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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A vorosvérsejt (VVT) szervezetiink leggyakrabban el6fordulo
sejttipusa, melynek élettartama koriilbeliil 120 napra tehet6. A VVT-
k legfébb alkotoja a hemoglobin (Hb), az oxigén szallitasaért felelds,
négy alegységbdl felépiilé globularis fehérje, mely alegységenként
egy-egy Vvas-protoporfitrin  IX (hem) prosztetikus csoportot is
tartalmaz. A VVT-ket életutjuk végén a makrofagok fagocitaljak,
mely folyamat elsdsorban a 1épben jatszodik le. A Hb lebontasa ebben
az esetben szabalyozott mechanizmusok altal torténik, mely
megteremti a hemvas biztonsagos és effektiv ujrahasznosulasanak a
lehetdségét.

AVVT-k 1-2 %-a az érrendszeren beliil lizal. Az ekkor szabadda
valo Hb, illetve hem eltavolitasa a keringésbdl specifikus és nem
specifikus Hb, illetve hemkotd fehérjék altal valdsul meg. A hem erds
pro-oxidans molekula, mely szamos sejttipusban nagymértékben
fokozza az oxidativ- és inflammatérikus stimulusokkal kivaltott
sejthalalt. A kozelmult eredményei ramutattak arra is, hogy a hem
veszély asszocialt molekularis mintazatként (danger/damage-
associated molecular pattern: DAMP) viselkedik, és aktivalja a toll-
like receptor 4 (TLR4) és a nucleotide-binding domain, leucine-rich
Repeat containing 3 (NLRP3) innate immun utvonalakat
makrofagokban.

A Hb oxidacidja egy komplex folyamat, melynek soran a hem
vas egy-, illetve két-elektronos oxidacidja €s a globin oxidacidja is
bekovetkezhet. A Hb oxidacidja soran metHb, ferryl-, illetve

oxoferrylHb, kovalens modon keresztkotott oxidalt Hb formak, illetve



porfirin-globin  keresztkotott formak  képzédhetnek, melyek
kimutathatok fokozott hemolizissel jard betegségekben.
Hemolizis, hemorrhagia, VVT eredetii DAMP-o0k

Mai ismereteink szerint szamos megbetegedés Osszefiiggésbe
hozhaté a hemolizissel, illetve hemorrhagias folyamatokkal, ami a
VVT nem szabalyozott lizise nyoman alakul ki. A hemolizis lehet
intra- vagy extravaszkularis és szamos 6rokletes, illetve szerzett okra
vezethetd vissza. E mellett nagyon fontos megemliteni a kiilonféle
infekciokkal osszefliggésbe hozhaté hemolizist, melynek hatterében
allhat parazita (pl. malaria), virus (pl. Dengue laz) vagy bakterialis
fert6zés is.

A hemolizises megbetegedések mellett szintén emlitésre
méltdak a hemorrhagias megbetegedések. A leggyakoribb agyat érintd
vérzés az intracerebralis hemorrhagia (ICH), melynek soran az agy
belsejében 1évo véredény sérill és a vér az agyszovetbe szivarog. A
subarachnoidalis hemorrhagia (SAH), a pokhalohartya alatti vérzés.
Intraventrikularis vérzés (IVH) esetén pedig a vérzés a kamrai
rendszer iranyaba terjed.

Az intravaszkularis hemolizist kovetoen a keringésbe keriilt Hb-
t a haptoglobin (Hp), egy akut-fazis fehérje koti meg. A Hp-Hb
komplexek a makrofagok CD163 receptorahoz kotddnek és receptor-
medialt endocitozis altal keriilnek felvételre. Az extracellularis hem
megkotésére specializalodott plazma fehérje a hemopexin (Hx). A
hem-Hx komplexet a keringésbél CD91 receptorokon keresztiil veszik

fel a sejtek receptor-medialt endocitozis révén. Miutan a hem a sejtek



altal felvételre kertil, a citoszolban degradalodik, mely folyamatot a
hem oxigenaz-1 (HO-1) enzim katalizalja.

Massziv intravaszkularis hemolizis esetén a Hb és hem
scavenger Utvonalak tultelitédnek, és a VVT-bdl szabadda vald
anyagok feldiisulnak a plazmaban, a szdveti allomanyban, illetve a
CSF-ben. Szamos, a VVT-b6l hemolizis soran kiszabaduld anyagrol
bizonyosodott be, hogy DAMP-ként viselkedve steril gyulladast okoz.
Ebbe a csoportba tartozik az ATP, az IL-33, a hésokk protein 70
(Hsp70), rezidualis mitokondrialis DNS, a ciklofilin A és a szabad
hem is.

A hemoglobin oxidacidja

A Hb oxidacioja egy komplex folyamat, melyet tobb, fiziologias
koriilmények kozott a vaszkulatiraban jelenlévd oxidald agens
indukalhat, mint példaul a hidrogén-peroxid (H202) vagy a nitrogén-
oxid. A folyamat elsé 1épésében az oxiHb autooxidacidja torténik
meg, melynek soran metHb képzddik. Az oxiHb 2 elektronos
oxidacidja soran ferrylHb keletkezik, melyben a hem-vas oxyferryl
formaban (Fe**=0) van jelen. A metHb tovébbi oxidicidja sordn
ferrylHb globin gyok jon létre. A ferrylHb-ban talalhato oxoferryl ion
instabil, keletkezése utan intramolekularis elektron transzfer révén
elektront vesz el a globin lancok kitiintetett aminosav oldallancairol,
és ferri formava redukalodik. A globin lancokon visszamaradt
parositatlan elektronok a Hb alegységek kozott stabil kovalens
kotéseket alakitanak ki, ez altal kovalens modon keresztkotott Hb

multimerek képzddnek.



A hem medialta TLR4 és NLRP3 aktivacio

A hem TLR4 aktivaciot el6idéz6 hatasat elsdként Figueiredo és
munkatarsai figyelték meg. Kimutattak, hogy a hem az LPS-hez
hasonlé mértéki TNF-a szekrécidt indukal makrofagokban. Tovabba
azt is kimutattdk, hogy a proinflammatdrikus hatds kivaltasdhoz
sziikséges a hem gylirii integritdsa. A makrofagok mellett a hem
endotélsejtek aktivacidjaban is részt vesz TLR4-fliggd uton.

A hem proinflammatoérikus hatdsait vizsgalva Dutra ¢és
munkatarsai kimutattak, hogy a hem IL-1p szekréciot indukal LPS-sel
elokezelt makrofagokban. Bizonyitottak, hogy a hem az NLRP3
inflammaszéma aktivaciojan keresztiil fejti ki e hatasat, ugyanis
kaszpaz-1 illetve NLRP3 deficiens egerekbél szarmazo
makrofagokban nem tapasztaltak IL-1p szekréciot.

Az endotélsejtek jellemzoi, funkcidja

Az endotélsejtek barriert alkotnak a vér és a szovetek kozott,
emellett pedig szamos mas folyamatban kulcsszerepet toltenek be.
Funkcidjuk  sokrétli, részt vesznek az érfal tonusanak
szabalyozasaban, a hemosztazis fenntartasaban, biztositjak az oldott
tapanyagok felvételét a vérbodl a szovetek szamara, antikoagulans és
tromborezisztens felszint biztositanak. Vazoaktiv agenseket képesek
aktivalni és inaktivalni, a fehérvérsejtekkel pedig dinamikus
kapcsolatban allnak, gyulladas esetén segitik azok eljutasat a
szovetekbe. Az endotélsejtek anti- ¢és  proinflammatorikus
mediatorokat termelnek, melyek szerepet jatszanak a gyulladasi

folyamatok szabalyozasaban.



