilt
Amerikai Allamok) és a Lonza-tol (Allendale, NJ, Egyesiilt Amerikai Allamok) keriiltek
beszerzése. A human aorta endothelidlis sejtek (HAOEC) szintén a Lonza-tdl keriiltek
beszerzésre. A sejtkulturak egészséges, alapbetegségben nem szenvedd, kaukazusi donorokbol
szarmaznak. A HAoSMC kulturak alacsony gliikoz tartalmu (1g/L) DMEM tapfolyadékban
tenyésztettiik, amely 10 % fotalis borjiszérummal (FBS) és 1% antimikrobialis koktéllal (PSA:
100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin és amphotericin B) voltak kiegészitve. A HAoEC
kultarak endothelialis novekedési faktorral kiegészitett Medium 199 (CM199) tapfolyadékban
tenyésztettiik ugyanazon kiegészitéssel, mint a DMEM. A kezelések a sejtek 90%-0s
konfluencidjanak elérése utan torténtek. A hemmel torténd kezelések antibiotikum- és
szérummentes médiaban végeztik. A HAoSMC sejteket 1 oran at, mig a HAOEC sejteket 2
oran at kezeltik hemmel. Kezelést kovetéen a sejteket a kezelési térfogattal megegyezd
mennyiségii Ca’" és Mg?* tartalmii Hank-féle sooldattal (HBSS+) mostuk kétszer. A
regeneralasi id6 alatt a sejtek (3, 6 és 16 ora) teljes tenyésztési médiumot kaptak FBS-el és
PSA-val kiegészitve. Pozitiv kontrollként 1uM Thapsigargint hasznaltunk, amely egy nem
kompetitiv szarko/endoplazmatikus retikulum Ca?* ATPaz (SERCA) gatloként ER stresszt
indukal. Az AIM ¢és HPX kisérleteknél a fehérjéket egyiitt inkubaltuk a hemet tartalmazo
kezelboldathan szintén antibiotikum- és FBS hozzdadasa nélkiil. Ovatosan, szobahén
billegtettiik 6ket fénytdl védve 30 percen keresztiil. A 25 uM hem tartalmu kezel6oldatot 12,5
UM koncentracioju A1M-mel (két aktiv hem kotdhellyel rendelkezik), valamint 25 uM HPX-
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nel (egy aktiv hem kotbhellyel rendelkezik) egészitettiik ki. Az N-acetil ciszteinnel (NAC)
torténd kezeléseknél a sejteket 10 mM NAC-cal eldkezeltiik antibiotikumot és FBS-t is
tartalmazo kezel6oldattal 1 oran at. Ezt kovetden a sejteket kétszer mostuk tenyésztési
térfogattal megegyez6 mennyiségii HBSS+-al. Az 1 6ras hem kezelést kovet6en a regeneralasi
id6ben is jelen volt 10 mM NAC a médiaban. Ezek a kisérleteket csak HAoSMC kultarakon
végeztiik el. Néhany kisérletben a HAOEC sejtek fenil-butirsav (4-PBA) és a natrium-valproat
(VPA) eldkezelést kaptak 5 mM koncentracioban majd 1 oran at teljes tenyésztomédiaban
voltak. Ezt kovette a 2 6ras hem kezelés, illetve a két kiilonb6z6 regeneralasi id6 (3 és 6 ora),
mely soran végig jelen voltak a médidban. A hem-arginatos (HA) kisérleteknél egy €jszakéan
keresztiil prekondicionaltuk a sejteket 10 uM HA-tal, majd ezt kovette a 2 6ras hem kezelés és
az adott regeneralasi id6. A bilirubin (BR) dozisgdrbe kezelést csokkentett 1% FBS tartalmu
médidban antibiotikummal kiegészitve (minimalizalva az albumin nem specifikus BR kotését)
16 oran keresztiil végeztiik. Ezt koveten a sejteket 25 pM hemmel kezeltiik. A szén-monoxid
(CO) donor vizsgalatoknal a megfeleld beoldast kovetéen (CORM-2-DMSO, CORMAL-
sejtkulturas viz) kiilonb6zo dézisokban (20 és 40 uM/) 6 6ran keresztiil eldinkubaltuk a sejteket
2% FBS és 1% PSA tartalmi CM199-ben, majd ezt kdvetden megtorténtek a 25 pM-0s hem

kezelések ¢s azt kovetd regeneralas.

4.3 RNS 1zolalas és hasitott XBP1 PCR

A 6 lyuku tenyésztd edényben tenyésztett sejteket a kisérleti koriilményeknek megfeleléen
megkezeltik ¢és Tri-reagenssel (Zymo Research) totdl RNS-t izoladltunk. Implen
NanoPhotometer 50 (Biotech Hungary) miiszerrel meghataroztuk az RNS koncentraciokat és
reverz transzkripciot végeztiink cDNS végterméket eldallitva High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kittel (Applied Biosystems Inc, CA, Amerikai Egyesiilt Allomok). A horizontélis
2-D gélelektroforézissel az XBP1 és GAPDH primerekkel el6zdleg amplifikalt cDNS mintakat
megfuttattuk és a kapott hasitott varians mintazatrol felvételt készitettiink. A képi kiértékelést

Imagel szoftverrel végeztiik el és GAPDH-ra normalizaltuk.

4.4 RT qPCR

A kezeléseket kovetden RNS-t izoldltunk és cDNS-t irtunk 4t a fent emlitett modszerek
segitségével. A CHOP (Hs00358796_g1), Grp78 (Hs00607129 gH), ATF4 (Hs00909569_g1),
HO-1 (Hs01110250_m1), BVRA (Hs00167599 m1l) és GAPDH (Hs02758991 gl) mRNS
expresszios mintazatot vizsgalt génre tervezett TagMan Gene Expression Assay-ekkel (Applied

Biosystems Inc., CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) végeztiik el és vizsgalt gének GAPDH-ra
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normalt értékét tiintettiik fel. A vizsgalatok CFX 96 Real-Time PCR (Bio-Rad, Hercules, CA,

Amerikai Egyesiilt Allamok) rendszeren torténtek.

4.5 Kis interferal6 RNS (siRNS) transzfekcid

A 6 lyuku tenyészté edényekben tenyészett sejteket kis interferald gén specifikus RNS-ekkel
transzfektaltuk és géncsendesitettiik. A hem-oxigenaz 1 (HO-1), ferritin nehéz lanc (FT-H),
biliverdin reduktaz (BVRA) és nem kodold kontroll (NC) siRNS-ek az Ambion-t6l kertiltek
beszerzésre (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A gyari
leirasnak megfeleld protokollt hasznalva 10 nmol/L siRNS adtunk a sejteknek oligofektamin
jelenlétében 24 oran keresztiil FBS és PSA mentes OptiMEMbe (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA Amerikai Egyesiilt Allamok). Ez kovetéen a transzfektalé médiat lecseréltiik és

a kordbban emlitett kezeléseket elvégeztiik, majd ER stressz markereket vizsgaltunk.

4.6 Citotoxicitas vizsgalat

A 96-lyuku fekete, fluoreszcens vizsgéalatokhoz hasznalt tenyészté edénybe helyzetiik a
sejteket. A megfeleld konfluencia szint elérése utan (90 %) a sejteket oligofectamin jelenlétében
10 nmol/L kis interferal6 szelektiv RNS-el csendesitettiik (FT-H, HO-1 és BVRA siRNSek). A
24 ¢6rés transzfekcio elteltével a sejteket megkezeltilk hemmel és az irodalomban jol ismert
sejthaldl gatlokkal: nekroptdzis (necrostatin), apoptdzis (ZVAD) és ferroptozis (ferrostatin).
Ezen kivill még korabban hasznalt ER stressz inibitorokkal is: 4-PBA és VPA. A 24 6ras
kezelést kovetden a sejteket HBSS+-al mostuk és 30 percig 1uM kalcein AM-el inkubaltuk. A

fluoreszcenciat 485/530 nm-en mértiik.

4.7. Sejtfeltaras fehérje alapt mérésekre ¢s Western blot

A 6 lyuku tenyésztéedényben kezelt sejteket HBSS-sel (pH 7.4) mostuk, majd szolubilizaltuk
RIPA pufferel (50 mmol/L Tris [pH 7,5], 150 mmol/L NaCl, 1% lgepal CA-630, 1% SDC,
0,1% SDS, protedz-, és foszfatdz inhibitor). 30 percig jégen. A legylijtott lizatumokat 16,000 x
g-n, 4°C-on centrifugaltuk 15 percig. A centrifugalas utan legytjtottiikk a feliiluszot, mely
tartalmazta a teljes sejtlizdtumot leszamitva a sejtmembran toredékeket és egyéb
komponenseket. A mintdk fehérje tartalmat BCA protein assay kittel (Pierce, Thermo Fisher
Scientific, Waltham , MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hatiroztuk meg és azonos fehérje
mennyiséget (30 pg fehérje) injektaltunk a 10 vagy 12 %-os redukdld Tris-Glicin gélekre
mintanként. Az elektroforézist kovetden a géleket 0,22 pm-es PVDF membranra (Advansta

Inc., Menlo Park, CA, United States) vagy 0,45 pum-es nitrocelluloz membranra (GE
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Healthcare, Chicago, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok) transzferaltuk at. A nem specifikus
antitestkdtohelyeket 5% BSA-val (borji szérum albuminnal) vagy 5% zsirmentesitett tejporral
blokkoltuk szobahdmérsékleten 60 percen keresztiil. A blokkolast kdvetden a membranokat
4°C-on billegébn minimum 16 oran keresztiil inkubaltuk az alédbbi elsddleges antitestekkel:
human ATF4, ATF6, BVRA, CHOP, elF2a, pelF2a (Ser451), FT-H, Hgb, HO-1, GAPDH ¢és
XBP1 fehérje elleni antitestek. A CHOP, a HO-1 és a GAPDH antitestek a ProteinTech-t61
(Manchester, M33WF, Egyesiilt Kiralysag) rendeltiik. A tovabba fent emlitett antitesteket pedig
a Cell Signaling Technology-t6l (Danvers, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok). A célfehérjék
antitestjeit azonosan 1:1000 higitasi aranyban hasznaltuk, a normalizal6 fehérjét pedig 1:5000
aranyban. Az elsddleges antitestekhez tarsuld masodlagos antitesteket 16 ora elteltével a
membranra helyeztikk 60 percig szobahdmérsékleten. Az antigén-antitest kapcsolodast
kemilumineszcens probaval detektaltuk (Westernbright ECL HRP szubsztrat- Advansta). A
kapott jelek kvantitativ emisszidjat a vizsgalt haztartasi fehérje expresszidjara normalizaltuk

ImageJ szoftverrel.