NLRP3 inflammaszéma aktivacié endotélsejtekben

Az endotélsejtek expresszaljak a velesziiletett immunrendszer
szamos receptorat, melyek segitségével érzékelik és reagalnak a
keringésbe jutott PAMP és DAMP molekulakra. Ennek megfeleléen
korabbi munkakban kimutattdk, hogy az endotélsejtek expresszaljak
az NLRP3 inflammaszéma komponenseit, és szamos DAMP-r6l
bebizonyitottdk, hogy endotélsejtekben NLRP3 inflammaszéma
aktivaciot és IL-1p szekréciot indukalnak. Az NLRP3 inflammaszéma
aktivacio ROS termeléssel és az endotélsejtek bizonyos foku
nekrozisaval jar egyiitt, melynek soran tovabbi DAMP-ok pl. high
mobility group box-1 (HMGB1), vagy ATP szabadulnak ki a
nekrotizald sejtekb6l. Az HMGB1 és az ATP tovabbi NLRP3
inflammaszdéma aktivaciot indukal, igy az endotél diszfunkcio tovabb
fokozddik. Az NLRP3 inflammaszéoma aktivacidjaval Osszefiiggd
endotél diszfunkciot a diabétesz mellett szamos mas betegségben is
megfigyelték.
Az intraventrikuldris vérzés eléfordulidsa korasziilottekben, a
hem és oxidalt Hb formak szerepe

Az intraventrikularis vérzés (IVH) egy gyakorta el6fordulo
komplikacié korasziilotteknél. A magzati agyfejlodés soran a
neuronok ¢és gliasejtek az ugynevezett germinalis matrixbol (GM)
vandorolnak ki, mely egy erésen vaszkularizalt, vékony réteg.
Korasziilottek esetében az IVH oka a GM vérzése, ami abbol adodik,
hogy a GM kapillaris rendszere rendkiviil érzékeny és sériilékeny, igy

nem tud megfeleléen alkalmazkodni a korasziilottek vérnyomas-



ingadozasahoz. A GM-IVH-nak sulyossagat tekintve négy stadiumat
kiilonboztetjiik meg.

A koponyatiri vérzéseket kovetéen a VVT lizise és a Hb
akkumulacioja figyelhetd meg a liquorban. A Hb mellett a Hb
oxidacioja soran keletkezd metHb jelenlétét is kimutattdk human
liquor mintakban IVH-t kdvetden, illetve in vivo korasziilott nyal IVH
modellt hasznalva. Gram és munkacsoportja kimutatta, hogy a metHb
¢s a szabad hem fokozza innate immun receptorok (TLR-4, IL1R1),
pro-inflammatorikus, valamint kemotaktikus effektor molekulak (IL-
1B, TNFa, MCP-1, IL-8 és IL-6) expresszidjat choroid plexus epitél
sejtekben.

2. Célkitiizés
A korabbiakban targyalt eddigi megfigyelések, eredmények ¢és a
szakirodalom gondos attanulmanyozasa utidn az aldbbi hipotéziseket
és célkitlizéseket fogalmaztuk meg.
1. Hipotézis: A hem proinflammatérikus molekula, mely in
vivo korilmények kozott és in vitro endotélsejtekben IL-1P
szekréciot indukal.
Célkitlizés: A hem IL-1p mRNS és fehérje expresszidjara és
valamint in vitro koériilmények k6zott HUVEC sejteken.
2. Hipotézis: A hem az NLRP3 inflammaszoma aktivacidjan
keresztiil fokozza az IL-1f termelését.
Célkitlizés: Vizsgaljuk a hem hatasit HUVEC NLRP3

expresszidjara, valamint az NLRP3 szerepét egerek hemmel



indukalt kaszpaz-1 aktivaciojaban és IL-1p termelésében in vivo
koriilmények kozott NLRP3 deficiens egerekben.

3. Hipotézis: A hem altal el6idézett fokozott ROS
termelédésnek  szerepe van az NLRP3 inflammaszéma
aktivacigjaban.

Célkitlizés:  Vizsgaljuk a  hem-altal eldidézett NLRP3
inflammaszoma aktivaciot a ROS termelés gatlasa mellett in vitro
koriilmények kozott, HUVEC sejteken.

4. Hipotézis: A hemkotd fehérjék csokkentik a hem
proinflammatorikus hatasat.

Célkitlizés: Vizsgaljuk az albuminnal komplexalt hem IL-1P
termelésre kifejtett hatasait HUVEC sejteken.

5. Hipotézis: IVH-t kovetden Hb oxidacidos termékek
akkumulalédnak a liquorban.

Célkitiizés: Kiilonboz6 oxidacios allapoti Hb formak kvantitativ és
kvalitativ analizise IVH-n atesett korasziilottek liquor mintaiban.

6. Hipotézis: Az oxidalt Hb formék és a szabad hem szerepet
jatszik az IVH-t kovetd neuroinflammacioban.

Célkitiizés: Meghatarozzuk az inflammatérikus citokinek és endotél
aktivacios markerek szintjét [IVH-t kvetden nyert liquor mintakban.
Osszefiiggéseket keresiink a gyulladdsos markerek és a kiilonbdzd
oxidacios allapoti Hb formak mennyisége kozott IVH-t kdvetden
nyert ligour mintakban. Vizsgaljuk a kiilonbz6 oxidacios allapota
Hb formak hatasat agyi mikrovaszkularis endotélsejtek

aktivaciojara.



3. Anyagok és modszerek

Allatkisérletek

Kisérleteink soran negyven C57BL/6 egeret hasznaltunk fel. Az
egereket kiilonboz6 dozisban hemmel, LPS-sel illetve hem + LPS-sel
kezeltiik intraperitonedlisan. A peritoneumba infiltralédott leukocitak
szamat aramlasi citometriaval hataroztuk meg.

Sejttenyésztés

Kisérleteinket primér human umblikalis véna (HUVEC) és human
agyi mikrovaszkularis endotél sejteken (HBEC) végeztiik.

Human Hb preparalasa

A Hb-t 6nkéntesekt6l vett heparinnal alvadasgatolt vérbdl tisztitottuk
anioncseréld kromtaografiaval DEAE Sepharose CL-6B toltetti
oszlopon. MetHb eldallitisa soran a Hb-t 1,5-szeres molaris
mennyiségii Ks[Fe(CN)e]-al reagaltattuk, FerrylHb el6allitisahoz a
Hb-t a H,O,-dal oxidaltuk. Az oxidacié végeztével a mintakat
dializaltuk és felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

Kvantitativ valés idejii polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

Az RNS-t Trizol (RNA-STAT60, Tel-Test B Labs, Alvin, TX, USA)
reagenssel szolubilizaltuk és a tisztitast a gyartd altal biztositott
protokoll szerint végeztiik. Két ng RNS-t irtunk at cDNS-sé, és a
target gének amplifikacioja soran iTaqg™ Universal Probes Supermix
master mixet €s validalt FAM fluoroférral konjugalt TagMan probat
¢és a hozza megtervezett primereket hasznaltuk. A PCR reakciét valds

idejii qPCR késziilék segitségével végeztik.
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Western blot analizis

A teljes sejt lizatumot 10%-o0s SDS poliakrilamid gélen valasztottuk
el, majd nitrocellul6z membranra blottoltuk. A membran blokkolasa
utan hozzaadtuk az elsddleges, majd intenziv mosast kovetden a
masodlagos antitesteket. Az eredményt ECL reagenssel hivtuk el8, és
rontgen filmen tettiik lathatova.