4.8 Konfokalis mikroszkopia

Az immunfluoreszcens festésekhez a sejteket 24 lyuku, 12mm-es iivegkorongot tartalmazo
tenyészté edényben kezeltikk. A sejtkezelést kovetéen 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk a
sejteket 15 percen keresztiil szobahdmérsékleten. A fixalast kovetéen PBS-el 3 alkalommal
mostunk tenyésztési térfogattal azonos mennyiségben. A nem specifikus kotéhelyeket 0,3 %
Triton-X és 5 %-os kecskeszérum tartamtt PBS-ben blokkoltuk 60 percen at. Ezt kdvetéen 16
Oran keresztiil inkubaltuk a mintdkat az els6dleges antitestekkel (human Grp78 elleni
monoklonalis antitest — Thermo Fisher Scientific és human HO-1 elleni antitest — Protein Tech).
Masnap a fluoroforral jelolt masodlagos antitesteket helyeztiik a mintakra (Grp78-zo6ld- Alexa
Fluor 488 egérben termeltetett human IgG ellenes és HO-1-piros-Alexa Fluor 568 nyulban
termeltetett human IgG ellenes) 60 percig szobahdémérsékleten. A sejtmag vizualizalasahoz
Hoechst festéket hasznaltunk 10 perces inkubécioval a masodlagos antitesttel torténd inkubalas
utdn. A mintakrél a felvételeket Leica Microsystems nagyfelbontasi konfokalis

mikroszkopjaval készitettiink.

4.9 Szovetmintak

A vizsgalati mintak nem egyedi betegek kortorténetén alapszik, hanem olyan csoportokat
valasztottuk ki, ahol egészséges alanyokban és atherosclerosis miatt CEA endarchterectomian

atesett betegeknél vizsgalhatjuk a HIER stressz folyamatat. A CEA mintdk a Debreceni
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Egyetem Klinikai K6zpont, Sebészeti Klinika, Ersebészeti Tanszéke biztositotta szamunkra. A
mintagyijtést a Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont, Regionalis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaga hagyta jova az alabbi engedély szam alatt: DE OEC RKEB/IKEB 3712-2012. A
donorok irasos tajékoztatdst kaptak a mintavételrdl és beleegyezésesiiket adtdk azok
felhasznalasdhoz. A mintakat az AHA tUtmutatdja alapjan patologus osztalyozta: l.es tipus

(egészséges), IV.es tipus (atheroma) és VI.os tipus (komplikalt 1ézid) csoportok szerint.

4.10 Immunhisztokémia

A vizsgalathoz hasznalt CEA artéria mintakat 4%-os formaldehid oldatban fixaltuk 1-3 napig a
minta méretétdl fliggden. Ezt kovetden egy dekalcinalasi folyamat kovetkezett, majd a tovabbi
immunfestést a Pathologia Intézet munkatarsai végezték el. A 3-5 um vastag fixalt
érszeletekben kérésiinkre CHOP, Grp78/BIP, SMA és H&E festést készitettek. A felvételeket
fénymikroszkop, illetve ahhoz kapcsolddd kamera rendszerrel rogzitették. A mintakon késziilt

festések relevancidjat patologus kolléga hatarozta meg.

4.11 RNS szekvenalas

A human CEA mintakbol (n=5) total RNS-t nyertiink ki a fent emlitett modszerrel. A mintak
mindségi validalasa Agilent Bioanalizatorral tortént az Eukariota Total RNS Nano Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, Amerikai Egyesillt Allamok) segitségével. A
konyvtarkészitéshez a nyolcnal nagyobb RNS integritas szammal rendelkez6é mintak keriiltek
be. A szekvenalasi folyamatot kollaboracios partneriink az Illumina NextSeq500 késziilékkel
végezte 75 cikluson at tartd protokollal. A szekvenalas nyers eredményei elérhetéek az NCBI
SRA adatbazisdban PRINA594843 szammal ellatva. A szamunkra relevans gének hétérképet
¢és pont diagrammjait statisztikai elemzést kdvetden kollaboracid partneriink rendelkezésiinkre

bocséjtotta.

4.12 Statisztikai analizis

A GraphPad Prism 5.13 szoftverrel végeztiik az adatok statisztikai elemzést. Az eredményeket
atlag+standard hiba valtozoval abrazoltuk. A statisztikai analizishez egyponthoz mért ANOVA
posthoc Bonferroni algoritmust hasznaltunk ( * p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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V. Eredmények

5.1 Az endoplazmatikus retikulum stressz jelenléte az atherosclerosis
pathofizioldgidjaban

Az ER stressz és bevérzés kozotti kapesolatot CEA-bol szarmazo mintakon vizsgaltuk, melyek a
plakk progresszidjanak kiillonboz6 allapotait (ateroma és bevérzett plakk) reprezentaltak, melyeket
egészséges kontroll mintakkal hasonlitottunk 6ssze. Az immunhisztokémiai festés soran a simaizom
aktin (SMA), a Grp78 és CHOP fehérjéket vizsgaltuk. Az 1. dbran lathato, hogy az egészséges érfal
csekély mennyiségli Grp78 és CHOP festodést mutat. Az aterdma metszetén jol lathatd a lipid
lerakddasok koriil mobilizalodd simaizomsejt réteg, am az ER stressz markerek expresszidja a
kontroll érfaléhoz hasonld mértékii. A ruptaralt, bevérzett komplikalt 1ézi6 mintaiban magas
immunopozitivitas lathato mind Grp78, mind CHOP tekintetében. A nagyobb nagyitasu képen az
aktivalodott simaizomsejtek citoszolikus Grp78, illetve citoszolikus és magi transzlokalizaciot

mutatdé CHOP festddést mutatnak (1. &bra).
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1. abra | A Grp78 mint, ER dajkafehérje és CHOP mint, sejthalal atvonal fehérje szovettani expresszios
mintazata az ateroszklerozikus plakk-képzédés kiilonb6z6 stadiumaiban.

Egészséges CEA régio (balra), ateroma (kozépen) és komplikalt bevérzett 1ézi6 (jobbra). A
hematoxilin/eozin, SMA, CHOP és Grp78 immunhisztokémiai festések azonos szoveti metszetbol és
ugyanazon nagyitasban késziiltek.
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5.2 A bevérzett plakkokban jelentds mennyiségili szabad hem figyelhetd

meg

A CEA mintakbol fehérjéket nyertiink ki Western blot és spektrofotometrias mérésekhez. A
vizsgalatok soran detektaltuk, hogy az egészséges mintakhoz képest a komplikalt 1éziokban
keresztkotott hemoglobinformak vannak jelen, melyek a hemoglobin oxidacidjanak folyamatat
erésitik meg (2. dbra, A-panel) Az oxidicid6 soran hem felszabadulds torténik. A
spektrofotometrids mérések alapjan a komplikalt 1éziokban szignifikdnsan magasabb ferriHb
(2. ébra, B-panel) és hem tartalom (2. abra, C-panel) mérhetd. Ennek tiikrében bizonyitottuk,

hogy a plakk belsejében magas hem koncentraci6 van jelen.
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2. abra | A plakkban 1évé Hb oxidacidja soran felszabadulé magas hem tartalom karakterizalisa
komplikalt 1éziéban.

Keresztkotott oxidalt hemoglobinformak Western blot analizise humén egészséges és komplikalt CEA
artéria mintakbodl (A). FerriHb (umol/L) koncentracié meghatarozasa egészséges €s komplikalt 1€ziokbol
lizalt mintakbodl. A fotometrids meghatarozas a lathat6 tartomanyban felvett gorbék alapjan szoveti fehérje
tartalomra normalizalva tortént (B). Teljes hem tartalom spektrofotometria meghatarozasa egészséges és
komplikalt 16ziokbol feltart mintakbol (C). Szignifikancia szint: *** p <0.001

33



5.3 A hem 1d6- és dozisfiiggd modon aktivalja az ER stressz PERK

karjat human aorta simaizomsejteken.
Az ER stressz PERK karjanak hem hatasara torténé aktivaciojat HAoSMC sejteken elséként a

CHOP expresszid nyomon kovetésével vizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a hem dézis- és ido
fiiggvényében CHOP mRNS szintli aktivaciot eredményez (3. abra A panel). Szignifikans
novekedés a legkorabbi, 3 6ras idopontban a legszamottevobb, majd az id6 fliggvényében a
hem altal kivaltott CHOP expresszi6 csokkend tendenciadt mutat. Mivel CHOP expressziot az
ER stressz IRE1 és ATF6 karjanak aktivacidja is kivalthat, ezért vizsgaltuk két, a PERK altal
szabalyozott fehérje poszttranszlaciods- és génexpresszios valtozasait. A PERK kar aktivaciojat
az elF2a Ser51 foszforilacidja és fokozott ATF4 expresszio kovet. Kimutattuk, hogy az ATF4
RNS- ¢és fehérjeszinten is kifejezddik 1d6- és dozisfiiggd fliggvényében. Az ATF4 expresszidja
3 és 6 oraval a hem kezelést koveten kifejezett, mig 16 ora elteltével a kezeletlen kontroll
szintjére csokken a hem-kezelt sejtekben (3 abra, B-E panel). Az elF2a foszforilacioja a
kaszkad korai szakaszaban (3 o6ra) fokozott, majd a kontroll szintjére csokken (3. abra B-E

panel).
A
ok 3
104

2 ok ok | 3 ora
He | | e o i
Z T 8 ' I [ 6 ora
=5 ! : & 16 6ra
=
bl B B
Z & H
2 Ll 1
2
s Ll
=< !
- i

0“' T

NK VK 1 10 25

B ok

O T i

s E ! 0 36ra
. : = [ 6 6ra
| : = 16 ora
i
i

ATF4 mRNS expresszié
(GAPDH normalizalt)

NK VK 1 10 25

1M hem

34



UM hem

NK VK 1 10

)
O
-
~

ATF4

pelF2a [Ser51]
elF2a
GAPDH

ATF4

pelF2a [Ser51]
elF2u
GAPDH

ATF4
pelF2a [Ser51]

elFa
GAPDH

3. abra | A hem okozta ER stressz PERK kar aktivacidja id6- és dozisfiiggé médon “in vitro ,,huméan
aorta simaizom sejteken (HA0SMC).