ROS képzodés vizsgalata

A ROS-képzddést DCFDA (5-(6)-klorometil-2',7'-
diklorodihidrofluoreszcein  diacetat, acetil észter) moddszerrel
detektaltuk a gyarto utasitasait kovetve. Néhany kisérletiinkben a ROS
képz6dést N-acetil-cisztein (NAC)-nel gatoltuk.

IL-1B szekrécid vizsgalata HUVEC-en

A sejtkezelés utan a feliiluszokat leszivtuk és az IL-1p tartalmat 100
pL higitatlan feliiliszobol ELISA modszerrel hataroztuk meg, a
gyarté altal biztositott protokoll szerint.

A betegektol szarmazé CSF mintak gyiijtése

A vizsgalatainkhoz hasznalt liquor mintdk minden egyes esetben
diagnosztikabdl visszamaradt mintak voltak, melyeket a Debreceni
Egyetem Idegsebészeti Klinikajan gytijtottek. A korasziilott betegeket
(n=20) III. satidumt IVH-val diagnosztizaltak. A mintavétel utan a
mintakat centrifugaltuk a feliiliszokat szétporcidztuk, és az analizisig
-70 °C-on taroltuk.

Hb, metHb, ferrylHb, totil hem, szabad hem és bilirubin szintek
meghatarozasa CSF-bol

A CSF mintak Hb, metHb és ferrylHb szintjének meghatarozasahoz
felvettiik a CSF mintak abszorpcios spektrumat és az 541, 576 és 630
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nm-en mért abszorbancia értékekbdl szamitottuk ki az egyes Hb

V4

V4

gyartoi protokoll szerint eljarva. A bilirubin szinteket kolometriasan
hataroztuk meg.

Az endotél egysejtréteg integritasanak vizsgalata

Kisérletiinkben az ECIS (electric cell-substrate impedance sensing)
modszert alkalmaztuk az egysejtréteg integritdsdnak vizsgalatara. A
HBEC sejteket specialis 8 lyuku ECIS lemezen tenyésztettiik. Miutan
a sejtek konfluenssé valtak a kiilonb6z6 Hb formakkal kezeltiik és a
teljes impedancia spektrumot vizsgaltuk ECIS ZO késziilékkel.

A szolubilis VCAM-1, ICAM-1 és IL-8 szintek meghatarozasa
CSF mintiakban

A szolubilis VCAM-1 és ICAM-1 szinteket ELISA modszerrel
hataroztuk meg a gyartoi utasitasokat kovetve.

A sejtek életképességének vizsgalata

A sejtek életképességét MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolium-bromid) médszerrel vizsgaltuk.

Statisztikai analizis

Az eredményeket atlagérték + standard deviacid (SD) értékben adtuk
meg. Az eredmények statisztikai analizisét GraphPad Prism 8.01
szoftverrel végeztilk. Az eredményeket tobbszords Osszehasonlitas
esetén egytényezds ANOVA-t kdvetd post hoc Tukey-féle tobbszords
Osszehasonlitas analizissel adtuk meg. A P < 0,05 eredményeket
szignifikdns modon eltérének tekintettiik. A korrelacids analizisek

értékénél r > 0,7 felett tekintettiik erds korrelacionak
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4. Eredmények

A hem proinflammatérikus jellege és hatisa az IL-1B
szekrécidjara in vivo

Elsé kisérletiink célja annak a vizsgalata volt, hogy az
inflammatorikus hatés egyiitt jar-e az IL-1p proinflmmatorikus citokin
hasiiregbeli szintjének emelkedésével. Ezért CS57BL/6 egerek
hasiiregébe hemet injektaltunk 75, 150, illetve 300 nmol hem/hasiireg
dozisban. A hasiireget 16 ora elteltével kimostuk, és meghataroztuk a
hasiiregbe infiltralodott monocitak és neutrofil granulocitdk szdmat,
valamint a mos6folyadék IL-1f szintjét. Megallapitottuk, hogy a hem
doézisfiiggé modon indukalja a monocitak és a neutrofil granulocitak
alkalmazott hem hatdsara a peritonealis mosofolyadék IL-1f szintje
mintegy 25-szorosére emelkedett.
A hem fokozza a HUVEC NLRP3 expresszidjat és az IL-1p

Egy korabbi publikacioban Dutra és munkatarsai kimutattak,
hogy a hem aktivalja az NLRP3/ASC/kaszpaz-1-et tartalmazo
inflammaszoma komplexet és aktiv IL-1f képz6dést indukal LPS-sel
elokezelt makrofagokban. Kisérletinkben a sejteket LPS-sel
elékezeltiink (10 pg/mL, 24 odra) vagy kezeletleniil hagytuk, és
ki. Kimutattuk, hogy a hem dozisfliggé modon fokozta az NLRP3
mRNS szintjét. Ezt kovetden a hem hatasat vizsgaltuk IL-1f mRNS

és fehérje expressziojara. Kimutattuk, hogy a hem magas
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koncentracidban (50 umol/L) kismértékben emeli a HUVEC IL-1§
mRNS és szekretalt IL-1p szintjét.
A hem magas koncentracioban csokkenti a HUVEC viabilitasat.

Kisérletiinkben a hem HUVEC-re kifejtett toxikus hatasat
vizsgaltuk meg LPS-sel eldkezelt, illetve kezeletlen sejteken.
Megaéllapitottuk, hogy a hem alacsonyabb koncentracioban (10, 25
pmol/L) nem befolyésolta szamottevéen az endotélsejtek viabilitasat,
még LPS-sel elokezelés esetén sem. Ugyanakkor a hem 50 pmol/L
koncentracidban alkalmazva jelentdésen csokkentette a HUVEC
viabilitasat, mely fliggetlen volt az LPS el6kezeléstél.
A hem integritasa kulcsfontossagi a HUVEC hem-altal indukalt
IL-1p termelésében

Kovetkezd kisérletiinkben a hem szerkezeti sajatsagainak és
komponenseinek szerepét vizsgaltuk az inflammaszoma aktivacioban.
Vizsgalatainkhoz PPIX-et és vas-szulfatot hasznaltunk. Kimutattuk,
hogy sem a PPIX sem és a szabad vas (Fe?*) nem indukalta az IL-1B
mRNS szintjének emelkedését LPS-el eldkezelt HUVEC sejteken.
Ezzel 6sszhangban, sem a PPIX sem a Fe?* hatasdra nem tapasztaltunk
emelkedést az LPS-sel elokezelt HUVEC sejtek feliilaszojanak 1L-1p
szintjében.
A fokozott ROS képzddés szerepet jatszik a HUVEC sejtek hem-
medialta IL-1p termelésében