A sejtek kezelése emelkedé dozist hemmel (1,10, és 25 uM) és a legmagasabb dozis vivéanyagkontroljaval
(NaOH) megegyezd szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmtit DMEM
cseréjét kovetéen az ER stressz markereket 3, 6 és 16 ora elteltével mértiik. Pozitiv kontrolként
thapsigarginnal (1uM) kezelt sejteket hasznaltunk (A-E). A CHOP (A) és ATF4 (B) génexpresszios
mintazata dozis- és idogorbe vonatkozasaban qRT PCR mddszerrel. ER stressz fehérje expresszio vizsgalata
az elF-2 foszforilacion és ATF4 fehérjén keresztiil Western blot analizissel 3 (C), 6 (D) és 16 (E) oraval a
hem kezelést kovetéen. NK: negativ kontrol, VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia
szint: *** p <0.001
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5.4 Az ER stressz IRE1 kar hem indukalt aktivacidja id6- és dozisfiiggd

aktivacidja human aorta simaizomsejteken

Az IRE1 kar hem hatasara torténd aktivacidjat RNS és fehérje szinten a hasitott XBP1 (XBP1s)
megjelenésével kovettik nyomon a HA0OSMC sejteken. Kimutattuk, hogy az XPB1s RNS
mennyisége id6- és dozisfiiggd modon valtozik hem hatdsara mind RNS, mind fehérje szinten.
Fokozott XBP1s expresszio a hem kezelést kovetéen 3 oOraval a legmagasabb, majd ezt

kovetden a kontroll szintre csokken (4. abra A-C panel).
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4. abra | A hem okozta ER stressz IRE1 kar aktivacidja idé- és dézisfiiggé modon “in vitro ,,human aorta
simaizom sejteken (HAoSMC).

A sejtek kezelése emelkedd dozisu hemmel (1,10, és 25 uM) és a legmagasabb dozis vivéanyagkontroljaval
(NaOH) megegyezd szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmi DMEM cseréjét
kovetéen az ER stressz markereket 3, 6 és 16 ora elteltével mértiik. Pozitiv kontrolként thapsigarginnal (1uM)
kezelt sejteket hasznaltunk (A-F). A hasitott XBP1 agar6z gélelektroforézis mintazata RT-PCR futtatast kvetden
(A, B, C). XBPI fehérje expresszios mintazat Western blot analizissel (D, E, F). Id6gorbe abrazolasa szerint 3 (A,
D), 6 (B, E) és 16 (C, F) 6ras mérések lathatoak az abran. NK: negativ kontrol, VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv
kontrol. Szignifikancia szint: *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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5.5 A hem id6- és dozisfiiggd modon indukalja az ER stressz ATF6

karjat human aorta simaizomsejteken

Az ATF6 fehérje hasitassal aktivalodik, melyet a teljes hosszusdgh ATF6 fehérje
expresszidjanak mérésével kovettiink nyomon immunoblot technikaval. Kimutattuk, hogy a
hem 1d6- és dozisfiiggd modon fokozza az ATF6 hasitasat HAOSMC sejteken, mely az ATF6
kar aktivaciojara utal (5. abra, A-C panel). Az ATF6 hasitasa 3 o6ra (A panel) utan a
legerételjesebb és 6 ora (B panel) elteltével is jelentés mértékii. 16 ora (C panel) elteltével kozel

crer

némi fogyas lathato.

uM hem

NK VK 1 10 25 PK

B
ATF6
| ————

5. abra | A hem okozta ER stressz ATF6 kar aktivacioja id6- és dozisfiiggé médon “in vitro ,,human aorta
simaizom sejteken (HA0SMC).

A sejtek kezelése emelked6 dozisa hemmel (1,10, és 25 pM) és a legmagasabb dozis vivéanyagkontroljaval
(NaOH) megegyez6 szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalma DMEM cseréjét
kovetden az ER stressz markereket 3, 6 és 16 ora elteltével mértiik. Pozitiv kontrolként thapsigarginnal (1uM)
kezelt sejteket alkalmaztunk (A-C). Az ATF6 fehérje proteolitikus hasitasanak vizsgalata Western blot analizissel
(A-C). Idogorbe abrazolasa szerint 3 (A), 6 (B) és 16 (C) oras mérések lathatdoak az abran. NK: negativ kontrol,
VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv kontrol.
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5.6 A hem 1d6- és dozisfliggd modon indukalja az ER , mester
regulator” Grp78-t, valamint a hem katabolizmusban szerepet jatszo

HO-1/Ferritin expressziojat human aorta simaizomsejteken

A Grp78 az ER stressz kozponti mester regulatora, igy vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a hem
a Grp78 expressziojat HAoSMC sejteken. A hem kezelést kovetéen mar 3 6ranal szignifikans
génexpressziot lattunk mar a legalacsonyabb hem dézis (1 uM) esetén is (7. abra A-panel). A
legmagasabb Grp78 expressziot RNS szinten 6 oraval a hem kezelést kovetden detektaltuk, az
Grp78 RNS szintli expresszidja ezt kovetden csokkent (7- abra D-E panel). Fehérje szinten a
Grp78 expresszid 6 és 16 ora elteltével is emelkedett volt (7. abra D-E panel). Ezt kdvetden
vizsgaltuk a hem katabolizmuséaban szerepet jatszo két fehérje, a HO-1 és a ferritin nehézlanc
(H-ferritin) expressziojat. A hem valamennyi vizsgalt koncentracioban, id6- és dozisfiiggd
modon aktivalta a HO-1 génexpresszidjat (7. abra B panel), valamint a HO-1/H-ferritin fehérje

szintl expressziojat
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7. abra | A hem okozta protektiv fehérjék aktivacidja, mint Grp78 és HO1/FTH rendszer ido- és dozisfiiggo
moédon “in vitro ,,human aorta simaizom sejteken (HAoSMC).

A sejtek kezelése emelked6 dozisa hemmel (1,10, és 25 pM) és a legmagasabb dozis vivéanyagkontroljaval
(NaOH) megegyez6 szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmi DMEM cseréjét
kovet6en az ER stressz markereket 3, 6 és 16 ora elteltével mértiik. Pozitiv kontrolként thapsigarginnal (1puM)
kezelt sejteket alkalmaztunk (A-E). A Grp78 (A) és HOI (B) génexpresszios mintazata dozis- és id6gorbe
vonatkozasdban qRT PCR modszerrel. A Grp78 dajkafehérje és HO1/FTH rendszer fehérje expresszids vizsgélata
Western blot analizissel 3 (C), 6 (D) és 16 (E) o6raval a hem kezelést kovetden. NK: negativ kontrol, VK: vivéanyag
kontrol, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: *p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001



5.7 A hemopexin és alfa-1-mikroglobulin hemk&to fehérjék csokkentik

a HIER stresszt human aorta simaizomsejteken

Az alfa-1-mikroglobulin (A1M) és hemopexin (Hpx) védelme a hemmel vald kelatképzo
tulajdonsagukban rejlik. A hem és a hemoproteinek kozotti kémia reakcid lehetévé teszi azt,
hogy az extracellularis hem ne 1éphessen interakcidba a sejttel. A hemkotd fehérjék hemmel
szembeni hatasat vizsgaltuk az UPR utvonalak aktivaciojara nézve. Ezekhez a kisérletekhez a
sejtek hem-fehérje komplexekkel kezeltiik, ahol ekvimolaris mennyiségben hemkotd helyre
korrigdlva hasznaltuk a hem mellé az adott akutfazis fehérjéket (25 uM hem + 12,5 uM AIM /
25 uM Hpx). Vizsgaltuk az IRE1-, PERK- és ATF6 tutvonal résztvevéit, hogy milyen
mértékben valtoznak a hemkdotd fehérjékkel kiegészitett kezelésnél. A szakasz els6 felében az
mRNS alapu vaéltozasokat reprezentaljuk, melyeket két idépontndl vizsgaltunk, mindkét
hemkotd fehérje jelenlétében. A mérésekbdl lathatoé az IRE1 utvonal két eleme: az ATF4 (8.
abra, A/E panel), a CHOP (B/F panel) és az adaptaciés mechanizmusban résztvevé Grp78 (C/G
panel) és HO-1 (D/H panel) génexpressziok markans csokkenést mutatnak az 6nmagaban
hemmel kezelt sejt valaszahoz képest. A hemoproteinek védelme a korai 3 6ras és kései 16 oras

idépontban egyarant szignifikdnsak maradtak.

A E
drded g

3 -
s O 36ra - e ] 3 6ra
N o= U=
2 G - 3 16 6ra 2 3 B B 16 ora
E;E 2 i?-s 2
SE s E
w2 wr 2
Fa s - =
gz E
E 24 = 14
= % =z <
ge £EC l

0- . 0 v T . 3

NK VK AIM - +AIM NK VK Hpx - +Hpx
hem hem

41



B
deh Rk
8 l
= [ 3ora
25 o & 16 6ra
L
ZE
o=
= 4+
£z
Ea
= =2
2e
s lomnmnf lim Of
o 08 1
NK YK AlIM - +AIM
hem
C
*xk
4-
e O 36ra
22 B 16 6ra
Z .= 3 m
& =
7 2
® =
£
o
= < 14
ES
o]
0- T r r T
NK VK AIM - +AIM
hem
D
40-
. 3 0ra
3 % B 16 dra
Z % 304
[-™
g £
w E 20-
2=
R
= =< 104
gc

|

CHOP mRNS expresszio

T

wkw

15+
- | [ 36ra
§ & 16 ora
E 10
E
=]
=
=
S
=
=
Jom om om @ [a
NK VK Hpx -  +Hpx
hem
G
*EhE
______ 1
5-
= — Rl O3
=, ! B 166ra
2 3 1
= |
@ 5] i i
a3 i 1
Z =z, . !
E=? i
2z :
B 11
== LA I
0- , ;
NK VK Hpx - +Hpx
hem
H
wRE
Cenx |
50- s
. :l:_!- I O30ra
3 3 404 ! ! 3 166ra
g = 1 I
2= 1 i
Z E 30- | |
; E : |
% = 201 ! H
EZ !
SRl n !
== n !

8. ébral Az alfa-1-mikroglobulin és hemopexin csokkenti az ER stressz karok és HO-1 rendszer
génexpressziés aktivaciojat “in vitro,, human aorta simaizom sejteken (HAoSMC).