Elséként az LPS hatasat vizsgaltuk HUVEC ROS termelésére és
a ROS termelés kismértéki fokozddasat tapasztaltuk mar a
legalacsonyabb LPS koncentraci6 esetén. A hemet 12,5 és 25 pmol/L

koncentracioban  alkalmaztuk. A  hem  mindkét vizsgalt
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koncentracidoban a HUVEC ROS termelésének nagyfoku emelkedését
okozta, amit az LPS el6kezelés enyhén, de szignifikans modon még
tovabb fokozott. Tovabba a sejteket az ismert gyokfogoval, NAC-nel
kezeltiik. A NAC jelentés mértékben gatolta az LPS-sel és hemmel
kezelt endotélsejtek ROS termelését.
A hem komplexaldsa a proinflammatérikus hatas csokkenésével
jar

Kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az albumin
gatolja-e a hem altal indukalt pro-inflammatdrikus valaszokat.
Elséként a hem-albumin komplex (H-A) IL-1B expressziora kifejtett
hatasat vizsgaltuk LPS-sel el6kezelt, illetve kontroll HUVEC-en. A
H-A a hemmel ellentétben nem valtotta ki sem az IL-1p mRNS szint
emelkedését, sem az IL-1p szekréciojat LPS-sel el6kezelt HUVEC-
ben. Ezt kdvetben vizsgaltuk az albuminnal valé komplexalas hatasat
a hem prooxidans viselkedésére. A H-A a hemmel ellentétben nem
fokozta az LPS-sel el6kezelt HUVEC ROS termelését. Végiil azt
vizsgaltuk, hogy a hem albuminnal valé komplexalasa gatolja-e a hem
altal el6idézett hasiiregi gyulladast. Ennek érdekében C57BL/6 egerek
hasiiregébe hemet, illetve H-A-t injektaltunk 300 nmol/egér dozisban.
Megallapitottuk, hogy a hemmel ellentétben a H-A nem idézte el6 a
Az oxidalt Hb formak nem valtjak ki az NLRP3 inflammaszéma
aktivaciojat endotélsejteken

Els6ként a kiilonb6z6 oxidaltsagi allapoti Hb formak HO-1
indukald képességét vizsgaltuk. A HUVEC-et Hb-nal, metHb-nal,

ferrylHb-nal és hemmel kezeltiik 25 pmol/L hem koncentracioban.
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Varakozasainknak megfelelden, a hem idézett eld legmarkansabb
emelkedést a HO-1 mRNS expresszidjaban, ugyanakkor a metHb és a
ferrylHb is szignifikans mértékben megemelte a HO-1 mRNS szintjét.
Hasonl6 eredményre jutottunk a HO-1 fehérje expressziojat vizsgalva.
A hem volt a leghatékonyabb induktor, melyet a ferrylHb, majd a
metHb kovetett.

A kovetkezd kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd
oxidaltsagi allapoti Hb formak hogyan befolyasoljak az intracellularis
ROS képzodését. Alacsony koncentracioban (25 umol/L) a hemmel
ellentétben egyik Hb forma sem fokozta a ROS képzdédést HUVEC-
ben. Ugyanakkor a kiilonb6z6 Hb formakat magas, 250 pmol/L
koncentracidban alkalmazva, a ROS képzddés fokozodasat
tapasztaltuk metHb-nal, illetve ferrylHb-nal kezelt HUVEC-ben.

Ezek utan azt vizsgaltuk, hogy a kiilonbdzé Hb formak képesek-
e IL-1B képzddést indukalni HUVEC-en. Kontroll, illetve LPS-sel
elokezelt HUVEC sejteket a kiilonbozé oxidaltsagi foka Hb
formakkal kezeltiink alacsony (25 umol/L) és magas (250 pmol/L)
MRNS szint 2,2-szeres emelkedését figyeltiik meg, ugyanakkor a Hb,
illetve a metHb nem fokozta az IL-1B mRNS expressziojat.
Kisérletiinket LPS-sel eldkezelt sejteken megismételtiik, és azt
tapasztaltuk, hogy a Hb formék nem fokoztak az LPS altal indukalt
IL-1p valaszt
Az NLRP3 szerepe a hem-medialt IL-1f termelésben

Az NLRP3 szerepét vizsgaltuk a hem altal indukalt IL-1P

képzédésben in vivo kisérleti rendszerben NLRP3 deficiens egereken.
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Ehhez WT és NLRP3” egerek hasiiregébe hemet (300 nmol/egér)
vagy PBS-t (kontroll) injektaltunk. A kaszpaz-1 enzim aktivacioja
soran hasad, és egy 20 kDa (p20) méretii aktiv kaszpaz-1 keletkezik.
A kaszpaz p20 szintje a hemmel kezelt WT egerekben a kontroll
egerekhez képest mintegy Otszorosére emelkedett, ugyanakkor a
hemmel kezelt NLRP3” egerek majaban kaszpaz aktivaciét nem
tapasztaltunk. Ezzel parhuzamosan vizsgaltuk a majmintak IL-1B
kovetkeztében az aktivalodott kaszpaz-1 hasitja a pro-I1L-1p-t,
melynek kovetkeztében kialakul a 20 kDa méretii aktiv IL-1f, mely
format detektaltunk a hemmel kezelt WT egerek majmintaiban. Ezzel
ellentétben, a hemmel kezelt NLRP3 deficiens egerek majaban aktiv
IL-1B-t nem detektaltunk.
A kiilonb6zo Hb formak, szabad hem és bilirubin felhalmozodasa
a cerebrospinalis folyadékban (CSF) intraventrikularis vérzést
(IVH) kovetdoen

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy IVH-t kdvetéen a CSF-
ban feldusulo kiilonféle Hb oxidacios termékek hozzajarulhatnak-e az
IVH-t kovetd neuroinflammacié kialakulasahoz. Vizsgalatainkhoz
CSF mintakat gyljtottink a Debreceni Egyetem Sebészeti
Klinikdjanak kozremiikodésével. A tanulmany soran husz III.
stadiuma IVH-ban szenvedd betegek CSF mintdjat analizaltuk. A
mintainkat harom csoportba osztottuk a sziiletés és a mintavétel kozott
eltelt id6 alapjan. Az elsé csoportba azokat a mintékat soroltuk,
melyeket a sziiletést kovetd 20 napon beliil vettek le (0-20), a masodik

csoportba a 21-40. nap kozott levett, a 3. csoportba pedig a 41-60. nap
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kozott levett CSF mintakat soroltuk. Meghataroztuk az egyes mintak
tartomanyban felvett abszorpcios spektruma, és a szakirodalomban
talalhato extincios koefficiensek alapjan. A mintak Hb szintje az IVH
¢és a mintavétel kozott eltelt id6 fiiggvényében csdokkend tendenciat
mutatott, és az IVH-t kovetd 41-60. nap kozott levett CSF mintakbol
Hb-t mar nem tudtunk kimutatni. A Hb koncentraciokhoz hasonléan
a metHb koncentraciéja magas volt az elsé csoport (0-20. nap)
esetében, mely fokozatosan csokkent vizsgalataink ideje alatt.
FerrylHb-t mindossze két, az IVH-t kovetd 20 napon beliil levett CSF
mintabdl tudtunk kimutatni.

A CSF mintakat SDS poliakrilamid gélelektorforézissel
redukald korilmények kozott komponenseire valasztottuk, majd
Western blot médszerrel vizsgaltuk a Hb formak jelenlétét. A CSF
mintdk kiilonb6z6 Hb formakat tartalmaztak. A CSF mintdk
legnagyobb mennyiségben a 16 kDa moltomegli Hb monomert
tartalmaztak, de emellett Hb dimereket (32 kDa) és tetramereket (64
kDa) is ki tudtunk mutatni a CSF mintakbodl (18. abra A). A Western
blot vizsgalatokat kielemezve megallapitottuk, hogy a 0-20. nap
kozott nyert CSF mintdkban féként a monomerek jelenléte volt
dominans ugyanakkor kisebb mértékben dimereket és nagyon kis
mennyiségben tetramereket is tartalmazott. A Hb tetramerek aranya
emelkedett a 21-40. nap kozott nyert CSF mintakban, mig a 41-60 nap
kozott nyert CSF mintdkban mar csak tetramereket tudtunk kimutatni.

A Hb oxidacidjanak kovetkeztében a hem csoport ledisszocialhat

a globinrdl, mely szabad hem megjelenéséhez vezet (nem Hb kotott
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hem). Annak eldontésére, hogy ez a folyamat lejatszodik-e az 1IVH-t
kovetdéen a CSF-ben, els6ként a CSF mintdk 6sszes hem tartalmat
hataroztuk meg. Az elsé csoportba (0-20. nap) sorolt mintdkban
magas hem koncentracidt, a masodik csoport (21-40. nap) CSF
mintdiban szignifikdnsan alacsonyabb hem koncentraciét mértiink
mig a 41-60. nap kozott gyljtott mintdkban 1 pmol/L alatti hem szintet
mértiink. A hem és a Hb koncentracio kozott erds korrelaciot talaltunk
(r=0,7296), melybdl arra kovetkeztettiink, hogy varakozasunknak
megfeleléen a Hb a f6 forrasa a hemnek az altalunk vizsgalt CSF
mintakban.
ismeretében kiszamoltuk a CSF mintak szabad (nem Hb-hoz kotott)
hem tartalmat. A teljes hem tartalomhoz hasonléan, a 0-20. nap kdzotti
liquor mintdk szabad hem tartalma volt a legmagasabb. Az IVH-t
kovetd 21-40. nap kozotti mintak szabad hem tartalma szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a 0-20. nap ko6zott nyert CSF mintaké, mig a
41-60. nap kozott levett CSF mintakban 1 pmol/L alatti szabad hem
volt megtalalhatd. A bilirubin a hem degradaciés terméke, igy a
kovetkezd kisérletben a CSF mintak bilirubin tartalmat hataroztuk
meg. Legmagasabb bilirubin koncentracidja az elsé csoportba esd (0-
20. nap) CSF mintaknak, ami fokozatosan csokkent az idd elteltével.
A szabad hem és az oxidalt Hb formak prooxidans és
proinflammatorikus hatisa human agyi mikrovaszkularis
endotélsejtekre

Els6 kisérletiinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a kiilonb6zo

Hb formak képesek-e HO-1-et indukalni HBEC-en. Ennek érdekében
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a HBEC-ket kiilonb6z6 Hb formakkal és szabad hemmel kezeltiik (25
umol/L). Az oxidalt Hb formak (metHb és ferrylHb) 18,2 + 2,6-sz0ros
indukciét, illetve 12,1 + 3,1-szeres indukciot okoztak a HO-1 mRNS
szintekben, mig a Hb nem indukalta a HO-1 mRNS expressziot. A
szabad hem sokkal erdsebb induktora volt a HO-1-nek a HBEC-ben,
ugyanis kozel 1000-szeres emelkedést idézett el6 a HO-1 mRNS
szintjében. Ezzel parhuzamosan a metHb és a ferrylHb majdnem 20-
szoros indukciot idézett el6 a HO-1 fehérje expresszidjaban, mig a
szabad hem hatdsara megkdzelitbleg 200-szoros ndvekedést
tapasztaltunk. Kovetkezé kisérletinkben a hem és a kiilonb6z6
oxidaltsagi allapoti Hb formak hatasat vizsgaltuk HBEC ROS
termelésére. A sejteket Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-nal és hemmel
kezeltiik 10, 25, 50, 100 pmol/L koncentacidoban. A hem dézisfiiggd
moédon fokozta a ROS termelést HBEC-ben, ugyanakkor a Hb formak
nem befolyasoltak a ROS szintjét.

Kovetkez6 kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a hem, illetve a
kiilonb6zé oxidaltsagi foka Hb formak befolyasoljak-e a HBEC
egysejtréteg integritasat. A vizsgalathoz a sejteket specialis ECIS
elektrodokat tartalmazd lemezeken tenyésztettik. A konfluencia
ferrylHb oldatokkal kezeltik és 4 oOran keresztil mértik az
endotélréteg ellenallas valtozasat ECIS ZO késziilékkel. A HBEC
sejtek integritasat a ferrylHb jelentds mértékben csokkentette,
ugyanakkor a Hb és a metHb nem befolydsolta az endotélréteg

ateresztOképességét.
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Kovetkezo kisérletiinkben a hem és a kiilonb6z6 oxidaltsagi
allapotti Hb formak hatasat vizsgaltuk HBEC VCAM-1, ICAM-1 és
IL-8 expresszidjara. A HBEC sejteket Hb-nal, metHb-nal, ferrylHb-
nal, valamint hemmel (25 pmol/L) kezeltiink, és 4 ora elteltével
vizsgaltuk a VCAM-1, ICAM-1 és IL-18 mMRNS szintjét. Kisérleteink
soran az LPS-t 100 ng/ml koncentracidban pozitiv kontrollként
alkalmaztuk. A szabad hem és a ferrylHb jelentds VCAM-1 mRNS
indukcidt okozott, mig a Hb és a metHb ennél kisebb mértékii,
megkozelitdleg 5-szords emelkedést okozott. Ugyanezt a trendet
figyeltik meg a VCAM-1 fehérje expresszidjaban is, a hem és
ferrylHb erdsebben, a Hb és a metHb kisebb mértékben fokozta a
VCAM-1 expressziojat. Tovabba, a hem és a ferrylHb fokozta az
A hem és a proinflammatoérikus markerek korrelaciéja IVH-t
kovetoen nyert CSF mintakban

Az altalunk nyert in vitro adatok alapjan arra kovetkeztettiink,
hogy a Hb-bdl szarmazd hem kritikus szerepet jatszhat az TVH-t
kovetd inflammatodrikus valasz kivaltasaban. Ezért meghataroztuk a
CSF mintak sVCAM-1, sICAM-1 és IL-8 szintjét. Megallapitottuk,
hogy a sVCAM-1 szintje a 0-20. nap k6zo6tt nyert CSF mintakban volt
a legmagasabb. Ezzel Gsszehasonlitva, szignifikansan alacsonyabb
SVCAM-1 szinteket mértink a 41-60. nap kozott nyert CSF
mintakban. A SICAM-1 szintek az IVH ¢és a CSF vétel ideje kozott
eltelt id6 fliggvényében tendencidzusan, de nem szignifikdnsan
csokkentek. Legmagasabb 1L-8 szinteket az IVH-t koveté 0-20 nap

kozott nyert mintdkban mértiik, majd fokozatos csokkenést
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tapasztaltunk a 21-40, illetve 41-60 nap ko6zott nyert mintakban.
Mindharom gyulladasos marker szintje pozitiv korrelaciot mutatott a
CSF 6ssz hem szintjével.