A sejtek kezelése 25 uM hemmel illetve a hem mellett ekvimolaris mennyiségli rekombinans AIM (12,5 uM) és
hemopexin (25pM) szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmtt DMEM cseréjét
kovetden az ER stressz markereket 3 és 16 ora elteltével mértiik. Az ATF4 (A, E)/CHOP (B, F), Grp78 (C, G) és
HOL1 (D, H) génexpresszios mintazata dozis- és idégorbe vonatkozasaban qRT PCR mddszerrel. NK: negativ
kontrol, VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv kontrol, A1M: alfa-1-mikroglobulin, Hpx: hemopexin. Szignifikancia

szint: *** p <0.001.
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A szakasz masodik felében a fehérjeexpressziés mintazatot vizsgaltuk PERK/IRE1/ATF6
tekintetében, illetve az IRE1 medialta XPB1 hasitasat a fent emlitett kondicidk mellett. A
hasitott XBP1 mintazata mutatja, hogy az utvonal a hemoproteinekhez kotott hem mellett nem
aktivalodik. Mindkét fehérje azonos védelmet nytjtott a hem altal kivaltott hatas ellen (9. abra,
A-B panel). A génexpresszios mintazatokhoz hasonloan a fehérjeexpresszio is kovette a gatlas
mechanizmusadt ATF4 /Grp78/XBP1 és HO-1 fehérjék esetén is. Az elF2a fehérje
foszforilacidja és az ATF6 fehérje proteolitikus hasitasa sem kovetkezett be az A1M és a Hpx
jelenlétében (C-D panel). Osszeségében elmondhatd, hogy az AIM és Hpx képes gatolni az

ER-t provokald hem hatasat a vizsgalt sejteken.
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9. abra | Az alfa-1-mikroglobulin és a hemopexin csokkenti az IRE1/ATF6/PERK utvonal aktivacidjat “in
vitro ,human aorta simaizom sejteken (HAoSMC).

A sejtek kezelése 25 pM hemmel illetve a hem mellett ekvimolaris mennyiségili rekombinans A1M (12,5 uM) és
hemopexin (25uM) szérummentes DMEM-ben tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmi DMEM cseréjét
kovetden az ER stressz markereket 3 és 16 ora elteltével mértiik. Az IRE1 utvonalban résztvevd hasitott XBP1
mintdzatat agar6z gélelektroforézissel vizsgaltuk RT-PCR futtatast kovetden hem kezelést kovetd 3 ora elteltével
(A, B,). Akorai ER stressz fehérje expresszio vizsgalata az elF-2 foszforilacion, ATF6/ATF4 fehérjén és HO1/FT-
H rendszeren keresztiil Western blot elemzéssel a hem kezelést kovet6 3 (C) és 16 (D) ora elteltével. NK: negativ
kontrol, VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv kontrol, A1LM: alfa-1-mikroglobulin, HPX: hemopexin.
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5.8 A hem, mint szabadgyok generalo vegyiilet hatasanak kivédése N-

acetil-ciszteinnel

Irodalmi adatok alapjan a korosan feldisuld szabad hem szabadgyokok felszabaduldsat okozza,
ezzel sz€lsGséges esetben sejthalalt indukalva a sejtekben. Az N-acetil-cisztein (NAC) egy
széleskorben hasznalt antioxidans, mely gyokfogd hatasanak koszonhetéen képes a hem okozta
kéaros szabadgyok-hatast gatolni. Munkank soran vizsgaltuk, hogy a NAC képes-e a HIER
stressz gatlasara. Eredményeikbdl lathatd, hogy a NAC kezelés hatékonyan csdkkentette a

vizsgalt ER stressz markerek expresszigjat (10. abra A-D).
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10. abra | Az N-acetil-cisztein csokkenti az IRE1/ATF6/PERK tutvonal aktivaciojat “in vitro ,,human aorta
simaizom sejteken (HAoSMC).

A sejtek kezelése 25 pM hemmel illetve a hem mellett N-acetil-cisztein (10 mM) szérummentes DMEM-ben
tortént 60 percig, majd 10 % szérumtartalmi DMEM cseréjét kovetéen az ER stressz markereket 3 ora elteltével
mértiik. Az PERK utvonalban az ATF4 (A), CHOP (B) és HO1 (C) génexpressziés mintazata qRT PCR
modszerrel. A korai ER stressz fehérje expresszio vizsgalata az elF-2 foszforilacion, ATF6/ATF4/XBP1 fehérjén
€s HO1/FT-H rendszeren keresztiil Western blot analizissel a hem kezelést kovetd 3 (D) ora elteltével. NK: negativ
kontrol, PK: pozitiv kontrol, NAC: N-acetil-cisztein. Szignifikancia szint: ** p <0.01, *** p <0.001.
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5.9. A plakk bevérzése fokozza az ER stresszt CEA-boOl szdrmazo

mintakban

In vitro vizsgélatainkat kovetden munkankat human érmintakra is kiterjesztettiik. igy CEA-bol
szarmazo egészséges €rmintakat, ateromabol és bevérzett plakkbol szarmazd mintakat RNS
szekvenalassal vizsgaltunk. Az ebbdl késziilt hdtérképbdl lathatjuk, hogy az ER stressz gének
magas szinten expresszalodnak (ATFS, CALR, CANX, ATF6, CHOP, Grp78, HSP90B1), mig
masok, melyek a szigndlutvonal korai szakaszaban aktivalédnak (DNAJB9, XBP1,
EIF2AKAS, ATF4) csokkent expressziot mutatnak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
ER stressz folyamata dinamikusan valtozik a plakk progresszidja soran és a bevérzés, illetve az

ott feldusuléo hem markansan modulalja az ER stressz folyamatat (11. abra, A-panel).
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5.10 Az ER stressz markerek expresszioja fokozodik endothélsejtekben
a plakk progresszio soran

Az RNS szintli vizsgalatainkat kovetden, a CHOP és Grp78 markerek nyomon kovetésével, azt
vizsgaltuk, hogy a plakk progresszidja soran hogyan valtozik-e az ER stressz markerek
expresszigja az érfal egy masik rezidens sejtje, az endothélsejtek esetén.
Immunohisztokémiaval kimutattuk, hogy mind a friss bevérzésnél, mind az idiilt bevérzésnél
fokozott expresszio figyelhetd meg az egészséges €s a bevérzés nélkiili aterdmahoz képest a
Grp78 és CHOP esetén egyarant. Mi tobb, a friss és idiilt bevérzés helyén 1étrejovo,

neovaszkularizalt kis erek endothél sejtjei is pozitiv festddést mutatnak (11. abra, B-panel).
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Kutatocsoportunk kimutatta, hogy a bevérzett plakkok nagy mennyiségben tartalmaznak
oxidalt Hb formakat, illetve ezen Hb szétesésébdl hatalmas mennyiségli hem szabadul fel.
Ennek kapcsan tovabb vizsgaltuk a HIER stressz jelenségét in vitro human aorta endothelialis
(HAOEC) sejteken. Immunfluoreszcens festéssel kimutattuk, hogy a hem fokozza a HO-1 és
az ER stressz marker Grp78 expressziojat HAOEC sejteken, mely alatdmasztja a HAoSMC

sejteken végzett megfigyeléseinket ezen sejttipus esetén is. (11. abra, C-panel).

Hoechst HO-1 Grp78 Osszevont

NK
10 pm 10 pm
10 uM hem

10 um 10 pm 10 pm

11. abra| Hemorragia és hem indukalta endoplazmatikus retikulum (ER) stressz az ateroszklerotikus
plakk képzédés kiilonbozé stadiumaiban és endothelialis sejteken (HAOEC).

Teljes transzkiptom vizsgalat human CEA artéria biopszias mintakbdl az ateroszkler6zis kiilonb6z6 stadiumaniban
ER stresszre jellemzé mRNS mintazat szempontjabol (A). A Grp78 mint, ER dajkafehérje és CHOP mint, sejthalal
utvonal fehérje szOvettani expresszios mintazata ateroszklerotikus plakk képzédés kiilonb6z6 stadiumaiban (B).
HAOEC sejtek Grp78 ¢és HO1 expresszidjanak vizsgalata immunfluoreszcens festtessél konfokalis

mikroszkopiaval.(C). A sejtek 2 6ras hem (10 pM) kezelést kovetd 16 oras allapotban keriiltek festésre.
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5.11 ER stressz karok vizsgalata HAoEC sejteken HIER stressz esetén

crer

indukalta ER stressz folyamtanak szerepe van az ateroszklerdzis progresszidjaban, in vitro
HAOEC sejteken modelleztiik @ HIER stressz jelenségét. Hemolitikus koriilmények kozott a
hem magas koncentracioban (akar 100 uM) keriil a plazmaba. In vitro, HAOEC sejteken
végzett vizsgalataink alatimasztottak az érmintakon tett megfigyeléseinket, mivel sejtkultaras
modellen mar 10 uM hem képes indukalni az ER stressz mechanizmusat. A sejtek kezelése
emelked6 dozist hemmel tortént (10,25 és 50 uM). A génexpresszios mintazat hasonlo valaszt
adott a HAoSMC sejtekhez, mar a korai iddpontban dozis- €és idégorbe figyelheté meg CHOP
¢és Grp78 tekintetében (12. abra, A-B panel).
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Fehérjeexpressziés mintazat alapjan is dozis- és id6gorbe figyelheté meg valamennyi ER
stressz marker esetén. Az ER stressz karok egy-egy jellegzetes markerét (Grp78, XBP1s,
CHOP) vizsgalva lathatjuk a szignalatvonal bekapcsolasat, illetve a HO-1/FT-H rendszer
aktivaciojat is (12. abra, C-E panel).