5. Diszkusszié

A kiilonb6z6 ismert DAMP-ok, mint példaul az ATP vagy
HMGB-1 IL-1B képzddését idézik el endotélsejteken az NLRP3
inflammaszéma aktivacidjan keresztiil. Szintén ismert az NLRP3
szerepe hiperglikémia- és hiperkoleszterinémia-asszocialt endotél
aktivacioban. Az endotélsejtek NLRP3 inflammaszoéma aktivacidja
szerepet jatszik a hemorrhagias sokk okozta tiidégyulladas
pathomechanizmusaban.

A kiilonb6zé immunreceptorok (NLRP1, NLRP3, NLRC4,
AIM2) aktivaldsa az inflammaszéma komplex Osszeszerelddéséhez
vezet, mely az inflammatérikus kaszpazok aktivaciojat és IL-1B
képzddését, illetve szekretalodasat indukalja. Korabbi
tanulmanyokban kimutattak, hogy a hem IL-1P képzdodését idézi el
makrofagokon NLRP3 inflammaszoma aktivaciojan keresztiil.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a hem a makrofagok mellett
endotélsejtekben is indukalja az NLRP3 inflammaszomat, igy
feltételezhetd, hogy intravaszkularis hemolizissel jaro betegségekben
az endotélsejtek hozzajarulnak a gyulladasos valasz kialakulasahoz.

Ismert, hogy a makrofagok NLRP3 inflammaszéma
aktivacigjahoz két szignalra van sziikség. Az elsd szignal féként a
TLR-en vagy TNF receptor 1 és 2-n keresztiil torténik, mely az NF-
kB medialta NLRP3 expressziojadhoz vezet. A masodik stimulus a

PAMP-ok vagy DAMP-ok altal lehetséges, melyek aktivaljak az
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NLRP3-at. Ez az inflammaszoma platform Osszeszerelddéséhez, a
kaszpaz-1 aktivaciojahoz, illetve az ezt kovetd pro-IL-1B hasitasahoz
és az aktiv citokin szekretalodasahoz vezet. Ezt meger6siti Dutra és
munkatarsainak publikacioja, amelyben kimutattak, hogy az LPS
elokezelés nélkiilozhetetlen a hem-medialta NLRP3 inflammaszoma
aktivacidjahoz makrofagokon. Kisérleteink soran megallapitottuk,
hogy az LPS eldkezelés nagymértékben fokozza a HUVEC IL-18
messze elmarad a makrofagok IL-1B termelését6l, ugyanakkor az
endotélsejtek hemre adott valaszdnak mértéke Osszevetheté a
szakirodalomban korabban leirt induktorokra (ATP, HMGB1) adott
valasszal. A hem magas dozisban sejthalalt indukal az
endotélsejtekben, ami felveti annak a lehet6ségét, hogy a sejtnekrozis
soran az extracellularis térbe keriilé6 ATP és HMGBL, - melyek ismert
NLRP3 induktorok endotélsejtekben - is hozzajarulnak a hem
hatasahoz.

A hem fokoztaa HUVEC NLRP3 mRNS és fehérje expresszidjat
LPS jelenlétében és hianyaban is. Az NLRP3 szerepét a hem-medialt
IL-1B termelésben NLRP3 deficines egérmodellben vizsgaltuk.
Kimutattuk, hogy a hem kaszpaz-1 aktivaciot és pro-lIL-1B hasitast
idéz el6 vad tipusi egerekben, ugyanakkor NLRP3 deficiens
egerekben nem kovetkezik be a kaszpaz-1 aktivacio, és a pro-1L-1p
hasitasa. Ez arra utal, hogy az NLRP3 kozponti szerepet jatszik a hem
altal indukalt IL-1f termelésben.

A hem a PPIX gyiir(i és egy vas ion komplexe, melyet a pirrol

gyuriik N atomjai és a vas ion kozotti koordinacios kotés stabilizal.
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Intracellularisan a hem bontasat a hem oxigenaz enzimcsalad végzi,
melynek soran vas, biliverdin és szén-monoxid keletkezik. A hembdl
ily médon kiszabaduld vas emeli a sejtek atmeneti vasraktar szintjét.
Korabban kimutattak, hogy a vas NLRP3 inflammaszoma aktivaciot
indukdl humén monocitdkban. Kimutattuk, hogy a monocitdkkal
ellentétben a vas Onmagéaban képtelen aktiv IL-1B képzddését
indukalni HUVEC sejteken. Tovabba azt is kimutattuk, hogy a PPIX
nem indukdlja NLRP3 inflammaszoma aktivacigjat és IL-1P
képzddését LPS-el elokezelt endotélsejteken. Eredményeink alapjan
tehat arra kovetkeztethetiink, hogy a hemben talalhaté koordinalt
vasnak kritikus szerepe van az NLRP3 inflammaszéma aktivacidban
és az azt kovetd IL-1p képzddésében és szekretalodasban.

Ismert a fokozott ROS termelés szerepe az NLRP3
inflammaszéma aktivacidjaban, és az is, hogy a hem pro-oxidans
hatasanal fogva nagymértékben fokozza endotélsejtek ROS
termelését. E mellett az LPS is fokozza a ROS termelést. Ezen tények
ismeretében vizsgaltuk a ROS szerepét a hem altal indukalt NLRP3
inflammaszéma aktivacioban. Kimutattuk, hogy az LPS sokkal
gyengébb induktora a ROS termelddésének HUVEC sejteken a
hemhez viszonyitva. Emellett megfigyeltiik, hogy az LPS eldkezelés
szinergista modon fokozta a hem medialta ROS termelést HUVEC
sejteken. A ROS scavenger NAC csokkentette a hem altal indukalt
ROS képzddést, és az IL-1p szekréciojat is HUVEC-en, ami arra utal,
hogy a fokozott ROS képz6dés kozponti szerepet jatszik a hem-
medidlt NLRP3 inflammaszéma aktivacioban. Az NLRP3

inflammaszoéma aktivacidjat a fokozott ROS képzddés mellett szamos
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egyéb tényez6 is befolyasolhatja. Dutra és munkatarsai kimutattak,
hogy a hem medialta inflammaszéma aktivacié makrofagokban a
ROS képzodéstél és a K* ionok kidramlasatol fiigg, azonban a
lizoszoma destabilizacidjatél fiiggetlen. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak a megallapitasara, hogy a fokozott ROS termelés
mellett a fokozott K* ion kiaramlas és a lizoszomalis destabilizacio
szerepet jatszik-e a hem medidlta NLRP3 inflammaszéma
aktivaciojaban HUVEC sejteken.

Az extracellularis hem pro-oxidans és pro-inflammatorikus
hatasat specifikus és nem specifikus hemkotdé plazma fehérjék
kontrollaljak. A Hx egy akut fazis plazma fehérje, mely az ismert
fehérjék kozil a legnagyobb affinitidassal koti a hemet. Ezen
tulajdonsdganal fogva a Hx kulcsszerepldje az extracellularis hem
elleni védelmi rendszernek. A Hx mellett szdmos egyéb plazmafehérje
rendelkezik hemkotd kapacitassal, melyek szerepe massziv
intravaszkularis hemolizis esetén jelentkezik. Mennyiségét tekintve az
albumin a plazma legjelentdsebb nem specifikus hemkoté fehérjéje.
Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az albumin gatolja a hem medialta
NLRP3 inflammaszoma aktivaciot az LPS-el elokezelt HUVEC
sejteken in vitro koriilmények kozott, illetve blokkolni tudta a
peritonealis leukocita infiltraciot in vivo korilmények kozott
C57BL/6 egerekben.

Korabbi munkakban kimutattak, hogy a metHb ¢és a ferrylHb
hemforrasként miikodik az endotélsejtek szamara, ugyanakkor a Hb
nem. Emellett a ferrylHb az NF-kB ttvonalat aktivalva fokozza az

adhézios molekuldk expresszidjat endotélsejtekben, és noveli az
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egysejtréteg atjarhatésagat. A ferrylHb ezen hatasai fiiggetlenck a
hem disszociaciojatol, ugyanis a szabad hem, illetve a hem
az endotélsejtek aktivacidjat és a barrier funkcio romlasat sem. A hem
hatasanak kitett endotélsejtek HO-1-et expresszalnak, mely a hem
lebontésdhoz sziikséges enzim. Munkank soran bizonyitottuk, hogy az
oxidalt Hb forméak, a metHb és a ferrylHb a hem prosztetikus
csoportjukat elengedik, mialatt a HO-1 mRNS és fehérje expresszidja
novekszik HUVEC sejtekben. Vizsgalataink alapjan megallapitottuk,
hogy a metHb és a ferrylHb nagysagrendekkel gyengébb induktorai a
HO-1 expresszidjanak mint a hem.

A szabad hemrdl ismert, hogy fokozza a ROS képzddését
HUVEC sejteken. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az oxidalt Hb
formak, a metHb ¢és a ferrylHb szintén fokozta az endotélsejtek ROS
termelését, a hemhez viszonyitva sokkal kisebb mértékben.
Figyelembe véve, hogy a fokozott ROS termelés 6sszefiigg az NLRP3
inflammaszdéma aktivaciojaval, azt is vizsgaltuk, hogy az oxidalt Hb
formak képesek-e NLRP3 inflammaszoma aktivaciot indukalni és
ezen keresztiil IL-1p termelését indukalni HUVEC sejteken.
Megallapitottuk, hogy sem a metHb sem a ferrylHb nem indukalt
NLRP3 inflammaszéma aktivaciot HUVEC-ben, amibdl arra
kovetkeztettiink, hogy intravaszkuldris hemolizis esetén a Hb-bol
disszocialodott hem felelés az NLRP3 inflammaszoma aktivaciojaért.

Dolgozatom masodik részében az IVH-t kovetden
korasziilottektdl gyijtott CSF mintak analizisét végeztiik el, illetve azt
vizsgaltuk, hogy lehet-e szerepe a kiilonféle oxidaltsagi allapotd Hb
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formaknak az IVH-t kdvetd neuroinflammacio kivaltasaban. Az IVH
egy gyakorta el6fordulé komplikacié korasziildttek esetében.

Elsédleges célunk a korasziilottektdl IVH-t kdvetéen gyiijtott
CSF mintak Hb tartalmanak kvalitativ és kvantitativ analizise volt,
kinetikajat és a Hb oxidalodéasa soran képzddd termékeket. Fontos
megemliteniink, hogy a CSF mintdk diagnosztikai céllal keriiltek
levételre, igy a mintavétel idOpontjat befolyasolni nem tudtuk. A
mintdkat az Osszehasonlithatésag érdekében oOnkényesen harom
csoportba rendeztiik attol fiiggéen, hogy hany nap telt el az IVH és a
mintavétel kozott. Az igy 1étrehozott 3 csoport a kdvetkezo volt: 0-20.
nap, 21-40. nap, 41-60. nap. Kimutattuk, hogy az IVH-t kévet6en a
Hb akkumlalédik a liquorban, és oxidécidja soran metHb, ferrylHb,
illetve kovalensen keresztkotott oxidalt globin multimerek
képzddnek. Az altalunk vizsgalt CSF mintak esetében a metHb szintje
a 0-20. nap ko6zott nyert mintdkban 80,51+77,65 umol/L volt, mely
nagysagrendi egyezést mutat az el6z6 tanulmanyokban mért
értékekkel (~40 pmol/L), melyet az IVH-t kdveté harmadik napon
mértek korasziilott nyGl modellben.

A Hb peroxidok hatasara bekovetkezo két-elektronos oxidacidja
soran ferrylHb képzddik, melyben a vas oxidacios allapota +4. A vas
+4-es oxidacios allapotban instabil, ennek ellenére jelenlétét korabban
veérbol fiziologias ¢€s patofiziologias korilmények kozott is
kimutattdk, azonban jelenlétét a liquorban korabban nem vizsgaltak.
Az altalunk vizsgalt liquor mintdk kozil kettdé esetében sikertilt

ferrylHD jelenlétét kimutatni a 0-20. nap kdzotti mintdk csoportjaban.
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A ferrylHb-ban 1évé +4-es oxidaciés allapott vas oxidalja a
kozelében 1év6 globin lanc egyes aminosav egységeit. A globin lancon
visszamarado parositatlan elektronok pedig kovalens keresztkotéseket
hoznak 1étre a globin lancok kozott. Ily modon képzddott kovalens
modon keresztkotott oxidalt Hb molekuldkat kordbban kimutattdk
plazmabol,  vizeletbdl, illetve bevérzett atheroszklerotikus
plakokkbol. Vizsgalataink soran elsdként detektaltunk kovalensen
keresztkotott oxidalt Hb multimereket liquor mintdkban az IVH-t
kovet6 kiilonbozo idépontokban.

Intravaszkularis hemolizist kdvetéen a plazmabdl az
extracellularis Hb eltavolitasa a Hp-CD163 tutvonalon torténik. A
plazmahoz hasonléan a Hp jelen van a liquorban is, azonban a
plazmahoz viszonyitva joval alacsonyabb koncentracioban.
Korasziilottek esetén a liquor Hp tartalma, illetve Hb koto kapacitasa
nem ismert, irodalmi és sajat eredményeink azonban arra engednek
kovetkeztetni, hogy IVH-t kovetden a liquor Hb kotd kapacitasa nem
Hb és a Hb oxidacios termékek az IVH-t kovetbéen az
intraventrikularis térb6l bejuthatnak a periventrikularis fehér
allomanyba és hozzajarulhatnak az IVH-t kovetd neuroinflammacio
kialakulasahoz.

A liquorokban a teljes és a szabad hem tartalmat is
meghataroztuk. A szabad, azaz Hb-nal nem asszocialt hem
koncentracioja az IVH-t kdvetd 0-20. nap kozott nyert mintdkban

széles hatarok kozott (42-717 umol/L) mozgott. A szabad hem forrasa
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valdsziniisithetéen a metHb és a ferrylHb, mely sokkal kevésbé
szorosan koti a hem prosztetikus csoportot, mint a Hb.

Az intravaszkularis hemolizis soran a plazmaba keriilt szabad
hemet a Hx koti meg, és a CD91 receptoron keresztiil tavolitja el a
keringésb6l. A Hx-CD91 rendszer megtaldlhatdo a kdzponti
idegrendszerben is, és ismert, hogy rendkiviil fontos szerepet tolt be a
hem altal okozott toxicitas csokkentésében szubarachnodidlis vérzés
utan. Nincs adat a korasziilottek kozponti idegrendszerének hem
stressz elleni védelmérdl és a liquor Hx szintjérél. Eredményeink arra
utalnak, hogy korasziilottekben IVH-t kdvetden a Hx-CD91 ttvonal
tultelitédik, ami a hem liquorban val6 felhalmozddasahoz vezet.