GAPDH

12. dbra | A hem okozta ER stressz IRE1/PERK/ATF6 karok aktivaciéja idé- és dozisfiiggé médon “in vitro
»human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek kezelése emelkedd dézisi hemmel (10,25, és 50 uM) és a legmagasabb dozis vivéanyagkontroljaval
(NaOH) megegyezd szérummentes CM199-ben tortént 2 oraig, majd 10 % szérumtartalma CM199 cseréjét
kovetden az ER stressz markereket 3, 6 és 16 ora elteltével mértiik. Pozitiv kontrolként thapsigarginnal (1uM)
kezelt sejtek szolgaltak (A-E). A CHOP (A) és Grp78 (B) génexpressziés mintazata dozis- és idégorbe
vonatkozasaban qRT PCR modszerrel. ER stressz fehérje expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/Grp78 és
HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel 3 (C), 6 (D) és 16 (E) 6raval a hem kezelést
kovetden. NK: negativ kontrol, VK: vivéanyag kontrol, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: * p <0.05, ***
p <0.001
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Egy masik kisérleti koriilményben, arra voltunk kivancsiak, hogy a HIER stressz szérumfiiggd
folyamat-e. A szérum Onmagaban tartalmaz direkt és indirekt hemkoté fehérjéket, mint az
albumin vagy az alfa-1-mikroglobulin. A valtozé szérumtartalmt kondiciok ravilagitottak arra,
hogy miikkddhet-e az ER stressz egy iszkémias allapotban, illetve egy csokkent vérellatottsagu,
de hemolitikus régioban. A HAOEC sejteket 50 uM hemmel kezeltiik 3,6 és 24 oras id6gorbe
felvételével egy alacsony (1%) és egy magasabb (5%) szérumtartalmii médidban. A
génexpresszios vizsgalatok alapjan a HO-1/FT-H rendszer kozel azonos valaszt adott
szérumtartalomtol fiiggetleniil (13. abra, C/F-panel). Azonban az ER stressz panelbol lathatjuk,
hogy CHOP és a Grp78 expresszié mértéke jelentOsen eltér. Az alacsony szérummentes
kozegben tobbszords indukcid figyelhetd meg a sejthalalért felelos CHOP-nal. A Grp78
indukcio pedig még 24 ora elteltével is aktiv, mely arra enged kdvetkeztetni, hogy a fehérje
protektiv dajkafunkcioja révén kiizd a magas foku hem okozta stresszel (13. abra, A-B panel).
A magasabb szérumtartalmu kozegben alacsonyabb a HIER stressz mértéke, nagyobb aktivitast

csak 6 oranal észleltiink. Ezt kdvetden visszaall a bazalis szintre az expresszio (13. abra, D-E

panel).
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13. abra | A hem okozta ER stressz mértékének génexpresszios vizsgalata szérumtartalom vonatkozasiaban
“in vitro ,,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek kezelése magas koncentracioja (50uM) hemmel 1 % (A, B, C) és 5 % (D, E, F) szérumtartalmu CM199-
ben tortént az ER stressz markereket 3, 6 és 24 ora elteltével mértik. A CHOP (A, D), Grp78 (B, E) és HO1 (C,
F) génexpresszios mintazata id6gorbe vonatkozasaban qRT PCR mddszerrel (A-F). NK: negativ kontrol.
Szignifikancia szint: ns - nem szignifikans, * p <0.05, *** p <0.001

A fehérje expresszié mintdzata hasonld tendencidt mutatott, mint a PCR eredmények. Meglepd
modon a szérum jelenlétében az XBP1 aktivacidja, igy a hasitott XBP1s szamottevéen csokkent

a CHOP expressziohoz képest, amely még 24 ora utan is detektalhaté a hem folyamatos

jelenléte mellett. (14.abra, A-C panel).
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14. zibra|A hem okozta ER stressz mértékének fehérje expresszios vizsgalata szérumtartalom
vonatkozasaban “in vitro ,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

s

stressz markereket 3, 6 és 24 o6ra elteltével mértiik. (A-C). ER stressz fehérje expresszid vizsgalata a hasitott
XBP1/CHOP/Grp78 és HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel. Iddgorbe abrazolasa
szerint 3 (A), 6 (B) és 16 (C) oras mérések lathatoak az abran. NK: negativ kontrol, PK: pozitiv kontrol.



5.12. HIER stressz gatlasa klasszikus ER stressz inhibitorokkal

Irodalmi adatok szerint az ER stressz bizonyos kémiai chaperonok alkalmazasaval kivédhetd.
A fenil-butirsav (4-PBA) és a natrium-valproat (VPA) széleskorben hasznalt inhibitorok.
Feltételezésiink alapjan a HIER stressz folyamatéaban is kifejthetik gatlo hatasukat. Kisérleteink
soran a HAOEC sejteket egy éjszakan at eldinkubaltuk az emlitett kémia chaperone-okkal: a
teljes tenyészté médiat (10 % FBS és 1 % PSA tartalmi CM199) 5-5 mM VPA-tal és 4-PBA-
ttal egészitettiik ki. Ezt kovetden a HIER stressz indukaltuk 25 pM hemmel szérum és

antibiotikum mentes médiaban 2 6raig, majd a 3 és 6 ora teljes médias regeneracio utan feltartuk

a sejteket.
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15. abra | A klasszikus ER stressz gatlok részben gatoljak a HIER stressz folyamatat “in vitro ,,human aorta
endothelialis sejteken (HAOEC) I.

A sejtek elokezelése két kémia dajkafehérjével tortént (fenilbutirsav (4-PBA) és natrium-valproat (VPA) )5mM-
os koncentracioba 10 % szérumtartalmu CM199-ben tortént egy éjszakan keresztiil. Az elokezelés koveton HIER
stressz indukaltunk szérummentes kornyezetben 2 oraig, majd 3 oraval a 10 % szérumtartalma CM199-el
regeneralast kovetden gén és fehérje expresszids vizsgalatra feltartuk a sejteket, A korai ER stressz markerek koziil
a CHOP (A), Grp78 (B) és HO1 (C) génexpresszids mintazata qRT PCR modszerrel 1athato. Az ER stressz fehérje
expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/ és HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel
(D). NK: negativ kontrol, VT : vad tipus, PK : pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: ns - nem szignifikans, *** p
<0.001

A fenil-butirsav, mint alacsony molekula tomegii kémia chaperone képes kivédeni a fehérjék
rendezetlen feltekeredését megovva ezzel az ER-t a stresszt6l. A natrium-valproat széleskorben
hasznalt stressz inhibitor szamos stresszorral szemben. Eredményeink azt mutatjak, hogy sem
a VPA, sem a 4-PBA nem volt képes teljes mértékben kivédeni a HIER stresszt. A gén- és
fehérjeszintli elemzésbdl kidertilt, hogy a vizsgalt chaperonok nem képesek csokkenteni a

sejthalalhoz vezeté CHOP aktivaciot, ellenben a protektiv szerepti Grp78 és HO-1 indukcidjat
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szignifikansan csokkentik. Az utobbi megfigyelésiinket alatamasztja, hogy irodalmi adatok

szerint a VPA csokkenti a Nrf2- Keap1 ttvonal aktivaciojat.
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16. abra | A Klasszikus ER stressz gatlok részben gatoljak a HIER stressz folyamatat “in vitro,, human
aorta endothelialis sejteken (HAOEC) II.

A sejtek elokezelése két kémia dajkafehérjével, mint fenilbutirsav (4-PBA) és natrium-valproat (VPA) SmM-0s
koncentracioba 10 % szérumtartalmi CM199ben tortént egy éjszakan keresztiil. Az elokezelés koveton HIER
stressz indukaltunk szérummentes kornyezetben 2 o6raig, majd 6 oraval a 10 % szérumot tartalmazo CM199 -
eltorténd regeneralast kovetden gén és fehérje expresszios vizsgalatra feltartuk a sejteket. A korai ER stressz
markerek koziil a CHOP (A), Grp78 (B) és HOI1 (C) génexpresszids mintazata qRT PCR modszerrel lathato. Az
ER stressz fehérje expresszid vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/ és HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil
Western blot analizissel (D). NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: ns -
nem szignifikans, *** p <0.001

Hasonl6an a 15. abran lathatd 3 oras mérésekhez, a HO-1 és Grp78 indukcidt ugyanugy
csOkkentették a klasszikus ER stressz gatlok, ellenben emelték a CHOP indukciéjat mind gén,
mind fehérje szinten a 6 6ras idépontnal is. Osszeségében elmondhaté hogy a VPA és 4-PBA
csOkkentette a protektiv Grp78 indukcidjat. A VPA hatékonyabbnak tlinik az hasitott XBP1

aktivaciojanal, de mindkét gatlo szignifikansan magasabb CHOP expressziot eredményezett.
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5.13 HO-1/Ferritin rendszer vizsgalata HIER stressz esetén HAOEC

sejteken

A hem stresszel szemben védelemben, a hemko6td fehérjék mellett, kzponti szerepet jatszik a
hem lebontasat végzé HO-1/H-ferritin rendszer. Kovetkezo kisérletinkben a HO-1/H-ferritin
rendszer hianyaban torténd valtozasokat kovettiik nyomon a HO-1 és H-ferritin szelektiv

csendesitésével.
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17. abra | A HO1/FT-H rendszer hidnyanak vizsgidlata hem indukalta endoplazmatikus retikulum (HIER)
stressz hatasara L. “in vitro ,,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A HOL1 és a FT-H kis interferald RNS-el (siRNS) torténd géncsendesitést kovetden a sejtek 2 6ras 10 uM hem
kezelést kaptak. Ezt kovetéen a 10 % szérumtartalmi média csere utdn 3 oraval gén- és fehérje expresszios
vizsgalatra lettek feltarva. A korai ER stressz markerek koziil a CHOP (A), Grp78 (B) és HO1 (C) génexpresszios
mintdzata QRT PCR moédszerrel 1athatd. Az ER stressz fehérje expresszid vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/ és
HOL/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel (D). NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, NC/Ctr
SiRNS: nem kodold siRNS, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: ns - nem szignifikans, *** p <0.001

Kisérleteink azt mutattak, hogy hem kezelést kovetd 3 oraval a HO-1 fehérje hidnya drasztikus
ER stressz marker emelkedést mutatott a vad tipusu sejtekkel szemben, ellenben a H-ferritin
csendesitése kilitése nem eredményezett szignifikans emelkedést a kontroll sejtekhez képest