A 21-40. nap kozott nyert liquor mintdkban a Hb, metHb,
ferrylHb, hem ¢és szabad hem koncentracidja is alacsonyabb volt a 0-
20. nap kozott nyert mintakkal 6sszehasonlitva. A 41-60. nap kdzott
gyljtott liquor mintak esetén csak néhany mintaban tudtunk csekély
mennyiségli hemet kimutatni. Ez egy aktiv vagy passziv lasst
eltavolitasi mechanizmusra utal.

A kovalens moddon keresztkotott Hb multimerek jelenlétét
vizsgaltuk IVH-t kovetéen a liquor mintakban és megfigyeltiik, hogy
az id6 fiiggvényében egyre nagyobb multimerek voltak jelen a
liquorban. gy a 0-20. nap kozott nyert liquor mintakban a Hb
monomer ¢és a dimer volt a dominans forma, ugyanakkor a 41-60. nap
kozott nyert mintadkban csak Hb tetramert tudtunk kimutatni. Mivel
ezen mintdkban kordbban hem jelenlétét nem tudtuk bizonyitani,
feltételezhetjiikk, hogy ezen globin tetramerekr6l a hem prosztetikus

csoport mar korabban disszocialt. Ezen forma jelenléte a 41-60. nap
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kozott vizsgalt mintakban arra enged kdvetkeztetni, hogy a kovalens
moédon keresztkotott oxidalt Hb formak eltavolitasara nincs, vagy
nagyon lassti mechanizmus van a kdzponti idegrendszerben.

A vér-agy gat megakadalyozza a vér alakos elemeinek és
patogéneknek a bejutdsat az agy parenchymajaba, emellett
szabalyozza a molekuldk transzportjat is a plazma és a kozponti
idegrendszer kozott. Az agyi mikrovaszkularis endotélsejtek altal
alkotott egyrétegli felillet fontos alkotdja a vér-agy gatnak ¢és

meghataroz6 modon hozzajarul a neuroinflammatérikus vélaszhoz,

crer

s

IVH-t kdvetden korasziilottek liquor mintdibdl kimutatott kiilonb6z6
Hb formak hatasat HBEC sejtek aktivacidjara.

Kimutattuk, hogy a hem 50 pmol/L feletti koncentracioban
nagymértékben fokozza a HBEC sejtek ROS termelését, és sejthalalt
indukal. Ugyanakkor a Hb, illetve az oxidalt Hb formak nem fokoztak
a ROS termelést és nem voltak toxikusak HBEC sejtekre. A liquor
mintak szabad hem koncentracidja a 0-20. nap kozott nyert mintak
szinte mindegyikében meghaladta az 50 pmol/L-t, néhany mintaban
pedig extrém magas 250 umol/L feletti szabad hem koncentraciot
mértiink. A HBEC egysejtréteg integritasat vizsgalva kimutattuk,
hogy a kovalens moédon keresztk6tott Hb formakat tartalmazo
ferrylHb noveli az egysejtréteg atjarhatosagat.

A HO-1, mely a hem Ilebontasat katalizal6 enzim, ICH-t
kovetden indukalodik a kdzponti idegrendszer kiilonbdzd sejtjeiben,

mint példaul az asztrocitdkban, mikroglidkban €s endotélsejtekben.
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Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a hem mellett az oxidalt Hb formak
(metHb, ferrylHb) is indukaljak a HO-1 expressziojat HBEC sejteken.

Az adhézios molekulak kozponti szerepet tdltenek be a
gyulladasi reakcioban a leukocitdk endotélfelszinhez vald
vaszkularis endotéliumra jellemz6 az adhéziés molekulak alacsony
eszpresszidja. Agyvérzések esetén lokalis gyulladési valasz alakul ki
és a szolubilis adhéziés molekulak (E-szelektin, ICAM-1, VCAM-1
és L-szelektin), illetve az inflammatorikus citokinek szintje
megemelkedik a liquorban. A gyulladasi valasz feltételezhetden a
fehér allomany sériilésével jar.

A hemrdl ismert, hogy endotélsejt aktivaciot indukal, melyet az
adhézidos molekuldk  fokozott expresszidja ¢és  emelkedett
proinflammatoérikus citokin (IL-6, IL-8) termelés jellemez. Az IVH-t
kovetéen nyert CSF mintak analizise soran kimutattuk, hogy a
VCAM-1, ICAM-1 és IL-8 szintje korrelal a CSF-ben talalhaté hem
endotélsejtek aktivacidjahoz a hem mellett a ferrylHb is hozzajarulhat.
6. Osszefoglalas

A hemolizissel jar6 betegségekben gyakran megfigyelheté a
gyulladas patogének jelenléte nélkiil. Ennek oka a hemolizis soran a
véraramba keriild6 DAMP-ok altal keltett gyulladas. A VVT-k lizise
soran a keringésbe keriil6 Hb oxidacioja soran metHb és ferrylHb
keletkezik, melyekrél a hem prosztetikus csoport levalik. A hem

proinflammatoérikus  jellegének  egyik  megnyilvanuldsa a
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makrofagokban megfigyelt NLRP3 inflammaszoma aktivacio és IL-
1P szekrécio.

Az endotélsejtek Kkitlintetett szerepet jatszanak a gyulladasi
folyamatokban, igy jelen munkank célja, a hem és az oxidalt Hb
formdk hatdsanak vizsgalata volt endotélsejtek aktivacidjara.
Kimutattuk, hogy a hem LPS-sel el6kezelt HUVEC-ben IL-1f
szekréciot indukal. In vivo koériilmények kozott a hem kaszpaz-1
aktivaciot és aktiv IL-1B képzddést indukal, NLRP3-fiiggd modon.
Bizonyitottuk, hogy a hem altal keltett proinflammtorikus valaszban
fontos szerepe van a reaktiv oxigéngyokoknek, ugyanis a gyokfogo
tulajdonsagi NAC gatolta a hem altal indukalt 1L-1  képz6dést.

Kimutattuk tovabba, hogy az albumin gatolni képes a hem
medialta IL-1p termelést HUVEC sejteken in vitro, illetve blokkolta a
hem altal indukalt peritonealis leukocita infiltraciét in vivo
koriilmények kdzott C57BL/6 egerekben.

A hem és az oxidalt Hb formak gyulladaskeltdé szerepét
vizsgaltuk IVH-val 0Osszefiiggésben. Kimutattuk, hogy IVH-t
kovetéen hem, Hb, metHb, ferrylHb, illetve kovalensen keresztkotott
oxidalt globin multimerek akkumulalodnak a liquorban. A kiilonbz6
oxidaltsagi foki Hb formak kozil a ferrylHb a leginkabb
proinflammatodrikus jellegli, mely fokozza adhézids molekuldk és
proinflammatorikus citokinek expressziojat agyi mikrovaszkularis
endotélsejtekben, valamint rontja az egysejtréteg integritasat.

Osszességében jelen munka hozzajarulhat a VVT eredetii

DAMP-ok NLRP3 inflammaszoma aktivicidjaban betoltott
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szerepének megértéséhez, valamint az oxidalt Hb formak IVH

pathogenezisében betdltott koroki szerepének tisztazasahoz.
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