(17. ébra A-D).
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18. abra | A HO1/FT-H rendszer hidnyanak vizsgalata hem indukalta endoplazmatikus retikulum (HIER)
stressz hatasara II. “in vitro ,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A HOI és a FT-H kis interferald RNSes (siRNS) torténd géncsendesitést kdvetden a sejtek 2 6ras 10 pM hem
kezelést kaptak. Ezt kovetden a 10 % szérumtartalmi média csere utan 16 d6raval gén- és fehérje expresszios
vizsgalatra lettek feltarva. A korai ER stressz markerek koziil a CHOP (A), Grp78 (B) és HO1 (C) génexpresszios
mintazata qRT PCR modszerrel lathatd. Az ER stressz fehérje expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/ és
HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel (D).NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, NC/Ctr
siRNS: nem kodold siRNS, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: ns - nem szignifikans, *** p <0.001
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Egy kés6ébbi idépontot vizsgalva azt figyeltilk meg, hogy a HIER stressznél vizsgalt 16 oras
regeneralodasi idovel ellentétben a sejtszintii stresszvalasz nem csokken, inkabb emelkedésnek
indult. Osszeségében elmondhatd, hogy mind a korai, mind a kései fazisokban markans ER
stresszt lathatunk. Erdekes modon csak a HO-1 hianya okozott ilyen szintli emelkedést, a H-

ferritin hianyaban nem tortént valtozas (18. abra, A-D panel).
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19. abra | A HO1/FT-H rendszer hianyanak vizsgalata hem indukalta endoplazmatikus retikulum (HIER)
stressz hatasara II. “in vitro ,,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A HOI kis interferald6 RNSessel (siRNS) torténd géncsendesitést kdvetéen a sejtek 2 oras 10 uM hem kezelést
kaptak. Ezt kovetden a 10 % szérumtartalmi média csere utan 16 oraval fehérje expresszios vizsgalatra lettek
feltarva. Emellett a sejtek egy része a HIER stressz kezelést megelézéen hem-arginatot (10 uM) kapott egy
¢jszakan keresztlil a HO1 protektiv eldaktivalasa miatt. HAOEC sejtek Grp78 és HO1 expresszidjanak vizsgalata
immunfluoreszcens festéssel konfokalis mikroszkopiaval. NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, NC/Ctr siRNS: nem
kodolo siRNS, PK: pozitiv kontrol.
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Ezt kovetben azt vizsgaltuk, hogy a HO-1/H-ferritin rendszer indukcidja nem toxikus, a

klinikumban hasznalatos hem-arginattal protektiv-e a HIER stresszel szemben.
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20. abra | A HO1/FT-H rendszer eléindukcidja gatolja HIER stressz folyamatat “in vitro ,,human aorta
endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek elokezelése 10 uM hem-arginattal 10% szérumtartalma CM199-ben tortént egy éjszakan keresztiil. Az
elokezelés utan HIER stressz indukaltunk szérum-mentes kornyezetben 2 6raig, majd 6 (A, B, C) és 16 (D, E, F)
oraval a 10 % CM199 tartamu regeneralast kovetden gén €s fehérje expresszios vizsgalatra feltartuk a sejteket. A
korai ER stressz markerek koziil a CHOP (A, D) és Grp78 (B, C) génexpresszios mintdzata qRT PCR modszerrel
lathatd. Az ER stressz fehérje expresszio vizsgélata a hasitott XBP 1/CHOP/Grp78 és HO1/FT-H rendszer fehérjéin
keresztiil Western blot analizissel (C, F). NK: negativ kontrol, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: ns - nem
szignifikans, *** p <0.001
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Kimutattuk, hogy a hem-arginatos el6kezelés szignifikansan védett a HIER stressz korai és

kései fazisaban is egyarant (20. abra A-E).

5.14 Hem degradacio intermedierjeinek vizsgalata a HIER stresszben
HAOEC sejteken

A meglévo kisérletes eredményekbdl az jol lathato, hogy a hem indukélta ER stressz HO-1
hidanydban fokozodik, illetve egy emelt HO-1 szint mellett kivédhetd jelenség. Tovabbiakban
arra voltunk kivancsiak, hogy a hem katabolizmus soran felszabadul6 koztitermékek koziil van-
e valamelyik befolyassal a HIER stressz lefolyasara. E16szor a hem degradacio masik kdzponti
enzimét, a biliverdin reduktazt (BVRA) vizsgaltuk. Kis interferald6 RNS-el torténd
géncsendesitést kovetden hemmel kezeltik meg a sejteket és ER stressz markereket
vizsgaltunk. A kisérleteket szimultan végeztiikk a HO-1 géncsendesitéssel, 0sszehasonlitva a két

depléciot.
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21. abra | A BVRA hidnya nem befolyasolja hem indukalta endoplazmatikus retikulum (HIER) stressz
mértékét “in vitro ,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A BVRA kis interferalo RNS-el (siRNS) torténd géncsendesitést kovetben a sejtek 2 6ras 10 pM hem kezelést
kaptak. Ezt kdvetéen a 10 % szérumtartalmi média csere utan 3 oraval gén- ¢és fehérje expresszios vizsgalatra
lettek feltarva. A korai ER stressz markerek koziil a CHOP (A), Grp78 (B) és BVRA (C) génexpresszids mintazata
qRT PCR modszerrel 1athatd. Az ER stressz fehérje expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP/ és HO1/FT-
H/BVRA rendszer fehérjéin keresztiil Western blot analizissel (D). NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, NC/Ctr
siRNS: nem kodolo siRNS, PK: pozitiv kontrol.Szignifikancia szint: ns - nem szignifikans, *** p <0.001

Kimutattuk, hogy a HO-1 hiannyal ellentétben a BVR hidnya nem fokozta a stressz markerek
emelkedést. Ebbol fakadoan az aktiv HO-1 mennyisége a limitalo faktor a rendszeriinkben, nem

pedig a BVR hianya (21. abra A-D).
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A bilirubin, mint a hem katabolizmus intermedierje, széleskorben gatol szamos endothelialis
sejteket érintd stressz mechanizmust. Mivel a BVR hidnydnak nincs befolyasa a HIER stressz
lefolyasara, ezért megvizsgaltuk, hogy az exogénen adott bilirubin dézisfiiggé modon hatast

gyakorol-e a folyamatra.
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22. abra | A biliribun, mint hem katabolizmus koziterméke nem befolyasolja a HIER stressz lefolyasat “in
vitro ,,human aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek elokezelése emelkedd dozisu bilirubinnal (0,1 10, és 25 uM) tortént egy ¢jszakan keresztiil majd 25 uM
hemmel HIER stressz indukaltunk szérummentes CM199ben 2 6raig, majd 10 % szérumtartalmtt CM 199 cseréjét
kovetden az ER stressz markerek 3 ora elteltével voltak mérve. Pozitiv kontrolként thapsigarginnal (1uM) kezelt
sejtek szolgaltak. A CHOP (A), Grp78 (B) és HO1 (C) génexpresszios mintazata qRT PCR moddszerrel. ER
stressz fehérje expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP és HO1/FT-H rendszer fehérjéin keresztiil Western
blot analizissel 3 (D) o6raval a hem kezelést kdvetéen. NK: negativ kontrol, VT: vad tipus, PK: pozitiv kontrol.
Szignifikancia szint: ns — nem szignifikans, *** p <0.001
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Kisérleteinkben ugyanazt a hatést lattuk, mint a BVR csendesitése soran. A bilirubin nem fejtett

ki se pozitiv, se negativ hatast a HIER stressz lefolyasara (22. abra A-D).

A hem degradacio soran felszabaduldé szén monoxid (CO) hatasait vizsgaltuk utoljara
rendszeriinkben. Irodalmi adatok szerint a CO, mint gaztranszmitter, szamos jelatviteli utban
résztvevé molekula, mely anti-inflammatorikus és anti-apoptotikus tulajdonsagokkal
rendelkezik. Ebben a kisérletben a CO indukalta HO-1 indukciot szerettiik volna reprezentalni,
amely vélhetéen sikeresen képes kivédeni a HIER stressz kialakulasat. Két kiilonbozé CO-
donor molekulat hasznaltunk, melyek koziil az egyik egy gyors (CORM-2), mig a masik egy
lassu (CORMAL) gaz kibocsatasi kinetikaval rendelkezik.
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23. abra | Az exogén CO donorok gatoljak a HIER stressz génexpresszios folyamatat “in vitro ,, human
aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek eldkezelése kiilonbozd, emelkedd dozisi CO donorokkal (20/ 40pM) tortént 6 oran keresztiil majd 2 %
szérumtartalmi CM199ben majd 25 uM hemmel HIER stressz indukaltunk szérummentes CM199-ben 2 6raig.
Majd 10 % szérumtartalmtt CM 199 cseréjét kovetéen az ER stressz markerek 3 ora elteltével mértik. A CHOP
(A), Grp78 (B) és HO1 (C) génexpresszios mintazata qRT PCR modszerrel. NK: negativ kontrol. Szignifikancia
szint: * <0.05, *** p <0.001
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24. abra | Az exogén CO donorok gatoljak a HIER stressz fehérje expresszids folyamatat “in vitro ,,human
aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek elékezelése kiilonbozo, emelkedd dozisa CO donorokkal (20/ 40uM) tortént 6 6ran keresztiil majd 2 %
szérumtartalmi CM199ben majd 25 uM hemmel HIER stressz indukaltunk szérummentes CM199ben 2 oraig.
Majd 10 % szérumtartalmti CM199 cseréjét kvetden az ER stressz markerek 3 ora elteltével mértiik. ER stressz
fehérje expresszio vizsgalata a hasitott XBP1/CHOP ¢s a HO1 fehérjéin keresztiil Western blot elemzéssel, 3
oraval a hem kezelést kovetéen. CORM-Ales kezelések az A panelen, a CORM2-es kezelésesek a B panelen
lathatoak. NK: negativ kontrol, PK: pozitiv kontrol.

Osszehasonlitva a két kiilonbozé CO-donor molekulat elmondhatjuk, hogy a CORM-2 mely
gyorsabban kibocsatasi sebességgel miikodik, hatdsosabbnak bizonyult a HIER stresszel
szemben a CORMAL-nél (23. abra A-C és 24. abra A-B). Szignifikans kiilonbséget mutat
mindkét molekula, habar a CORM2 hatékonyabb valaszt adott. Meglepetésiinkre az irodalmi
adatok ellenére a CO donor molekulak csak minimalis HO-1 indukciot valtottak ki a sejteken,

illetve hemmel torténd egylittes kezelés soran a HO-1 valaszt kis mértékben csokkentették is.
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5.15 HO-1 hidnyos allapot okozta sejthalal gatlasa

A HO-1 deficiencia - mely lehet velesziiletett, vagy a funkcionalis enzimaktivitas csokkenése -
dramaian megnoveli a sejtek érzékenységét a hem iranyaban, ezzel csokkentve a sejtek
viabilitasat és sz¢lsdséges eseteben sejthalalt is okozhat. A protektiv HO-1 rendszert nem csak
a hem képes aktivalni, hanem a bilirubin szintézisért felelés BVR is, illetve a vas altal aktivalt
ferritin is. A kovetkezd kisérletekben ennek a két enzimnek a sejtek viabilitasban jatszott
szerepét vizsgaltuk. A HO-1 géncsendesitett sejtekben aktivalodéo BVR és H-ferritin képes-e
kompenzalni a feldasult szabad hem okozta negativ hatasokat. Ezt kiegészitve specifikus
sejthalal induktorokat adtunk a HO-1 depletalt sejteknek.
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25. abra | A sejthalal inhibitorok nem képesek a HO1 hiany okozta toxicitast kivédeni “in vitro ,,huméan
aorta endothelialis sejteken (HAOEC).

A sejtek a fluoreszcens toxicitasi vizsgalathoz fekete bevonata 96 lyuku tenyésztéedényben néttek majd HO1 kis
interferald RNS-el (siRNS) torténd géncsendesitést kdvetden a sejtek 30 percig 10 % szérumtartalmu CM199ben
elékezeltiik jol ismert nekroptozis (50 uM necrostatin), apoptozis (20 uM ZVAD), ferroptozis (5 uM ferrostatin)
inhibitorokkal és kémiai dajkafehérjékkel (5 mM fenilbutirsav 4-PBA és 5 mM natrium-valproat VPA). Ezt
kovetéen 5% szérumtartalmit CM199ben 50 uM hemmel 24 6raig kezeltik a sejteket. A kezelés lejarta utan
Calcein-AM fluoreszcens méréssel megallapitottuk a sejtek viabilitasat. Minden kezelt minta a negativ kontrol
alapértékéhez lett viszonyitva. NK: negativ kontrol, PK: pozitiv kontrol. Szignifikancia szint: *** p <0.001
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Eredményként azt kaptuk, hogy a HO-1 csendesités koriilbeliil 40%-os sejtpusztulast
eredményez a hem expozicidt kdvetden (25. abra). A BVR és a FT-H csendesités nem okozott
valtozast a sejtek viabilitdsdban. A HO-1 deplécio okozta sejthalal kikiiszobdlése érdekében az
ismert sejthalal gatlok ugy, mint nekroptézis (Necrostatin), apoptozis (ZVAD) és ferroptozis
(Ferrostatin) inhibitorok nem valtottak be a hozzajuk flizott reményeket. Kiprobaltunk még 2
klasszikus ER stressz gatlot is (VPA/4-PBA), am ahogy az ER stressz markerek csokkenését se
tudtak befolyasolni ugy a sejthalalt se tudtak kivédeni (25. dbra). Az eredmények arra engednek

kovetkeztetni, hogy nincs ismert inhibitor a HO-1 deficienciaban felmeriil6 hem toxicitas ellen.
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V1. Kovetkeztetések

Kutatasunk az ER stressz atherosclerotikus plakkokban lezajlé folyamatait vizsgalja in vitro és
ex vivo korilmények kozott. Fokuszunkban a plakk hemorragia soran felszabadult koros
mennyiségli hem hatdsénak vizsgalata volt az ER stressz tekintetében a vaszkulatlra rezidens
sejtjeinél. Sejt- és molekularis biologiai modszerekkel megvizsgaltuk, hogy az UPR utvonal

PERK, IRE1, ATF6 aktivalédnak-e.
Eredményeink alapjan a kdvetkezé megallapitasokat tettiik:

1. In vitro kisérleteinkben a vizsgalt sejteknél az ER stressz indukalhat6 és hem jelenlétében az
UPR utvonal PERK, IRE1, ATF6 4gai aktivdlodnak, melyet mind transzkripcids, mind

transzlacios szinten alatamasztottunk.

2. A hem indukalt endoplazmatikus retikulum (HIER) stressz gatolhaté az indukélo éagens,
vagyis a hem hemkato fehérjékkel (hemopexin, alfa-1-mikroglobulin) térténé megkotésével,

de a klasszikus ER stressz gatlok (VPA, 4-PBA) csak kis részben gatoltak a folyamatot.

3. A HO-1/Ferritin rendszer hianya fokozza, aktivacioja pedig csokkenti a HIER stressz

mértékét a vizsgalt sejtekben.

4. A hem degradécios intermedierek koziil csak a CO volt pozitiv hatdssal a HIER stressz

csOkkentésére.

5. A HO-1 deplécid okozta hem-stressz medialta sejthalalt az altalunk hasznalt inhibitorok nem

voltak képesek gatolni.

6. Ex vivo human szévetmintakbol készitett transzkriptomikai vizsgalat és immunhisztokémiai
festések alatamasztottak, hogy a plakk hatodik stddiumaban, a hemorréagias plakkoknal fokozott

az ER stressz jelenléte, a vérzés nélkiili korabbi stddiumokhoz képest.

72



VII. Osszefoglalas

Az ER az eukaridta sejtek proteosztazisaban kulcsszerepet jatszik. Normal mikodése
elengedhetetlen a sejten beliili folyamatok lezajlasahoz [53, 54] . A hibas fehérjék tigy, mint: a
nem, rosszul vagy részben hajtogatott proteinek akkumulécioja az ER lumenben ER stresszhez
vezet [55]. Ezen felhalmozodas az UPR-t azaz, a ,,selejt fehérje valasz” harom agat aktivalja:
az IRE1, a PERK és az ATF6 utvonalat [72, 73]. A szenzorfehérjék aktivacidjat kovetden az
UPR feladata a stresszhez mérten a javito mechanizmusokat bekapcsolni, illetve az apoptdzis

folyamatat beinditani. [60, 61].

A fokozott és/vagy tartos ER stressznek szerepe van szamos megbetegedésben. Metabolikus
korképekben, mint a hepatikus szteatozis [62] és a hiperlipidémia [63, 64] (IRE1 és ATF6
medialta folyamatok), daganatos megbetegedéseknél, ahol emelkedett szintli UPR aktivacionak
koszonhetden fokozott mennyiségi XPBI1s expresszidt allapitottak meg daganat biopszias
mintakbol (agy, mell, limfoma, mieloma multiplex) [65-68], illetve neurodegenerativ
betegségeknél (Alzheimer-korban, Huntington-korban, Parkinson-korban), ahol az ERAD és
ATF6 jelatviteli kaszkad elemei a feldusult fehérje aggregatumokkal rendellenes
kolcsonhatasba 1épnek [69, 70].

Patologias hemolitikus allapotoknal az extracellularis, szabad Hb egy gyors oxidacios
folyamaton megy keresztiil, mivel az eliminal6 akut fazisfehérjék telitédnek [39]. A massziv
intravaszkularis vérzés soran a szabad hem a kérnyezé sejtekben felvételre keriil [45]. Mivel
erdsen lipofil tulajdonsaggal rendelkezik, konnyen mozog akar aktivan, akar passzivan a
sejtmembranon keresztiil. A kornyezd rezidens sejtek magas foku stressznek, akar tobb szaz
mikromol mennyiségli hemnek is ki vannak téve. A hemstressz szdmos human megbetegedés
kozvetlen vagy kozvetett etiologiai tényezdje, ugymint: szerv- és szovetkarosodasok, maldria,
subarachnoidialis hemorragia, rabdomiolizis veseelégtelenséggel parosulva, sebészeti
beavatkozaskor vagy transzfuziokor jelentkez6 komplikaciok, oroklott hemolitikus
szindromak, sarlosejtes anémia, szepszis okozta hemolizisek, valamint atheroscleroticus plakk
ruptara. Ezen korképekben a hem mind magas koncentracioval van jelen [40,43,44]. Habar a
hem nélkiilozhetetlen az oxigén- és elektrontranszport rendszereknél, mint prosztetikus csoport
a hemoproteinekben (Hb, mioglobin, citokromok), a nagy mennyiségii szabad hem prooxidans,

proinflammatoérikus és citotoxikus hatadsokat okoz. Evoliciosan jol konzervalt sejten kiviili
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(hemopexin, alfa-1-mikroglobin) ¢és sejten beliili (HO-1/Ferritin rendszer) detoxifikacios

mechanizmusok ismertek a magas szabad hemmel szemben.

Szamos korabbi tanulmany felvetette, hogy az ER stressz és a vaszkularis megbetegedések
kozott szoros kapcsolat all, beleértve az atherosclerosist és az oxidativ stresszt is. Ezek a
tanulmanyok direkt kapcsolatot talaltak az UPR altal kivaltott ER stressz és atherosclerotikus
rizik6 faktorok kozott [89-92]. A szabad koleszterol, 7-ketokoleszterol, LDL és oxidalt LDL
fokozta az ER stressz Kifejezodését a vaszkulatura rezidens sejtjeiben (makrofagok,

endothelialis sejtek, simaizom sejtek) [93-98].

A hemorragias plakk belsejében a megvaltozott belsé pH és nyomaskiilonbségek roncsoljak az
¢éretlen betiiremkedd ereket, és az azokbdl beérkezd VVT- lizisét okozva Oridsi mennyiségii
hem szabadul fel. A szubendothelialis réteg alatt megjelené magas hem akkumulacionak
elsésorban az endothelialis sejtek, illetve a tunica media oldalrdl oda vandorolt simaizom sejtek
vannak kitéve [87,88]. A dolgozat alapjaul szolgald publikaciokban kisérletes koriilmények
kozott vizsgaltuk a human aorta endothelidlis sejtek és human aorta simaizomsejtek hem
jelenlétében megfigyelhetd ER stresszét, melyet hem indukalta endoplazmatikus retikulum

stressznek (HIER stressz) neveztiink el.

A sejteket hem dozis- és idogorbe fliggvényében vizsgaltuk in vitro. Az UPR harom karjanak
kozponti fehérjéit vizsgaltuk mind transzkripcios, mind transzlacios szinten. Az IRE1, a PERK
¢s az ATF6 utvonalak vizsgalata sordn azt figyeltiik meg, hogy RNS-, és fehérje szinten is
aktivalodnak a karok. Mindharom kar szimultan aktivaciojat figyelhettiik meg hem kezelés
hatasara, ahol emelkedett szinten jelent meg a PERK tutvonal kozponti effektor fehérjéi: a
CHOP ¢és az ATF4. Az IRE1 ttvonal XBP1 hasitadsi mintazatat kovetve szignifikansan magas
XBP1s hasitott format detektalhattunk. Az ATF6 utvonalnal magat az ATF6 proteolitikus
hasitasat vizsgaltuk, mely hasitast kovetden sejtmagi transzlokalizacidja a hajtogatasért felelds
dajkafehérjék (Grp78, Grp94, kalretikulin) expresszidjat inditja be. Ezen vizsgalt
szenzorfehérjékhez normal allapotban a Grp78 kapcsolddik és gatolja azok kifejezddését.
Tekintve, hogy a Grp78 kotddési affinitasa nagyobb a rendezetlen fehérjékhez, mint a
szenzorfehérjékhez, igy a Grp78 expressziot is megvizsgaltuk. Dozis- ¢és 1ddgorbe
fliggvényében magas Grp78 kifejezddést detektaltunk. Osszeségében elmondhaté, hogy az
UPR altal beinditott fokozott ER stressz jelenléte detektdlhatdé és az ER hajtogatasi
kapacitasdnak javitd mechanizmusai beindultak. Magéat a HIER stresszt, mint jelenséget,
ezekkel a kisérletekkel bizonyitani tudtuk mindkét sejttipuson. A HIER stressz detektalast
kovetden a szervezetben is milkodd akutfazis fehérjékkel probaltunk gatlast elérni. A
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hemopexin, mely stochiometrikusan 1:1 aranyban és az alfa-1-mikroglobulin mely 1:2
aranyban képes hemet kotni exogén modon, képes lehet a HIER stresszt gatolni. Kisérleteink
soran a két akut fazis fehérje sikeren gatolta az IRE1, a PERK ¢és az ATF6 tutvonalak
aktivaciojat, illetve a Grp78 kifejezddését is. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az UPR kaszkad

az indukal6 agens jelenléte nélkiil nem indult be.

A hem, mint szabadgyok generald vegyiilet szamos tanulmanyban megjelenik. A sejtek
oxidativ karosodasa negativ hatassal lehet az ER funkciojara, igy a hajtogatasi kapacitas koros
emelkedésével az ER stressz kaszkadok beindulhatnak. Maga ez az antioxidans Utvonalak és
ER stressz kaszkadok tobb ponton is kapcsolatba Iépnek, példaul Nrf2/HO-1 szignalizacidval a
PERK-en és az IRE1-en keresztiil is [8]. A NAC, mint gyokfogd molekula kapcsolatat is
vizsgaltuk a HIER stresszben. Eredményeinkbdl lathatd, hogy az akut fazis fehérjékhez

hasonldan gatolja az UPR tutvonalak kozponti fehérjéinek expressziojat.

Irodalmi adatok szerint a klasszikus ER stressz bizonyos kémiai chaperonok-ok alkalmazasa
mellett csokkentheté vagy teljes mértékben gatolhatd. Az altalunk valasztott fenil-butirsav (4-
PBA) és a natrium-valproat (VPA) csak részben vagy kis mértékben tudta gatoljon a HIER
stressz kifejezddését. Ellentétben a hem-proteinekkel tortént gatlasokkal, a kémiai chaperonok-
ok a stresszkarok csak egyik pontjat tudtak gatolni, vagy kis mértékben a tobbi vizsgalt
célfehérje expresszidjat. A PERK altal aktivalt apoptozis irdnyat mutatd CHOP jelenléte
tovabbra is magas volt a kezelt sejteknél, ellenben a hem katabolizmusért felelés HO-1 és a
normalis hajtogatasért felelés Grp78 szintje er6sen csokkent. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy

a klasszikus ER stressz ¢s a HIER stressz kiilonb6zo utvonalakon fejti ki hatasat a sejtekben.

Vizsgalataink szerint a HO-1/H-ferritin rendszer kozponti szerepet tolt be a HIER stressz
lefolyasaban. Ennek bizonyitasara siRNS alapu géncsendesitéssel inaktivva tettiik a rendszert
¢és vizsgaltuk az ER stressz mintazatot. A HO-1/H-ferritin rendszer hianyaban az ER stressz
karok vizsgalt fehérjei szignifikdnsan nagyobb expressziot mutattak a vad tipusu sejtekhez
képest. Erdekes modon a HO-1 hianya okozott csupan drasztikus valaszt, a H-ferritin hianyéban

nem tortént valtozas.

A HO-1 géncsendesitést kdvetden lathattuk, hogy a HO-1 jelenléte krucialis a HIER stressz
elleni védekezésben. A sejtek hem-arginattal torténd kondicionalasat kovetden a stressz
kifejtése elétt mar meglévo, magasabb HO-1 készlettel rendelkez6 sejtek nem mutattak az ER
stressz jelenlétét. Se a korai, se a kései fazisokban nem detektaltunk UPR szenzorfehérje

expressziot. Ennek tiikrében a klinikumban hasznalt hem-arginat akar az extra- ¢és
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intravaszkularis bevérzésekkel jard beavatkozasok el6tti potencialis induktor is lehetne, mely
felkésziti a sejteket a varhaté HIER stresszre. Eredményeinkbdl l1athato, hogy a HIER stressz
HO-1 hianyaban fokozodik és emelkedett HO-1 szint mellett kivédhetd.

A HO-1 indukalta hem katabolizmust kovetd folyamatok és intermedier termékek hatasat
vizsgaltuk tovabb. A biliverdin-reduktaz hianyos allapot, a bilirubin kezelések se pozitiv, se
negativ hatast nem fejtettek ki HIER stressz lefolyasara. A degradacio soran felszabadul CO
irodalmi adatok szerint szdmos jelatviteli utvonalban részvevd gaztranszmitter molekula.
Megfigyelték, hogy az exogén modon adott CO-al aktivalhaté az Nrf2 fehérje a PERK
foszforilacigjan keresztiil, amely HO-1 expressziot indit be. Mindemellett a CO a CHOP
expressziojanak csokkentésével is ellensulyozza az apoptozis mértékét. Méréseink alapjan
egyediil az exogén modon adott CO donorok voltak képesek gatolni a HIER stresszt. Azonban
szamottevd HO-1 expressziot nem okoztak. Ennek tiikrében a CO/HO-1 rendszer pozitiv

hatassal lehet az ER stresszel tarsult érrendszeri megbetegségek kezelésében.

A HO-1 deficiencia akdr velesziiletett, akar funkciondlis, drdmaian megnéveli a sejtek
érzékenységét a hem irdnyaba és a kelléen hosszitavi hem-toxicitas esetén sejthalalt is okoz.
Vélhetbleg rovid idejii hemstressznél, inert HO-1 jelenlétében az ER stressz mértéke enyhébb
a stresszszint nem ér el egy kiiszobértéket, igy a sejt tilélését eldsegitve csupan az UPR
indukalodik. Hosszabb idejli hem-stressznél, HO-1 hianyos allapotban az ER stressz mértéke
elég erés, hogy a stressz meghaladja a kiiszobértéket, igy az UPR mellett az apoptotikus
jelatvitel is irreverzibilis lesz. Citotoxicitasi kisérletinkben HO-1 hianyos allapot eléidézése
mellett (HO-1 géncsendesités) tobbféle sejthalal gatlot alkalmaztunk a sejteknél. Kimutattuk,
hogy sem az apoptdzis, se ma nekroptozis, sem pedig a ferroptozis gatlok nem voltak képesek

a sejthalalt kivédeni.

Sejtes kisérletink mellett human ex vivo CEA endarkterektomias mintakbol RNS szekvenalast
¢s immunhisztokémia festéseket végeztiink. Az RNS szekvendlds aladtdmasztotta a
sejtmodelljeinknél kapott eredményeket. Az ER stressz (ATFS, ATF6, CANX, CHOP, Grp78,
HSP90B1) gének a komplikalt bevérzett 16zidobol szdrmazod mintakndl magas szinten
expresszalodtak, mint az egészséges szovetbdl nyert mintdknal. Ezek alapjan a plakk
progresszio soran a bevérzést kovetden, amikor a szabad hem feldusul a plakk belsejében

magasfoku ER stressz fejezddik ki.

Ugyanazon mintakbol, melyekb6l RNS szekvenalast végeztiink szovetmetszeteket is

készitettiink. Az egészséges, ateroma, komplikalt 1ézio (friss és idiilt bevérzéssel)
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reprezentaltak a plakk progresszié stadiumait. A CHOP, Grp78 festések megerdsitették, hogy
friss és idiilt bevérzéses mintdknal fokozott expresszid figyelhetd meg az egészséges ¢€s
bevérzés nélkiili ateroma mintdkhoz képest. A SMA festés reprezentdlja a simaizomok
jelenlétét kolokalizalva a CHOP ¢és Grp78 festésekkel, illetve az friss €s idiilt bevérzés helyén

torténd neovaszkularizacid okozta kis erek endothélsejtjei is pozitiv festédést mutatnak.

Vizsgalataink alapjan Osszeségében eclmondhatd, hogy az ER stressz hemolitikus
koriilményeknél és vérzéssel jard atherosclerotikus koriilmények kozott in vitro és ex vivo is

magas szinten jelen van.
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VIIl. Summary

The endoplasmic reticulum (ER) plays a pivotal role in protein biosynthesis and proteostasis in
eukaryotic cells. The normal functioning of the ER is essential for cellular processes. The
accumulation of misfolded proteins in the ER lumen leads to ER stress, which activates the
three branches of the unfolded protein response (UPR): the IRE1, PERK, and ATF6 pathways.
Following the activation of these sensor proteins, the UPR induces repair mechanisms in

response to the stress, or, if stress is unresolved, initiates the process of apoptosis.

In pathologic hemolytic conditions, acute-phase proteins (hemopexin, haptoglobin, alpha-1-
microglobulin) are saturated, resulting in rapid oxidation of extracellular free hemoglobin.
During massive intravascular hemorrhage, free heme is taken up by surrounding cells. Previous
studies have found a direct relationship between ER stress and vascular diseases, including
atherosclerosis and oxidative stress. These studies suggested a close relationship between UPR-
induced ER stress and atherosclerotic risk factors. Inside atherosclerotic/hemorrhagic plaques,
pH and pressure changes destroy the immature, infiltrating blood vessels. This induces lysis of

the incoming red blood cells, resulting in a large amount of released heme.

This thesis is based on our publications in which we investigated the role of heme in ER stress
in human aortic endothelial cells and human aortic smooth muscle cells. We named this
phenomenon heme-induced ER stress (HIER stress). Our results showed that ER stress can be
induced by heme in resident cells of the vasculature, as demonstrated by the activation of the
PERK, IRE1 and ATF6 branches of the UPR pathway. Transcriptomic analysis and
immunohistochemical staining of human tissue samples confirmed that plaque progression and

hemorrhage are associated with increased ER stress compared to healthy controls.

Based on our studies, we can conclude that ER stress is associated with hemolysis and heme

both in vitro and ex vivo under hemolytic conditions.
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